ES 2415331 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 415 331
@Eint. cl.

C12N 15/12 (2006.01)
C12N 15/09 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01)
CO7K 14/715 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
A61K 31/713 (2006.01)
A61K 38/17 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  15.04.2003  E 03717504 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 22.05.2013  EP 1499724

Titulo: Derivados de la cadena gamma del receptor de IL-2, su preparacion y su uso

Prioridad: @ Titular/es:
18.04.2002 IL 14921702 YEDA RESEARCH AND DEVELOPMENT CO.,
08.10.2002 IL 15218302 LTD. (100.0%)
THE WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE P.O.

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la 5601>(()(?5REHOVOT IL
traduccion de la patente: '

25.07.2013 (@ Inventor/es:

WALLACH, DAVID;
RAMAKRISHNAN, PARAMESWARAN y
SHMUSHKOVICH, TAISIA

Agente/Representante:
DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2415331713

DESCRIPCION
Derivados de la cadena gamma del receptor de IL-2, su preparacién y su uso.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al uso de la cadena gamma comun (cyc) de IL-2 y moléculas relacionadas para la
modulacion de actividades de sefial controladas por NIK, y algunas de tales moléculas nuevas.

Antecedentes de lainvencién

El factor nuclear kB (NF-kB) es una familia de complejos del factor de transcripcion eucariético inducible que
participan en la regulacién de la respuesta inmune, el crecimiento celular y la supervivencia [Ghosh et al. 1998]. Los
factores NF-kB son secuestrados normalmente en el compartimento citoplasmico por asociacién fisica con una
familia de inhibidores ricos en anquirina citoplasmica, denominados IkB, incluyendo IkBa y proteinas relacionadas
[Baldwin et al. 1996]. En respuesta a diversos estimulos, incluyendo citocinas, mitégenos y ciertos productos génicos
viricos, el IkB es rapidamente fosforilado en las serinas 32 y 36, ubicuitinado y después degradado por el
proteosoma 26S, que permite translocar al nicleo el NF-kB liberado y participar en la transactivacion del gen diana
[Mercurio et al. 1999, Pahl et al. 1999]. Recientes estudios de clonaciéon molecular han identificado una cinasa de kB
de multiples subunidades que media la fosforilacion inducida por sefial de IkB. La IKK se compone de dos
subunidades cataliticas, IKKa e IKK, y una subunidad reguladora IKKy. La actividad catalitica tanto de IKKa como
de IKKB puede ser activada por una multitud de inductores de NF-kB diferentes, incluyendo las citocinas
inflamatorias, el factor de necrosis tumoral y la interleucina-1, el receptor de linfocitos T y la proteina coestimuladora
de linfocitos T, CD28 [Karin et al. 2000].

La cinasa inductora de NF-kB, NIK, (MAP3K14) es una proteina cinasa activada por mitégeno (MAP3K) que fue
descubierta por los autores de la presente solicitud en 1996 (documento WO9737016) mientras escrutaban en busca
de proteinas que se unian a la proteina adaptadora asociada al receptor de TNF, TRAF2 [Rothe et al. 1994,
Takeuchi et al. 1996]. La activacion marcada de NF-kB tras la expresion en exceso de esta proteina cinasa, y la
inhibicion eficaz de la activacion de NF-kB en respuesta a una variedad de agentes inductores (LMP1, TNFR1,
TNFR2, RANK, hTol1R, CD3/CD28, interleucina-1R, Tax del virus linfotropico de linfocitos T humanos-1, LPS y otros
[Malinin et al. 1997, Sylla et al. 1998, Damay et al. 1999, Lin et al. 1999, Geleziunas et al. 1998] tras la expresion de
mutantes de NIK cataliticamente inactivos, sugirieron que NIK participa en la sefializacion para la activacion de NF-
kB [Malinin et al. 1997].

La desorganizacion dirigida del gen NIK [Yin et al. 2001] y el estudio de una cepa de ratdén de origen natural con una
mutacion puntual de sentido erroneo en NIK (glicina a arginina en el codén 855 de mNIK) [Shinkaura et al. 1999]
revelaron un papel esencial de NIK en el desarrollo de 6rganos linfoides, por ello la cepa mutante de ratones se ha
denominado ratones “con alinfoplasia (aly)”. Los ratones tanto aly/aly como con el gen NIK desactivado manifiestan
una ausencia generalizada de ganglios linfaticos y de placas de Peyer, estructuras esplénicas y timicas
desorganizadas e inmunodeficiencia cuyos rasgos mas resilientes son niveles bajos de Ig en suero y carencia de
rechazo a injertos [Shinkaura et al. 1999]. Estas anomalias reflejan aparentemente una sefializacion aberrante de
una variedad de receptores. Las deficiencias evolutivas de los ratones mutantes para NIK se asemejan a aquellas
encontradas en ratones carentes del receptor de LT (LTBR), sugiriendo que NIK participa en la sefializacion a
través de este receptor concreto. Se pudo demostrar que el deterioro de la capacidad proliferativa de los linfocitos B
en los ratones aly/aly se corresponde con una respuesta deficiente de estas células frente a LPS y CD40L [Garceau
et al. 2000] y la presencia de cantidades excesivas de linfocitos B1 en la cavidad peritoneal de los ratones pudo ser
adscrita a defectos en el alojamiento de células peritoneales en el sistema tisular linfatico asociado al intestino, como
consecuencia de una sefalizacion deficiente del receptor de quimiocina en el tejido linfoide secundario [Fagarasan
et al. 2000].

Aparte de estas y probablemente otras contribuciones a la regulacion del desarrollo y la funcién del sistema inmune,
también parece que NIK esta implicada en la regulacion de diferentes funciones no inmunes. Los ratones aly/aly
(aunque no los que tienen el gen NIK desactivado) muestran un desarrollo deficiente de la glandula mamaria
[Miyawaki 1994]. Por otra parte, estudios in vitro implicaron a NIK en la sefializacion que conduce a la diferenciacion
de las células de la musculatura esquelética [Canicio et al. 2001] y en la supervivencia y diferenciacion de las
neuronas [Foher et al. 2000].

Coincidiendo con el papel sugerido de NIK como mediadora de la activacion de NF-kB, los fibroblastos obtenidos a
partir de ratones aly/aly y NIK-/- no lograban activar NF-kB en respuesta a la activacion de LTBR. Por otra parte, la
regulacion al alza con LTBR de VCAM-1, que se produce por medio de la activacion de NF-kB, es andémala en
fibroblastos embrionarios murinos aly/aly [Matsumoto et al. 1999]. También se ha observado una fosforilacion
deficiente de IkB en respuesta a linfocitos B aly/aly para la ligacion a CD40. En contraste, en células dendriticas de
estos ratones la fosforilacion de IkB inducida por CD40 parecia normal [Garceau et al. 1998]. Las células
peritoneales aly/aly también son incapaces de responder a la quimiocina SLC con un incremento de la actividad de
NF-kB [Fagarasan et al. 2000]. Sin embargo, en ninguna de las células examinadas hasta ahora se encontr6 que el
efecto de TNF o IL-1 sobre la activacion de NF-kB fuera anulado por la mutacién de NIK.
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La evaluacion del patron de las especies de NF-kB en érganos linfoides de ratones aly/aly indic6 que, aparte de su
papel en la regulacién de los complejos de NF-kB compuesto por las proteinas Rel (A+p50) e IkB, NIK también
participa en el control de la expresidn/activacion de otras especies de NF-kB. Muy notablemente, los linfocitos de los
ratones aly/aly eran deficientes en p52, una especie de NF-kB que se forma especificamente en linfocitos B maduros
a través del procesamiento proteolitico de un precursor inactivo, p100 (NF-kB2), sugiriendo una deficiencia en la
conversion de p100-p52 [Yamada et al. 2000]. En efecto, se ha demostrado que NIK participa en la fosforilacion
especifica del sitio de p100. Ambos directamente y a través de la fosforilacion de IKKa, que a su vez fosforila p100.
Esta fosforilacion sirve como desencadenante molecular para la ubicuitinacion y el procesamiento activo de p100
para formar p52. Se encontré que esta actividad de procesamiento de p100 era anulada por la mutacién aly [Xiao et
al. 2001, Senftleben et al. 2001].

A la vista de la homologia estructural de NIK con las MAP3Ks, se han realizado algunos intentos para explorar la
implicacion de NIK en las otras tres principales cascadas de proteina cinasa que se sabe que implican a las MAP3Ks
(las cascadas de MAP cinasa: cascadas ERK, JNK y p38) [Akiba et al. 1998]. Aunque en ciertas células, NIK parece
no participar en ninguna de estas cascadas, algunas otras células (PC12) parecen implicar a NIK en la cascada ERK
[Fochr et al. 2000]. Asimismo se ha demostrado que en ciertas células, NIK puede participar en la sefializacién para
la fosforilacion de Jun, la diana aguas abajo de la cascada JNK, de un modo que es independiente de esta cascada
concreta [Akiba et al. 1998, Natoli et al. 1997]. En conjunto, estos descubrimientos indican que NIK sirve en efecto
como mediador de la activacion de NF-kB, pero también puede servir para otras funciones, y que ejerce estas
funciones de una manera especifica de la célula y del receptor.

Como otras MAP3Ks, NIK puede ser activada como consecuencia de la fosforilacion del “bucle de activacion” dentro
de la molécula de NIK. En efecto, la mutacién de un sitio de fosforilacién dentro de este bucle (Thr-559) evita la
activacion de NF-kB tras la expresion en exceso de NIK [Lin et al. 1999]. Ademas, la actividad de NIK parece estar
regulada a través de la capacidad de las regiones aguas arriba y aguas abajo de este motivo cinasa para unirse
entre si. Se ha mostrado que la regidon C-terminal de NIK aguas abajo de su radical cinasa es capaz de unirse
directamente a IKKa [Regnier et al. 1997] asi como a p100 [Xiao et al. 2001] y a TRAF2 [Malinin et al. 1997], estas
interacciones se requieren aparentemente para la funcion de NIK en la sefializacion de NF-kB. La region N-terminal
de NIK contiene un dominio regulador negativo (NRD), que esta compuesto por un motivo alcalino (BR) y un motivo
de repeticién rico en prolina (PRR) [Xiao et al. 2000]. Aparentemente, el NRD N-terminal interacciona con la region
C-terminal de NIK en cis, inhibiendo de ese modo la unién de NIK a su sustrato (IKKa y p100). NIK expresada
ectépicamente parece formar espontdneamente oligémeros en los que estas uniones de las regiones N-terminal a C-
terminal en cada molécula de NIK estan aparentemente desorganizadas y presentan un elevado nivel de actividad
constitutiva [Lin et al. 1999]. La union de la region C-terminal de NIK a TRAF2 (asi como a otros TRAFsS) participa
muy probablemente en el proceso de activacion de NIK. No obstante, se desconoce su modo exacto de
participacion.

Del mismo modo, todavia existe una informacion limitada de los mecanismos aguas abajo en la accion de NIK. Se
ha presentado la evidencia de que NIK, a través de la unién de su region C-terminal a IKKa puede activar el
complejo de la cinasa de IkB (IKK). En efecto se ha mostrado que es capaz de fosforilar la serina 176 en el bucle de
activacion de IKKa y de ese modo de activarla [Ling et al. 1998]. Coherentemente con este modo de accién, estudios
de los mecanismos que explican la activacion deficiente de NF-kB por LTBR en fibroblastos embrionarios murinos de
ratones aly/aly (MEFs), indicaron que la mutacién de NIK anula la activacion del sefialosoma de IKK y la
consiguiente fosforilacion de IkB [Matsushima et al. 2001]. Estos descubrimientos no fueron apoyados, no obstante,
por el analisis de MEFs obtenidos a partir de ratones NIK -/-. Aunque los MEFs carentes de NIK son incapaces de
manifestar activacion de NF-kB en respuesta a LTB, no parecen responder normalmente a él en términos de
fosforilacion y degradacion de IkB [Yin et al. 2001]. De acuerdo con estos descubrimientos, NIK puede no participar
en absoluto en la activacion del complejo IKK a través de LTBR, pero en lugar de eso, esta implicado en un
mecanismo todavia desconocido en el control de la accidn transcripcional del complejo de NF-kB después de su
translocacion al nacleo. Todavia existen dudas en cuanto al modo en el cual NIK desencadena la fosforilacion y el
procesamiento de p100. Su capacidad para unirse a p100 directamente a través de su region C-terminal y fosforilarla
sugiere que pl00 sirve como un sustrato de NIK directo [Xiao et al. 2000]. Sin embargo, un estudio reciente ha
sugerido que NIK media en la fosforilacién de p100 de un modo indirecto, a través de una fosforilacién y por lo tanto
la activacion de IKKa que a su vez fosforila p100 [Senftleben et al. 2001].

Yamamoto y Gaynor revisaron el papel de NF-kB en la patogénesis de enfermedades humanas (Yamamoto y
Gaynor 2001). La activacion de la ruta de NF-kB esta implicada en la patogénesis de enfermedades inflamatorias
cronicas, tales como el asma, la artritis reumatoide (véase Tak y Firestein, this Perspective series, ref. Karin et al.
2000) y la enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, la regulacion alterada de NF-kB puede estar implicada en
otras enfermedades tales como la aterosclerosis (véase Collins y Cybulsky, this series, ref. Leonard et al. 1995) y la
enfermedad de Alzheimer (véase Mattson y Camandola, this series, ref. Lin et al. 1999), en las cuales esta
implicada, al menos parcialmente, la respuesta inflamatoria. Finalmente, también se observan frecuentemente
anomalias en la ruta de NF-kB en una variedad de canceres humanos.

Varias lineas de evidencia sugieren que la activaciéon con NF-kB de genes de citocina es una importante participante
en la patogénesis del asma, que se caracteriza por la infiltracion de las células inflamatorias y la desregulacion de
muchas citocinas y quimiocinas en el pulmén (Ling et al. 1998). Del mismo modo, la activacion de la ruta de NF-kB
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también tiene probablemente un papel en la patogénesis de la artritis reumatoide. Las citocinas, tales como TNF-q,
gue activan NF-kB son elevadas en el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y contribuyen a los cambios
inflamatorios crénicos y a la hiperplasia sinovial observada en las articulaciones de estos pacientes (Malinin et al.
1997). La administraciéon de anticuerpos dirigidos contra el TNF-a o un receptor truncado de TNF-a que se une a
TNF-a, puede mejorar considerablemente los sintomas de pacientes con artritis reumatoide.

Los incrementos en la produccién de citocinas proinflamatorias tanto con linfocitos como con macréfagos también
han sido implicados en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias del intestino, incluyendo la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerosa (Matsumoto et al. 1999). Se observa una activacion de NF-kB en especimenes de biopsia
de la mucosa de pacientes con enfermedad de Crohn activa y colitis ulcerosa. El tratamiento de pacientes con
enfermedades inflamatorias del intestino con esteroides disminuye la actividad de NF-kB en especimenes de biopsia
y reduce los sintomas clinicos. Estos resultados sugieren que la estimulacion de la ruta de NF-kB puede estar
implicada en el aumento de la respuesta inflamatoria asociada con estas enfermedades.

La aterosclerosis esta desencadenada por numerosas agresiones al endotelio y a la musculatura lisa de la pared del
vaso dafiado (Matsushima et al. 2001). Un gran nimero de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas liberadas
desde las células endoteliales, la musculatura lisa, los macréfagos y los linfocitos, esta implicado en este proceso
inflamatorio crénico y fibroproliferativo (Matsushima et al. 2001). La regulacién con NF-kB de los genes implicados
en la respuesta inflamatoria y en el control de la proliferacion celular tiene probablemente un importante papel en el
inicio y el progreso de la aterosclerosis.

Finalmente, anomalias en la regulacion de la ruta de NF-kB pueden estar implicadas en la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, la inmunorreactividad frente a NF-kB se encuentra predominantemente en y
cerca de tipos de placas neuriticas tempranas en la enfermedad de Alzheimer, mientras que los tipos de placas
maduras muestran una actividad de NF-kB enormemente reducida (Mercurio et al. 1999). De este modo, la
activacion de NF-kB puede estar implicada en el inicio de placas neuriticas y la apoptosis neuronal durante las fases
tempranas de la enfermedad de Alzheimer. Estos datos sugieren que la activacion de la ruta de NF-kB puede tener
un papel en numerosas enfermedades que tienen un componente inflamatorio implicado en su patogénesis.

Ademas de un papel en la patogénesis de enfermedades caracterizadas por incrementos en la respuesta inmune e
inflamatoria del anfitrién, la activacion constitutiva de la ruta de NF-kB también ha sido implicada en la patogénesis
de algunos canceres humanos. Frecuentemente se observan anomalias en la regulacion de la ruta de NF-kB en una
variedad de malignidades humanas incluyendo leucemias, linfomas y tumores sélidos (Miyawaki et al. 1994). Estas
anomalias dan como resultado niveles constitutivamente elevados de NF-kB en el nucleo de una variedad de
tumores, incluyendo canceres de mama, ovario, prostata y colon. Probablemente la mayor parte de estos cambios
se debe a alteraciones en proteinas reguladoras que activan las rutas de sefializacion que conducen a la activacion
de la ruta de NF-kB. No obstante, las mutaciones que inactivan las proteinas IkB ademas de la amplificacion y los
reordenamientos de los genes que codifican miembros de la familia de NF-kB, pueden dar como resultado un
aumento de los niveles nucleares de NF-kB observados en algunos tumores.

La IL2 es una proteina de 133 aminoacidos (15,4 kDa) con un pl ligeramente alcalino. No presenta homologia de
secuencia con ningun otro factor. La IL2 murina y humana presenta una homologia de aproximadamente 65 por
ciento. La IL2 es sintetizada en forma de una proteina precursora de 153 aminoacidos, funcionando los primeros 20
aminoacidos amino terminales como una secuencia sefial secretora hidrofoba. La proteina contiene un unico enlace
disulfuro (posiciones Cys 58/105) esencial para la actividad biolégica.

La IL2 tanto de ratdbn como humana ocasiona la proliferacion de linfocitos T de las especies homologas con una
elevada eficacia. La IL2 humana también estimula la proliferacion de linfocitos T de ratén a concentraciones
similares, mientras que la IL2 de ratén estimula los linfocitos T humanos con una eficacia menor (de seis veces a
170 veces). La implicacién de IL-2 en la autoinmunidad es controvertida (revisado por O'Shea et al. 2002). Se ha
reconocido que la administracién de IL-2 est4 asociada con una variedad de trastornos autoinmunes tales como la
tiroiditis inmune, la artritis reumatoide y otras artropatias. Sin embargo, ratones carentes de IL-2 producen
multiples autoanticuerpos, incluyendo anticuerpos anti-ADN. Aproximadamente la mitad muere de anemia
hemolitica autoinmune y los supervivientes desarrollan enfermedad inflamatoria intestinal. Mayormente, la
patologia se corrige mediante la adicion de IL-2 exdgena. Esto indica un papel de IL-2 en el mantenimiento de la
tolerancia periférica.

La IL2 es un factor de crecimiento para todas las subpoblaciones de linfocitos T. La subunidad del receptor IL2R-alfa
se expresa en la leucemia de linfocitos T adultos (LTA). Puesto que las células leucémicas recién aisladas también
secretan IL2 y responden a ella, IL2 puede funcionar como un modulador autocrino del crecimiento para estas
células capaces de empeorar la LTA.

La IL2 también promueve la proliferacion de linfocitos B activados. Semejante actividad requiere la presencia de
factores adicionales, por ejemplo, IL-4. In vitro, IL-2 también estimula el crecimiento de células oligodendrogliales.

Por lo tanto, debido a sus efectos sobre los linfocitos T y los linfocitos B, IL-2 es un regulador central de las
respuestas inmunes. Asimismo tiene un papel en las reacciones antiinflamatorias en la hematopoyesis y en la
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vigilancia de tumores. IL2 estimula la sintesis de IFN-gamma en leucocitos periféricos y también induce la secrecion
de IL-1, TNF-alfa y TNF-beta.

Las actividades bioldgicas de IL2 estan mediadas por un receptor de membrana. Se distinguen tres tipos diferentes
de receptores de IL2 que se expresan diferencial e independientemente. El receptor de IL2 de alta afinidad
constituye aproximadamente un 10 por ciento de todos los receptores de IL2 expresados por las células. Este
receptor es un complejo de receptor de membrana que consiste en dos subunidades IL2R-alfa e IL2R-beta como
dominios de unioén al ligando y una cadena gamma como componente de sefializaciéon. IL2R-beta es expresado
constitutivamente en linfocitos T en reposo, células NK y otros numerosos tipos de células, si bien la expresion de
IL2R-alfa se observa normalmente solo después de la activacion celular. IL-2R-alfa, no obstante, es sintetizado
constitutivamente por numerosas células tumorales y por células infectadas con HTLV-1.

La expresion del receptor de IL2 de monocitos esta inducida por el IFNy, de manera que estas células se vuelven
citotéxicas para los tumores.

Las subunidades gamma murinas y humanas del receptor tienen aproximadamente una identidad de secuencia del
70 por ciento a niveles de nucleétidos y aminoacidos. Esta subunidad es requerida para la generacion de receptores
de IL2 de afinidad elevada e intermedia pero no se une a IL2 por si misma. Estos dos tipos de receptor consisten en
un heterotrimero alfa-beta-gamma y un heterodimero beta-gamma, respectivamente. El gen que codifica la
subunidad gamma del receptor de IL2 se cartografia en el cromosoma humano Xq13, abarca aproximadamente 4,2
kb y contiene ocho exones. Las relaciones con marcadores en estudios de ligacion sugieren que este gen y SCIDX1,
el gen para la inmunodeficiencia combinada grave ligada a X, tienen la misma posicion. Por otra parte, en cada uno
de 3 pacientes no relacionados con SCID ligada a X, se observé una mutacion diferente en el gen IL2R-gamma.

La inmunodeficiencia combinada grave ligada a X (XSCID) es una enfermedad rara y potencialmente fatal causada
por mutaciones de la cadena IL2RYy, el gen que codifica la cadena IL-2Ry, un componente de multiples receptores de
citocinas que son esenciales para el desarrollo y la funcién de los linfocitos (Noguchi et al. 1993). Hasta la fecha, se
han publicado mas de 100 mutaciones diferentes de IL2Ry que producen XSCID. Los estudios recientes de
desactivacion de genes indican un papel fundamental de la cyc en la linfopoyesis [DiSanto et al. 1995].

La cadena IL-2Ry es una subunidad de los complejos de receptores de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 e IL21 por lo
que es apodada ahora como “cadena y comun” (cyc).

El documento EP0578932 hace referencia a la cadena gamma comun de longitud completa y especialmente al
dominio N-terminal extracelular.

Coincidiendo con la implicacion de IL-2 en la autoinmunidad existe la necesidad de un modulador de la actividad de
IL-2 para evitar o aliviar dichas enfermedades.

Compendio de lainvencion

La presente invencion se refiere al uso de un fragmento de polipéptido que se une a cinasa que induce NF-kB de la
cadena gamma comun (cyc) de IL-2 o una muteina, preferentemente 41MDD (SEQ ID NO: 2), 44MPD (SEQ ID NO:
17), el dominio intracelular de cyc (ICDcyc) (SEQ ID NO: 1), un derivado permutado circularmente o un fragmento
del mismo para modular la interaccién entre cyc y NIK.

Ademas, la invencion se refiere al uso de un ADN que codifica un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a
cinasa que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, un ADN
que codifica la hebra no codificadora de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB,
un anticuerpo especifico de un polipéptido de SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 17, e inhibe las interacciones entre NIK-
cyc.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que
induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo en la preparacién de
un medicamento para el tratamiento de una enfermedad tal y como se reivindica, en donde la actividad de NIK esta
implicada en la patogénesis de la enfermedad.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa
que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, un ADN
especifico, un ADN de cadena no codificadora o anticuerpos especificos tal y como se reivindican, en la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad tal y como se reivindica, en donde NF-kB esta implicado
en la patogénesis de la enfermedad.

La invencién también proporciona un método para el tratamiento de una enfermedad tal y como se reivindica, que
implica la actividad de NIK en la patogénesis de dicha enfermedad, que comprende la administracién de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB o
una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, en un sujeto que lo necesite.
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Por afiadidura, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un fragmento
polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente
o un fragmento del mismo, el ADN especifico, el ADN de cadena no codificadora o el anticuerpo especifico tal y
como se reivindica, para modular la interaccion entre la cadena gamma comun (cyc) de IL-2 y NIK o en las
enfermedades reivindicadas en donde la actividad de NIK o NF-kB esta implicada en la patogénesis de la
enfermedad.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de las enfermedades reivindicadas
que implican la interaccion entre NIK y cyc en la patogénesis de dicha enfermedad que comprende la administracion
de una cantidad terapéuticamente eficaz de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce
NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, en un sujeto que lo necesite.

La invencién proporciona un ADN que codifica un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce
NF-kB de la invencion, un vector que alberga el ADN, la célula anfitriona que comprende el vector.

En una realizacidn, se proporciona un método para producir un polipéptido de acuerdo con la invencién, que
comprende introducir dicho vector en una célula anfitriona procaridtica o eucariética, preferentemente CHO, cultivar
la célula e aislar el polipéptido producido.

La invencion también proporciona un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB o una
muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, preferentemente 41MDD (SEQ ID NO: 2),
44MPD (SEQ ID NO: 17), el dominio intracelular de cyc (ICDcyc) (SEQ ID NO: 1), 1-357 (SEQ ID NO: 20), 1-341
(SEQ ID NO: 21).

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo, un anticuerpo policlonal o monoclonal, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo totalmente humanizado, un anticuerpo anti-anti-ld, un anticuerpo intracelular o un
fragmento del mismo que reconoce especificamente y se une a un fragmento polipeptidico de cyc de acuerdo con la
invencion.

Por afiadidura, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un fragmento polipeptidico
de cyc de acuerdo con la invencion, un ADN especifico, el ADN de la hebra no codificadora o un anticuerpo
especifico tal y como se reivindica, preferentemente para la modulacién de la actividad de NIK o para el tratamiento
de las enfermedades reivindicadas, en donde la interaccion entre NIK y cyc esta implicada en la patogénesis.
También se describe en esta memoria una molécula pequefia capaz de inhibir la interaccion entre NIK-cyc obtenible
escrutando moléculas preparadas mediante quimica combinatoria en un sistema de luciferasa.

Ademas, la invencion se refiere al uso de un fragmento de cyc tal y como se reivindica o una muteina, un derivado
permutado circularmente o un fragmento del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la
prevencion de una enfermedad tal y como se reivindica, resultante de respuestas inmunes excesivas, tales como
artritis reumatoide, osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, infarto cardiaco, enfermedad de Alzheimer
o0 aterosclerosis.

Ademas, la invencion se refiere al uso de un fragmento de cyc tal y como se reivindica o una muteina, un derivado
permutado circularmente o un fragmento del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la
prevencién de una enfermedad autoinmune tal y como se reivindica, tal como tiroiditis inmune, artritis reumatoide y
otras artropatias, anemia hemolitica autoinmune y enfermedad inflamatoria intestinal.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un método para el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad tal y
como se reivindica en la que la activacién de NF-kB esta implicada en la patogénesis de la enfermedad, o en una
enfermedad en la que la interaccion entre NIK y cyc estd implicada en la patogénesis de dicha enfermedad, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a
cinasa que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo, a un
sujeto que lo necesite.

En una realizaciéon adicional, la invencién proporciona un método de tratamiento y/o de prevenciéon de una
enfermedad en la que la activacion de NF-kB esta implicada en la patologia de la enfermedad, tal como cancer,
artritis reumatoide, osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, infarto cardiaco, enfermedad de Alzheimer
0 aterosclerosis, que comprende administrar a un anfitrion que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de
un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado
circularmente o un fragmento del mismo, a un sujeto que lo necesite.

En otro aspecto, la invencion se refiere un método de tratamiento y/o de prevencion de una enfermedad tal y como
se reivindica, en donde la enfermedad es el resultado de respuestas inmunes excesivas, tal como artritis reumatoide,
osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, infarto cardiaco, enfermedad de Alzheimer o aterosclerosis,
que comprende administrar a un anfitrion que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un fragmento
polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB o una muteina, un derivado permutado circularmente
o un fragmento del mismo.
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Ademas, esta memoria descriptiva describe el uso de cyc o una muteina, una variante, una proteina de fusion, un
derivado funcional, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo para la modulacién de la
actividad de NF-kB.

La invencién también se describe en las reivindicaciones.
Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de los dominios de cyc y los residuos en los que se
introdujeron codones de terminacién para generar mutantes por delecion. L-Lider 1-23, ECD-dominio extracelular,
TM-dominio transmembrana, ICD-dominio intracelular.

La Figura 2 muestra los resultados sobre la interaccién entre NIK-cyc en células de mamifero controlada mediante
andlisis por inmunoprecipitacion. Se detectaron andlisis de transferencia Western con anticuerpo anti-cyc de las
siguientes muestras: 1- productos lisados de células 293-T transfectadas con pcDNA3cyc e inmunoprecipitadas con
anti-cyc, 2- productos lisados de células 293-T transfectadas con pcDNA3cyc e inmunoprecipitadas con anticuerpo
anti-NIK. 6 -productos lisados de células 293-T transfectadas con pcS3MTNIK (que expresa NIK etiquetado con myc)
y pcDNA3cyc y NIK inmunoprecipitados con anticuerpo anti-myc, 3- lo mismo que en 6 cambiando solamente
pcS3MTNIK por pcS3MTNIKaly. 4- productos lisados de células 293-T transfectadas con pcdnNIK (dominio C-
terminal de los residuos 624-947 de NIK) e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-cyc y 5- productos lisados de
células 293-T transfectadas con pcdnNIK y pcDNA3cyc inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-NIK (no anticuerpo
anti myc como en 3y 6).

La Figura 3 muestra los resultados sobre la interaccién entre NIK-cyc en células de mamifero, controlada mediante
andlisis por inmunoprecipitacion. Analisis de transferencia Western de productos inmunoprecipitados y productos
lisados de células 293-T totales detectados con anticuerpo anti-NIK. Las muestras analizadas fueron las siguientes:
3- producto lisado de células transfectadas con pcS3MTNIK inmunoprecipitadas con anti-NIK. 2- producto lisado de
células transfectadas con pcS3MTNIK e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-cyc. 1- productos lisados de células
transfectadas con pcS3MTNIK y con pcDNA3cyc e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti cyc. 5- producto lisado de
células no transfectadas. 4 y 6- productos lisados de células transfectadas con pcS3MTNIK y con pcDNA3cyc o
células transfectadas con pcS3MTNIK solo, respectivamente, antes de la inmunoprecipitacion.

La Figura 4 muestra el efecto dependiente de la concentracion de cyc sobre la activacion de NF-kB inducida con
NIK. La activacion de NF-kB es controlada por medio del analisis informador con luciferasa (para mas detalles,
véase el Ejemplo 10). La activacién de NF-kB en células 293-T fue inducida por la expresion en exceso de NIK. La
expresion de luciferasa se controld en células transfectadas con los siguientes plasmidos: plasmido vacio (muestra
pc), plasmido vacio y un plasmido que codifica luciferasa bajo el control de un promotor inducible por NF-kB
(pcDNA3luciferasa, 0,5 pg/pocillo) (muestra pc+luc), 1 ug de pcS3MTNIK y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK 1 mcg),
1 pg de pcS3MTNIK, 0,1 pg/pocillo de pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK+cgc 0,1 mcg), 1 ug de
pcS3MTNIK, 0,5 ug/pocillo de pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK+cgc 0,5 mcg) y 1 ug de pcS3MTNIK
con 1 pg/pocillo de pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK+cgc 1 mcg).

La Figura 5 muestra el efecto de un mutante negativo dominante de NIK (dnNIK, residuos 624-947) sobre la
activacion de NF-kB intensificada por cyc. La activacion de NF-kB es controlada por medio del analisis informador
con luciferasa (para mas detalles, véase el Ejemplo 10). La activacion de NF-kB en células 293-T fue inducida por la
expresion en exceso de NIK. La expresiéon de luciferasa se controlé en células transfectadas con los siguientes
plasmidos: plasmido vacio (muestra pc), plasmido vacio y un plasmido que codifica luciferasa bajo el control de un
promotor inducible con NF-kB (pcDNA3Iuciferasa) (muestra pc+luc), pcS3MTNIK y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK),
pcS3MTNIK, pcS3MTdnNIK y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK+dnNIK) pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra
cgc), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc y pcDNAS3Iuciferasa (muestra NIK+cgc), pcS3MTdnNIK, pcDNA3cyc vy
pcDNA3Iuciferasa (muestra cgc+dnNIK), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc, pcS3MTdnNIK y pcDNA3luciferasa (muestra
NIK+cgc+dnNIK). Se utilizaron pcS3MTdnNIK, pcS3MTNIK y pcDNA3cyc a una concentracion de 1, 1 y 0,1
ug/pocillo respectivamente.

La Figura 6 muestra el efecto de cyc sobre la activacién de NF-kB inducida por el mutante NIKaly. La activacion de
NF-kB es controlada por medio del analisis informador con luciferasa (para mas detalles, véase el Ejemplo 10). La
activacion de NF-kB en las células es inducida expresando en exceso NIK. La expresiéon de la luciferasa fue
controlada en células 293-T transfectadas con los siguientes plasmidos: plasmido vacio (muestra pc), plasmido vacio
y un plasmido que codifica luciferasa bajo el control de un promotor inducible con NF-kB (pcDNA3luciferasa)
(muestra pc+luc), pcS3MTNIK y pcDNASIuciferasa (muestra NIK), pcDNA3luciferasa y pcDNA3cyc (muestra cgc),
pcS3MTNIK, pcDNA3cyc y pcDNA3luciferasa (muestra NIK+cgc), 1 ug de pcS3MTalyNIK y pcDNAS3luciferasa
(muestra alyNIK) y pcS3MTalyNIK, pcDNA3cyc y pcDNAS3luciferasa (muestra alyNIK+cgc). Se utilizaron
pcS3MTalyNIK, pcS3MTNIK y pcDNA3cyc a una concentracion de 1,1 y 0,1 ug/pocillo respectivamente.

La Figura 7 muestra el efecto de un polipéptido de 41 aminoacidos obtenido a partir del extremo distal de la
membrana de cyc (41MDD) sobre la activacion de NF-kB inducida con NIK y la intensificacion por cyc de longitud
completa. La activacién de NF-kB es controlada por medio del andlisis informador con luciferasa (para mas detalles,
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véase el Ejemplo 10). La activacion de NF-kB en células 293-T fue inducida expresando en exceso NIK. La
intensificacion de la induccion de NF-kB se obtiene expresando en exceso NIK y expresando la cyc de longitud
completa a baja concentracién. La expresion de la luciferasa fue controlada en células transfectadas con los
siguientes plasmidos: plasmido vacio (muestra pc), plasmido vacio y un plasmido que codifica luciferasa bajo el
control de un promotor inducible por NF-kB (pcDNA3luciferasa) (muestra pc+luc), pcS3SMTNIK y pcDNA3luciferasa
(muestra NIK), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK+cgc), pcS3MTNIK, un plasmido que
expresa GST (pGST) y pcDNA3luciferasa (muestra NIK+GST), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc, pcGST vy
pcDNA3luciferasa (muestra NIK+GST+cgc), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc, pcGST-41MDD y pcDNA3Iluciferasa (muestra
NIK+cgc+41GST). Se utilizaron los plasmidos pcS3MTNIK, pcDNA3cyc, pcGST-41MDD y pcDNA3luciferasa a
concentraciones de 0,5, 0,05, 2 y 0,5 pg/ml respectivamente.

La Figura 8 muestra el efecto de los mutantes por delecién de cyc, delecionados en el extremo C-terminal de la
proteina y sobre la activacion de NF-kB inducida por NIK. La activaciéon de NF-kB es controlada por medio del
andlisis informador con luciferasa (para més detalles, véase el Ejemplo 10). La activacion de NF-kB en células Hela
fue inducida expresando en exceso NIK. La expresion de la luciferasa fue controlada en células transfectadas con
los siguientes plasmidos: pldsmido vacio y un pldsmido que codifica luciferasa bajo el control de un promotor
inducible por NF-kB (pcDNA3luciferasa) (muestra pc+luc), pcS3MTNIK y pcDNA3luciferasa (muestra NIK),
pcS3MTNIK, pcDNA3cyc y pcDNA3Iuciferasa (muestra NIK +cgc), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc357 y pcDNA3Iuciferasa
(muestra NIK+1-357), pcS3MTNIK, pcDNA3cyc341 y pcDNA3luciferasa (muestra NIK+1-341), pcS3MTNIK,
pcDNA3cyc325 y pcDNA3luciferasa (muestra NIK+1-325) y pcS3MTNIK, pcDNA3cyc303 y pcDNAS3Iluciferasa
(muestra NIK+1-303). Los plasmidos pcS3MTNIK, pcDNA3cyc/delecionado, pcDNA3Iuciferasa, fueron utilizados
todos a la misma concentracion de 0,5 pg/ml. La cantidad total de ADN utilizada fue normalizada con plasmido vacio
pcDNA3.

La Figura 9 muestra el efecto de cyc sobre la actividad cinasa in vitro de NIK. Las células 293-T fueron transfectadas
con 10 yg de pcDNA3cyc (Linea 1), 10 uyg de pcDNA3cyc y 10 ug de pcS3MTNIK (Linea 2), 10 ug de pcS3MTNIK
(Linea 3) 0 10 pug de pcS3MTNIK y 10 pg de un plasmido que codifica la cinasa IKK1 (pIKK1) (Linea 4). Veinticuatro
horas mas tarde, las células fueron cosechadas, lisadas y la inmunoprecipitacion se llevé a cabo con anticuerpo anti-
NIK de conejo preadsorbido en perlas de proteina A-sefarosa. La reaccion con cinasa se realizé con 5 yci de ATPy
como se ha descrito previamente (Uhlik et al. 1998).

La Figura 10 muestra el efecto de la expresién en exceso del ICD completo de cyc o su dominio distal de la
membrana de 41 amino4cidos, sobre la activacion de NF-kB inducida por medio del receptor de LTB. La activacion
de NF-kB es controlada por medio del analisis informador con luciferasa (para mas detalles, véase el Ejemplo 10).
La activacion de NF-kB en fibroblastos embrionarios de ratén fue inducida con LTR. La expresion de la luciferasa fue
controlada en células transfectadas con los siguientes plasmidos: plasmido vacio (muestra pc), un plasmido que
expresa GST (pcGST) y pcDNA3Iuciferasa (muestra pcGST+luc), un plasmido que codifica la proteina de fusion de
GST con el dominio intracelular de cyc (pGSTICcyc) y pcDNA3Iluciferasa (muestra GSTICcgc+luc) y un plasmido que
codifica la fusion de GST con el polipéptido 41 procedente del dominio distal de la membrana de cyc (pGST41MDD)
y pcDNAS3luciferasa (muestra GST-41MDD+luc). Los plasmidos pGSTICcyc, pGST41MDD, se utilizaron a 1
Mg/pocillo y pcDNA3Iuciferasa se utilizé a una concentracion de 0,5 pg/pocillo. El plasmido vacio, pcDNAS3 se utilizé
como portador para normalizar la concentracion total de ADN a 2 ug/pocillo. Los niveles de actividad luciferasa se
expresan en unidades de luz relativa (ULR).

La Figura 11 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio intracelular de cyc.

La Figura 12 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de 41 aminoéacidos procedente del dominio distal
de la membrana de cyc (41MDD).

La Figura 13 muestra la secuencia de nucleotidos del dominio intracelular de cyc (cyclCD).

La Figura 14 muestra la secuencia de nucleétidos del polipéptido 41 procedente del dominio distal de la membrana
de cyc (41MDD).

La Figura 15 muestra la secuencia de 12 aminoacidos en el extremo C de cyc implicada en la unién a NIK.

La Figura 16A muestra la interaccién de NIK y cyc enddgenas. Se incubaron células mononucleares de sangre
periférica (PMBC) (500x106 células) en presencia de IL-2 o IL-15, se lisaron y se sometieron a inmunoprecipitacién
(IP) con anticuerpos anti-cyc (para la inmunoprecipitacion, véase el Ejemplo 9). Las proteinas inmunoprecipitadas
simultaneamente unidas a cyc fueron detectadas en transferencias Western (WB) utilizando anticuerpos relevantes.
Los anticuerpos utilizados en las WB para detectar la inmunoprecipitacion simultanea con cyc fueron ANTI-NIK,
ANTI-IKKa (IKK-1), ANTI-IKKB (IKK2) y ANTI-IKKy (NEMO). Las proteinas inmunoprecipitadas simultaneamente
estaban en productos lisados de células sometidos a ensayo con una incubacién entre 0 y cuatro horas con IL-2 y
entre 0 y una hora con IL-15. Se utilizé una IgG no relevante para la inmunoprecipitacion (IP) como testigo.

La Figura 16B muestra que el sefialosoma inmunoprecipitado simultaneamente con cyc es activo. Los productos
inmunoprecipitados preparados como en la Figura 16A, fueron sometidos a ensayo en un andlisis de cinasa (véanse
los detalles en el Ejemplo 11) utilizando GST-IkBa1-54 como sustrato para la fosforilacion.
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Descripcion detallada de lainvencién

La invencion se refiere a la modulacion de la interaccién entre la cadena gamma comuin de IL-2R (cyc) y NIK en
patologias que implican dicha interaccién.

La invencion se basa en el descubrimiento de que cyc y NIK interaccionan, y de que esta interaccién tiene un efecto
sobre la actividad de NIK.

La interaccion de cyc y NIK se detectd utilizando un fragmento C-terminal de NIK (624-947) como cebo en un
escrutinio de doble hibrido de una genoteca de ADNc de médula 6sea. Esta interaccién fue confirmada mediante
estudios de inmunoprecipitacion simultanea llevados a cabo en productos lisados de células de mamifero que
expresaban en exceso NIK y cyc y también mediante estudios de inmunoprecipitacién simultdnea en células que
expresaban naturalmente NIK y cyc. Los estudios de inmunoprecipitacion revelaron que cyc resulta eficazmente
precipitada simultdneamente con el extremo C terminal de NIK (624-947) o con la totalidad de NIK.

Se mostré que la interaccion de cyc y NIK se produce no solamente en células de mamifero transfectadas que
expresan en exceso NIK y cyc, sino también en células mononucleares de sangre periférica no transfectadas con
NIK y cyc enddgenas.

Se generaron multiples mutantes por deleciéon tanto de cyc como de NIK para definir los dominios de unién en
ambas proteinas. Las interacciones fueron sometidas a ensayo por medio de ensayos de doble hibrido en levaduras
y/o estudios de inmunoprecipitacion (véanse los ejemplos de mas abajo). Se encontraron dominios de cyc
responsables de la union a NIK en el dominio proximal de la membrana (MPD) de cyc que comprendia 44 residuos
de aminoacidos (desde el residuo 282 al 325), denominado 44MPD (véase SEQ ID NO: 17) y, en el dominio distal de
la membrana (MDD) que comprendia 41 amino&cidos (desde el residuo 329 al 369), denominado 41MDD (véanse
SEQ ID NO: 2 y la Figura 12). Cuando se delecionaron 12 aminoacidos en el extremo de cyc (residuos 358-369 de
cyc, Fig. 15, SEQ ID NO: 3 secuencia de nucledtidos en SEQ ID NO: 4) del dominio intracelular de cyc (cyclCD), la
unién a NIK disminuye en 50% indicando que estos residuos tienen un papel principal en la union.

Ademas, se llevd a cabo la mutagénesis en residuos localizados dentro del 41MDD, para definir los aminoacidos
especificos que interaccionan con NIK. La interaccion de motivos ricos en prolina en las proteinas de sefializacion
con sus dominios cognados esté bien documentada (Kay BK, Williamson MP, Sudol M. FASEB J 2000 Feb 14 (2):
231-421). El 20% de los aminoacidos de los 41 aminoacidos de cyc distales de la membrana, son prolinas. Por lo
tanto, se mutaron dos prolinas consecutivas a alanina en dos sitios diferentes de los 41 aminoacidos de cyc distales
de la membrana: 1-PP 336, 337AA y 2-PP360, 361AA y se sometié a ensayo el efecto de la mutacidn sobre la union
de NIK mediante el analisis de doble hibrido. Los resultados obtenidos de la mutagénesis de cyc muestran que las
prolinas de los residuos 360 y 361 son importantes para la unién a NIK. De este modo las muteinas de la presente
invencion conservan prolinas en los residuos 360 y 361.

Se mostré que un dominio de NIK, responsable de la unién a cyc, comprende 81 residuos de aminoacido
procedentes del extremo C terminal de NIK (desde el residuo 624 al 947), denominado NIK640-720 (véase el SEQ
ID NO: 18).

Se mostré que la interaccion de cyc y NIK era funcionalmente significativa. Los analisis con genes informadores
mostraron que cyc modula la activacion de NF-kB inducida por NIK. Es posible, en condiciones experimentales,
inducir la activacion de NF-kB expresando en exceso NIK. La activacion de NF-kB puede ser controlada en células
transfectadas con una estructura artificial que codifica luciferasa bajo el control de un promotor inducible por NF-kB.
Utilizando este sistema de luciferasa, se control6 la activacion de NF-kB en células que expresaban en exceso NIK
solo o junto con diferentes concentraciones de cyc (para los detalles, véanse los ejemplos de méas abajo). Se
encontré que la modulacién de NF-kB depende de la concentracion de NIK con respecto a la concentracion de cyc
dentro de las células (NIK/cyc). Por ejemplo, se observo la intensificacion de la activacion de NF-kB mediada por NIK
cuando NIK/cyc era mayor de 1, mientras se observé una inhibicion de la activacion de NF-kB mediada por NIK
cuando NIK/cyc era aproximadamente igual o inferior a 1.

Los estudios llevados a cabo con un mutante dominante negativo de NIK mostraron que la actividad intensificadora
de NF-kB de cyc, es ejercida especificamente a través de NIK.

Uno de los fragmentos de cyc que comprendia el dominio de union a NIK, 41MDD, fue sometido a ensayo para
determinar la interferencia con la interacciéon de cyc-NIK y por lo tanto para modular la activacion de NF-kB mediada
por NIK en el sistema de luciferasa. Para este fin, se midi6 la expresion de luciferasa (o la activacion de NF-«kB) en
células transfectadas que expresaban en exceso NIK y cyc, a una razén superior a 1. En estas condiciones, cyc
intensifica la activacion de NF-kB inducida por NIK. Se control6 el efecto de 41MDD, que contenia la region de unién
a NIK, en células que expresaban en exceso NIK y cyc. Se encontrdé que la expresion en exceso de 41MDD podia
inhibir la activacion de NF-kB mediada por NIK, probablemente inhibiendo la interaccion cyc-NIK.

Alternativamente, la expresién en exceso del extremo C terminal de NIK (residuos 624-947), que comprende el
dominio de unién a cyc, junto con cyc y NIK mostré efectos similares a los de 41MDD.
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La activacién de NIK parece tener requerimientos estructurales estrictos. Se encontré que un mutante de NIK,
AlyNIK (glicina por arginina en el codon 860 en ser humano y en el codén 855 en raton) se unia a cyc pero era
incapaz de incrementar la activacion de NF-kB mediada por NIK. De este modo, incluso aunque Aly-NIK y NIK de
tipo silvestre mostraran union a cyc y niveles similares de activaciéon de NF-kB tras la expresion en exceso, la
expresion simultanea de cyc no intensificaba la activacion de NF-kB mediante Aly-NIK.

Estos resultados indican que se pueden utilizar AlyNIK o sus fragmentos para regular la interaccion NIK-cyc.

Fragmentos de cyc sometida a delecién progresiva en el extremo C terminal, 1-357, 1-341, 1-325, 1-303, fueron
sometidos a ensayo para determinar su capacidad para modular NF-kB mediado por NIK en el sistema de luciferasa.
Para este fin, se midieron la expresién de la luciferasa y la activacion de NF-kB en células transfectadas que
expresaban en exceso NIK y cyc, o en mutantes por delecion de cyc a una razén de aproximadamente 1. En estas
condiciones cyc inhibe la activacién de NF-kB inducida por NIK. Se encontré que la cyc de longitud completa y los
fragmentos 1-357 (SEQ ID NO: 20), 1-341 (SEQ ID NO: 21) eran capaces de inhibir la activacion de NF-kB mediada
por NIK, mientras que mutantes que carecian del dominio de unién a NIK, tales como 1-325 y 1-303 no tuvieron
efecto alguno sobre la actividad de activacion de NF-kB mediada por NIK. La carencia de efecto de los fragmentos
1-325 y 1-303 confirma la implicacion del dominio distal de la membrana de la interaccion cyc-NIK y el papel de esta
interaccion en la modulacion de NF-kB.

Como se ha mencionado antes, la interaccion de NIK y cyc conduce a la modulacién de la actividad de NF-kB. Un
posible mecanismo que subyace a la modulacién de la actividad de NIK mediante cyc, puede ser el aumento de la
fosforilacion de NIK tras la interaccion cyc/NIK. El analisis de cinasa in vitro mostré6 un aumento de tres veces
mediante cyc de la autofosforilacion y de la fosforilacion por IKK1 de NIK. De este modo, el resultado obtenido en el
andlisis de cinasa in vitro apoya la hipétesis de que la modulacion de la actividad de NIK mediante cyc puede ser
intensificada por la fosforilacién de NIK tras la interaccion cyc/NIK.

La induccién del receptor de linfotoxina beta (LTR) por medio de este ligando da como resultado la activacion de NF-
kB. Se ha sugerido en la bibliografia que NIK es activada induciendo el receptor LT con su ligando. El efecto de la
expresion en exceso del dominio intracelular del polipéptido cyc (cyclCD) o su dominio distal de la membrana 41
(41MDD SEQ ID NO: 2) se sometio a ensayo cuando se activd NF-kB estimulando el receptor de LT( y se cree que
esta activacion estd mediada por la NIK enddgena. La expresién de ICDcyc aumentd la activacion de NF-kB
mediante LTB 2,5 veces, mientras que la expresion de 41MDD inhibia un 50% la activacion de NF-kB mediante LT(.
Estos resultados sugieren que la estimulacion con linfotoxina y la modulacién de NF-kB implican la interaccion cyc-
NIK. Estos resultados sugieren que la estimulacién con linfotoxina y la modulacién de NF-kB implican la interaccion
cyc-NIK. Estos resultados muestran que el polipéptido cyclCD o el 41MDD pueden modular la sefalizacion
desencadenada por medio del receptor de LT y muestran, una vez mas, que el polipéptido ICD o sus fragmentos
pueden servir como candidatos para el disefio de farmacos basado en péptidos. Tales farmacos pueden modular la
accion de NIK y por lo tanto son valiosos en la prevencion o el alivio de enfermedades en cuya patogénesis esta
implicada la accién de NIK. Se ha mostrado que NIK induce la activacion de NF-kB, de este modo se pueden utilizar
fragmentos de cyc de la invencion para tratar y/o prevenir enfermedades en cuya patogénesis esta implicado NF-«B.

Los resultados obtenidos revelaron que la sefalizacion por medio de cyc implica a NIK y el reclutamiento de
proteinas del sefialosoma y por consiguiente, la modulacién de NF-kB. Por lo tanto, cyc o sus fragmentos, por
ejemplo, los que comprenden el dominio de unién a NIK, tales como MDD41 o MPD44 (SEQ ID NO: 17), se podrian
utilizar para modular la sefalizacion a través de cyc.

Como se ha mencionado antes, la interaccion de NIK endégena y cyc fue demostrada en células mononucleares de
sangre periférica. Se encontr6 que en células mononucleares NIK esta asociada constitutivamente con cyc, y tras la
induccion con IL-2, los componentes del sefialosoma IKK-1, IKK-2 y IKK-3 son reclutados hacia el receptor de IL-2 a
través de cyc. Se encontrd que la cadena y comun del receptor de IL-2 se unia a NIK en una posicién diferente, distinta
de la region de unién a IKK-1. Se obtuvieron resultados similares tras la estimulacion de las células con IL-15.

Se mostré que los componentes del sefialosoma inmunoprecipitados simultaneamente con cyc tras la estimulacion
con IL-2, eran activos en un andlisis de cinasa. De este modo, estos resultados demuestran que en condiciones
fisiolégicas, se produce la unién de cyc endégena a NIK, y que esta interaccidn esta implicada en la actividad de NIK
y en la activacién de NF-kB dependiente de NIK. Por lo tanto, la inhibicién de la interaccion de cyc y NIK puede llevar
a la inhibicion de la activacion de NF-kB.

Los resultados obtenidos muestran que se requiere la interaccion de NIK y los componentes del sefialosoma con cyc
para la sefializacion de IL-2. Por lo tanto, la inhibicion de la interacciéon de cyc y NIK puede inhibir la sefal de IL-2.
Se obtuvieron resultados similares estimulando células mononucleares de sangre periférica con IL-15.

La invencion se refiere al uso de un fragmento polipeptidico de la cyc que se une a cinasa que induce NF-kB y sus
fragmentos, asi como a sus mutantes activos, es decir, otras proteinas o polipéptidos, en donde uno o varios
aminoacidos de la estructura se eliminan o sustituyen por otros aminoacidos o uno o varios aminoacidos se afiaden
a esa secuencia para obtener polipéptidos o proteinas que tienen la misma actividad tal como la modulacién de la
interaccion de cyc-NIK y/o la activacion de NF-kB y/o la sefializacién de cyc.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2415331713

Dichos polipéptidos también se pueden fusionar con otra proteina tal como, por ejemplo, una inmunoglobulina.

El término “sales” en la presente memoria hace referencia tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de adicion
de acido de grupos amino de dichos polipéptidos de la invencion o muteinas de los mismos. Las sales de un grupo
carboxilo se pueden formar mediante métodos conocidos en la técnica e incluyen sales inorganicas, por ejemplo,
sales de sodio, calcio, amonio, férricas o de cinc y similares, y sales con bases organicas como las formadas, por
ejemplo, con aminas, tales como trietanolamina, arginina o lisina, piperidina, procaina y similares. Las sales de
adicion de acido incluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o acido
sulfdrico, y sales con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético o acido oxalico. Por supuesto,
cualquiera de tales sales debe tener una actividad esencialmente similar a la de dichos polipéptidos de la invencion
0 sus muteinas, por ejemplo, permitir la modulaciéon de la interaccién cyc-NIK y/o la activacion de NF-kB y/o la
sefalizacién de cyc.

La definicion “derivados funcionales” segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a derivados que
pueden ser preparados a partir de grupos funcionales presentes en las cadenas laterales de los radicales de
aminoé&cido o en los grupos N o C terminales de acuerdo con métodos conocidos y estan comprendidos en la
invencién cuando son farmacéuticamente aceptables, esto es, cuando no destruyen la actividad de la proteina o no
confieren toxicidad a las composiciones farmacéuticas que los contienen. Tales derivados incluyen por ejemplo,
ésteres o amidas alifaticas de los grupos carboxilo y derivados N-acilados de grupos amino libres o derivados O-
acilados de los grupos hidroxilo libres y se forman con grupos acilo como, por ejemplo, grupos alcanoilo o grupos
aroilo.

“Fragmento” de la proteina de la presente invencién hace referencia a cualquier fragmento o precursor de la cadena
polipeptidica del propio compuesto, solo o combinado con moléculas relacionadas o residuos unidos a ella, por
ejemplo, residuos de azlcares o fosfatos, o productos agregados de la molécula de polipéptido cuando tales
fragmentos o precursores muestran la misma actividad de dichos polipéptidos de la invencidn, por ejemplo, permiten
la modulacioén de la interaccion cyc-NIK y/o la activacion de NF-kB y/o la sefializacion de cyc.

La expresiéon “permutado circularmente” segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una molécula
lineal en la cual los extremos se han unido entre si, ya sea directamente o por medio de un conector, para producir
una molécula circular, y después la molécula circular se abre en otra posicién para producir una nueva molécula
lineal con extremos diferentes de los extremos de la molécula original. Las permutaciones circulares incluyen
aquellas moléculas cuya estructura es equivalente a una molécula que ha sido circularizada y después abierta. De
este modo, una molécula permutada circularmente puede ser sintetizada de nuevo en forma de una molécula lineal y
nunca pasar por una etapa de circularizacion y apertura. La permutacion circular concreta de una molécula se
designa por medio de corchetes que contienen los residuos de aminoacido entre los cuales se elimina el enlace
peptidico. Las moléculas permutadas circularmente, que pueden incluir ADN, ARN y proteina, son moléculas de
cadena sencilla, que tienen sus extremos normales fusionados, a menudo con un conector, y contienen extremos
nuevos en otra posicion. Véase Goldenberg, et al. J. Mol. Biol., 165: 407-413 (1983) y Pan et al. Gene 125: 111-114
(1993), ambos incorporados como referencia en esta memoria. La permutacién circular es funcionalmente
equivalente a tomar una molécula de cadena lineal, fusionar los extremos para formar una molécula circular y
después cortar la molécula circular en una posicién diferente para formar una nueva molécula de cadena lineal con
extremos diferentes. La permutacion circular tiene de este modo el efecto de conservar esencialmente la secuencia 'y
la identidad de los aminoacidos de una proteina, mientras se generan nuevos extremos en posiciones diferentes.

Los términos denominados “polipéptido y/o proteina” de la invencidon son intercambiables y hacen referencia a
fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la union a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y
1-341.

La presente invencién también se refiere a muteinas o a mutantes de la proteina de la invencién, cuyas muteinas
conservan esencialmente la misma actividad biolégica de dicha proteina de la invencién, por ejemplo, permiten la
modulacion de la interaccion cyc-NIK y/o la activacion de NF-kB y/o la sefializacion de cyc, teniendo esencialmente
solo las secuencias de origen natural de dichas proteinas de la invencion. Tales “muteinas” pueden ser aquellas en
las que hasta aproximadamente el 25% y preferiblemente menos del 12% de los residuos de aminoacido pueden ser
delecionados, afiadidos o sustituidos por otros en el polipéptido, de manera que esas modificaciones de este tipo no
cambian esencialmente la actividad biologica de la muteina de la proteina con respecto a la propia proteina, por
ejemplo, permitir la modulacion de la interaccion cyc-NIK y/o la activacion de NF-kB y/o la sefializacién de cyc.

Estas muteinas se preparan mediante sintesis conocidas y/o por técnicas de mutagénesis dirigida al sitio, o
cualquier otra técnica conocida adecuada de las mismas.

Cualquiera de tales muteinas tiene preferiblemente una secuencia de aminoacidos suficientemente duplicada con
respecto a la de los fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la unién a NIK, tales como
ICDcyc, 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, de manera que tengan una actividad esencialmente similar a ésta. De este
modo, se puede determinar si cualquier muteina dada tiene esencialmente la misma actividad que la proteina basica
de la invencién por medio de la experimentacion rutinaria que comprende someter dicha muteina a los ensayos de
actividad bioldgica mostrados en los Ejemplos de mas abajo.
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Las muteinas de la proteina que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencion, o el acido nucleico que las
codifica, incluyen un grupo finito de fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la unién a NIK
tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341 que se corresponden a secuencias tales como péptidos o
polinucleétidos de sustitucién que pueden ser obtenidos rutinariamente por un experto normal en la técnica, sin una
experimentacion indebida, basandose en las ensefianzas y pautas presentadas en la presente memoria. Para una
descripcion detallada de la quimica y la estructura de las proteinas, véanse Schulz, G. E. et al. Principles of Protein
Structure, Springer-Verlag, Nueva York, 1978; y Creighton, T. E., Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisco, 1983. Para una presentacion de las sustituciones de la secuencia de nucleétidos,
tales como las preferencias de codones, véanse Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publications and Wiley Interscience, Nueva York, NY, 1987-1995; Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Los cambios preferidos para las muteinas de acuerdo con la presente invencién, son los que se conocen como
sustituciones “conservadoras”. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos en la proteina son aquellas que
tienen esencialmente las secuencias de dicha proteina de origen natural de la invencién, pueden incluir aminoacidos
sinénimos de un grupo, que tienen propiedades fisicoquimicas suficientemente similares que la sustitucion entre los
miembros del grupo conservaran la funcion biolégica de la molécula, véase Grantham, Science, vol. 185, pags. 862-
864 (1974). Esta claro que también se pueden realizar inserciones y deleciones de aminoacidos en la secuencia
anteriormente definida sin alterar su funcion, concretamente si las inserciones o deleciones implican solamente unos
pocos aminoacidos, p. ej., menos de 25% y preferiblemente menos de 12% y no eliminan ni desplazan aminoacidos
que son decisivos para una conformacion funcional, p. ej., residuos de cisteina, Anfinsen, “Principles That Govern
The Folding of Protein Chains”, Science, vol. 181, pags. 223-230 (1973). Las muteinas producidas mediante tales
deleciones y/o inserciones entran dentro del &mbito de la presente invencion.

Preferiblemente, los grupos de amino&cidos sindnimos son los definidos en la Tabla A. Méas preferiblemente, los
grupos de aminoéacidos sinénimos son los definidos en la Tabla B; y muy preferiblemente, los grupos de aminoéacidos
sinénimos son los definidos en la Tabla C.

TABLA A Grupos Preferidos de Aminoéacidos Sinénimos

Aminoacido  Grupo Sinénimo

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His

Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle

Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His

GIn Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn GIn, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, GIn, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, GIn, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met

Trp Trp

TABLA B Grupos Mas Preferidos de Aminoacidos Sinénimos

Aminoacido Grupo Sinénimo

Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu lle, Phe, Met, Leu

Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Met, lle, Val

Gly Gly

lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr
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Aminoacido Grupo Sinénimo

Cys Ser, Cys

His Arg, GIn, His

GIn Glu, His, GIn

Asn Asp, Asn

Lys Arg, Lys

Asp Asn, Asp

Glu GIn, Glu

Met Phe, lle, Val, Leu, Met
Trp Trp

TABLA C Grupos Muy Preferidos de Aminoéacidos Sinénimos

Aminoacido  Grupo Sinénimo

Ser Ser

Arg Arg

Leu lle, Met, Leu
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Ser, Cys
His His

GIn Gin

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met lle, Leu, Met
Trp Trp

Los ejemplos de produccion de sustituciones de aminoéacidos en las proteinas que pueden ser utilizadas para
obtener muteinas de la proteina para su uso en la presente invencion, incluyen cualquiera de las etapas de los
métodos conocidos, tales como los presentados en los documentos de patentes de los Estados Unidos RE 33.653,
4.959.314, 4.588.585 y 4.737.462, de Mark et al.; 5.116.943 de Koths et al.; 4.965.195 de Namen et al.; 4.879.111
de Chong et al.; y 5.017.691 de Lee et al.; y proteinas sustituidas con lisina presentadas en el documento de patente
de los Estados Unidos n° 4.904.584 (Straw et al).

En otra realizacion preferida de la presente invencion, cualquier muteina de dicha proteina para su uso en la
presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos esencialmente correspondiente a la de la proteina de la
invencion indicada antes, por ejemplo: cyc y fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la union
a NIK, tales como la proteina 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341 o sus fragmentos. Se pretende que la expresion
“esencialmente correspondiente a” abarque las muteinas con cambios minimos en la secuencia de la proteina
basica que no afectan a sus caracteristicas basicas, concretamente en la medida en la que resultan afectadas sus
capacidades con respecto a dicha proteina de la invencién. El tipo de cambios que se considera generalmente que
encajan en la expresion “esencialmente correspondiente a” son aquellos que resultarian de técnicas de mutagénesis
convencionales del ADN que codifica dicha proteina de la invencion, dando como resultado unas pocas
modificaciones minimas y escrutando en busca de la actividad deseada, por ejemplo, permitir la modulacion de la
interaccion de cyc-NIK y/o la activacién de NF-kB y/o la sefalizacion de cyc.

La presente invenciéon también incluye variantes de dichas proteinas de la invencion. Las variantes preferidas son
las que tienen una identidad de aminoéacidos de al menos 80%, una variante mas preferida es la que tiene al menos
90% de identidad y una variante la mas preferida es la que tiene una identidad de al menos 95% con dichas
proteinas de la invencion.

La expresion “identidad de secuencia” segun se utiliza en la presente memoria significa que las secuencias de
aminoacidos se comparan por medio de alineacion de acuerdo con Hanks y Quinn (1991) con un refinamiento de las
regiones de baja homologia utilizando el programa Clustal-X, que es la interfaz de Windows para el programa de
alineacion de multiples secuencias ClustalW (Thompson et al. 1994). El programa Clustal-X se encuentra disponible
en internet en ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/clustalx/. Por supuesto, se debe entender que si el enlace se inactiva,
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los expertos en la técnica encontrarian versiones de este programa en otros enlaces utilizando mecanismos de
busqueda en internet convencionales sin una experimentacién indebida. A menos que se especifique de otro modo,
la version mas reciente de cualquier programa referido en la presente memoria, a la fecha de presentacion efectiva
de la presente solicitud, es la que se utiliza con el fin de poner en practica la presente invencion.

Otro método para determinar la “identidad de secuencia” es el siguiente. Las secuencias se alinean utilizando la
version 9 del Genetic Computing Group's GDAP (programa de alineacion global).

En otra realizacion preferida de la presente invencion, cualquier muteina de dicha proteina para su uso en la
presente invencion, tiene una secuencia de aminoacidos esencialmente correspondiente a la de la proteina de la
invencion indicada antes, por ejemplo: fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la unién a NIK,
tales como la proteina 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341 o sus fragmentos. Se pretende que la expresién
“esencialmente correspondiente a” abarque las muteinas con cambios minimos en la secuencia de la proteina
basica que no afectan a sus caracteristicas basicas, concretamente en la medida en la que resultan afectadas sus
capacidades con respecto a dicha proteina de la invencién. El tipo de cambios que se considera generalmente que
encajan en la expresion “esencialmente correspondiente a” son aquellos que resultarian de técnicas de mutagénesis
convencionales del ADN que codifica dicha proteina de la invencion, dando como resultado unas pocas
modificaciones minimas y escrutando en busca de la actividad deseada, por ejemplo, permitir la modulacion de la
interaccion de cyc-NIK y/o la activacién de NF-kB y/o la sefalizacion de cyc.

La presente invencion también incluye variantes de dichas proteinas de la invencién. Las variantes tienen una
identidad de aminoacidos de al menos 80%, o al menos 90% de identidad o al menos 95% con dichas proteinas de
la invencion.

La expresién “identidad de secuencia” segun se utiliza en la presente memoria, significa que las secuencias de
aminoacidos se comparan por medio de alineacion de acuerdo con Hanks y Quinn (1991) con un refinamiento de
las regiones de baja homologia utilizando el programa Clustal-X, que es la interfaz de Windows para el programa
de alineacién de muiltiples secuencias ClustalW (Thompson et al. 1994). El programa Clustal-X se encuentra
disponible en internet en ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/clustalx/. Por supuesto, se debe entender que si el enlace
se inactiva, los expertos en la técnica encontrarian versiones de este programa en otros enlaces utilizando
mecanismos de blsqueda en internet convencionales sin una experimentacién indebida. A menos que se
especifique de otro modo, la version mas reciente de cualquier programa referido en la presente memoria, a la
fecha de presentacion efectiva de la presente solicitud, es la que se utiliza con el fin de poner en practica la
presente invencion.

Otro método para determinar la “identidad de secuencia” es el siguiente. Las secuencias se alinean utilizando la
version 9 del Genetic Computing Group's GDAP (programa de alineacion global), utilizando la matriz por defecto
(BLOSUMG62) (valores -4 a +11) con una penalizacion por apertura de hueco de -12 (para el primer nulo de un
hueco) y una penalizacion por extension del hueco de -4 (por cada nulo consecutivo adicional en el hueco). Después
de la alineacion, se calcula el porcentaje de identidad expresando el nimero de emparejamientos como el
porcentaje del nimero de aminoacidos en la secuencia reivindicada.

Las muteinas de acuerdo con la presente invencion incluyen aquellas codificadas por un acido nucleico, tal como
ADN o ARN, que se hibridan con ADN o ARN en condiciones restrictivas y que codifican dicha proteina de acuerdo
con la presente invencién, que comprenden esencialmente todas las secuencias de origen natural que codifican, por
ejemplo, fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la unién a NIK tales como 41MDD y
44MPD, 1-357 y 1-341. Por ejemplo, tales como un ADN o un ARN que se hibrida pueden ser una que codifica la
misma proteina de la invencién que tiene, por ejemplo, las secuencias descritas en las Figs. 13 y 14 (SEQ ID NO: 5
y 6 que codifican ICDc-cyc y 41MDD, respectivamente) y secuencias que pueden diferir en su secuencia de
nucleétidos de la secuencia de nucleétidos obtenida de forma natural, en virtud de la degeneracion del cédigo
genético, es decir, una secuencia de acido nucleico algo diferente puede codificar todavia la misma secuencia de
aminoécidos, debido a esta degeneracion.

El término “hibridacion” segun se utiliza en la presente memoria, incluira cualquier procedimiento por medio del cual
una hebra de éacido nucleico se une con una hebra complementaria a través de un emparejamiento de bases
(Coombs J, 1994, Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, Nueva York NY). “Amplificacién” se define como la
produccion de copias adicionales de una secuencia de acido nucleico y se lleva a cabo generalmente utilizando la
tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa, bien conocida en la técnica (Dieffenbach y Dveksler, 1995,
PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview NY).

La “restriccion” se produce tipicamente en un intervalo de Tm de aproximadamente 5°C (5°C por debajo de la
temperatura de fusion de la sonda) a aproximadamente 20°C a 25°C por debajo de la Tm.

La expresion “condiciones restrictivas” hace referencia a las condiciones de hibridacion y posterior lavado, a las que
los expertos en la técnica hacen referencia convencionalmente como “restrictivas”. Véase Ausubel et al. Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and Wiley Interscience, Nueva York, NY, 1987-1995; Sambrook
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2415331713

Segun se utiliza en la presente memoria, las condiciones restrictivas son una funcién de la temperatura utilizada en
el experimento de hibridacion, la molaridad de los cationes monovalentes y el porcentaje de formamida en la
solucién de hibridacion. Para determinar el grado de restriccion implicado en cualquier conjunto dado de
condiciones, primero se utiliza la ecuacion de Meinkoth et al. (1984) para determinar la estabilidad de los hibridos de
una identidad de 100% expresada como la temperatura de fusién Tm del hibrido de ADN-ADN:

Tm = 81,5 C + 16,6 (LogM) + 0,41 (% de GC) - 0,61 (% de form) - 500/L

en donde M es la molaridad de los cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de los nucleétidos Gy C
en el ADN, % de form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacién y L es la longitud del hibrido
en pares de bases. Por cada 1°C que se reduce la Tm desde la calculada para un hibrido con una identidad de
100%, la cantidad de emparejamientos err6neos permitida se incrementa aproximadamente un 1%. De este
modo, si la Tm utilizada para cualquier experimento de hibridacion dado a las concentraciones de sal y
formamida especificadas, es 10°C inferior a la Tm calculada para un hibrido al 100% de acuerdo con la ecuacion
de Meinkoth, se producira hibridacién incluso si hay hasta aproximadamente un 10% de emparejamientos
erroneos.

Segun se utiliza en la presente memoria, “condiciones altamente restrictivas” son aquellas que proporcionan una Tm
gue no es mas de 10°C menor que la Tm que existiria para un duplex perfecto con la secuencia diana, ya sea
calculada mediante la férmula anterior o medida realmente. Las “condiciones moderadamente restrictivas” son
aquellas que proporcionan una Tm, que no es mas de 20°C menor que la Tm que existiria para un duplex perfecto
con la secuencia diana, ya sea calculada mediante la férmula anterior o medida realmente. Sin limitacién, los
ejemplos de condiciones altamente restrictivas (5-10°C por debajo de la Tm calculada o medida del hibrido) y
moderadamente restrictivas (15-20°C por debajo de la Tm calculada o medida del hibrido) utilizan una solucién de
lavado de 2 X SSC (citrato salino convencional) y SDS al 0,5% (dodecilsulfato de sodio) a la temperatura apropiada
por debajo de la Tm calculada del hibrido. La restriccion final de las condiciones se debe principalmente a las
condiciones de lavado, concretamente si las condiciones de hibridacion utilizadas son aquellas que permiten que se
formen hibridos menos estables junto con hibridos estables. Las condiciones de lavado a mayor restriccion separan
después los hibridos menos estables. Una condicion de hibridacion comudn que se puede utilizar con las condiciones
de lavado altamente restrictivas a moderadamente restrictivas descritas anteriormente, es la hibridacién en una
solucion de 6 X SSC (0 6 X SSPE (solucién salina convencional-fosfato-EDTA), 5 X reactivo de Denhardt, SDS al
0,5%, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado, desnaturalizado, a una temperatura
aproximadamente 20 a 25°C por debajo de la Tm. Si se utilizan sondas mezcladas, es preferible utilizar cloruro de
tetrametilamonio (TMAC) en lugar de SSC (Ausubel, 1987, 1999).

Un fragmento de cyc, 41MDD y/o 44MPD, puede servir como candidato para el disefio de farmacos basado en
péptidos. Se pueden disefiar moléculas organicas, basadas en la estructura de estos fragmentos de union, que
pueden interferir en la unién de cyc a NIK. Tales moléculas organicas pueden ser utilizadas como farmacos que
pueden modular la accion de NIK y seran valiosas en la prevencion de respuestas inflamatorias y otros trastornos en
cuya patogénesis esta implicada la interacciéon de NIK y cyc.

Los “anticuerpos intracelulares” son anticuerpos especificos que son transducidos en una célula y son capaces de
inhibir una reaccién asociada no deseada, tal como la interacciéon entre NIK y cyc, donde dicho anticuerpo, cuando
se expresa, se unira en la célula a una molécula diana y/o ligando implicado en la reaccion asociada no deseada,
expresando el anticuerpo y dejando que dicho anticuerpo se una a dicho receptor diana y/o ligando. El uso de
anticuerpos intracelulares se describe en el documento W09914353.

Se pueden preparar anticuerpos contra 41MDD y 44MPD vy transducirlos en células para inhibir las interacciones de
NIK y cyc en una enfermedad en cuya patogénesis esta implicada la actividad de NIK.

La activacion de NF-kB implica la migracion al nucleo de la célula y la activacion de un gran nimero de genes pro-
inflamatorios.

En trastornos tales como la artritis reumatoide (en caso de inflamacion), la osteoartritis, el asma, el infarto cardiaco,
la enfermedad de Alzheimer o la aterosclerosis, NF-kB es activado por encima del nivel normal. La inhibicién de NF-
kKB también es también beneficiosa en la terapia contra el cancer, puesto que es empleada en ella para el refuerzo
de la terapia citostatica.

Los polipéptidos de la invencion pueden ser producidos en sistemas de expresion eucarioticos, intracelularmente,
periplasmicamente o pueden ser secretados al medio. Los fragmentos de cyc producidos que comprenden regiones
responsables de la unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341 pueden ser recuperados en forma
soluble o insoluble (cuerpos de inclusion).

Se podria utilizar un vector que comprenda ADN que codifique dichos polipéptidos de la invencién para la expresion
de dichos polipéptidos en sistemas procariéticos o eucariéticos.

Un vector de expresién que codifica un péptido sefial eficaz, tal como el péptido sefial de la hormona de crecimiento
humana, fusionado al ADN que codifica p. €j., cyc y fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la
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unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, se puede utilizar para la expresion y la secrecién
eucaridticas.

La presente invencién proporciona fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la unién a NIK
tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, péptidos derivados de los mismos, o una muteina, un derivado
permutado circularmente o un fragmento del mismo, o una de sus sales, para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias tal y como se reivindica en esta memoria.

Un uso terapéutico o asociado a la investigacion de estas herramientas requiere su introduccion en las células de un
organismo vivo. Para este fin, se desea mejorar la permeabilidad de membrana de péptidos, proteinas y
oligonucleétidos. Se puede utilizar la derivatizacién con estructuras lipofilicas en la creacién de péptidos y proteinas
con una mayor permeabilidad de membrana. Por ejemplo, la secuencia de un péptido membranotrépico conocido, tal
y como se ha indicado mas arriba, puede ser afiadida a la secuencia del péptido o de la proteina. Adicionalmente, el
péptido o la proteina puede ser derivatizado por medio de estructuras parcialmente lipofilicas, tales como las
cadenas hidrocarbonadas indicadas més arriba, que estan sustituidas al menos con un grupo polar o cargado. Por
ejemplo, Muranishi et al. 1991, han descrito derivados lauroilicos de péptidos. Otras modificaciones de péptidos y
proteinas comprenden la oxidacién de residuos de metionina para crear de ese modo grupos sulféxido, como
describen Zacharia et al. 1991. Zacharia y colaboradores también describen péptidos o derivados en los que el
enlace peptidico relativamente hidrofobo es sustituido por su isoéster cetometilénico (COCH2). Estas y otras
modificaciones conocidas por los expertos en la técnica de la quimica de las proteinas y los péptidos, aumentan la
permeabilidad de la membrana.

Otro modo de aumentar la permeabilidad de membrana es la utilizacién de receptores, tales como receptores de
virus, sobre superficies celulares con el fin de inducir la absorcién celular del péptido o la proteina. Este
mecanismo es utilizado frecuentemente por los virus, que se unen especificamente a ciertas moléculas de la
superficie celular. Tras la unién, la célula absorbe el virus hacia su interior. La molécula de la superficie celular es
denominada receptor de virus. Por ejemplo, las moléculas de integrina CAR y AdV han sido descritas como
receptores de virus para Adenovirus, véase Hemmi et al. 1998, y sus referencias. Las moléculas CD4, GPR1,
GPR15 y STRL33 han sido identificadas como receptores/correceptores para HIV, véase Edinger et al. 1998 y sus
referencias.

De este modo, la conjugacion de péptidos, proteinas u oligonucle6tidos con moléculas que son conocidas por unirse
a receptores de la superficie celular, aumentara la permeabilidad de membrana de dicho péptidos, proteinas u
oligonucledtidos. Ejemplos de los grupos adecuados para formar productos conjugados son los azlcares, las
vitaminas, las hormonas, las citocinas, la transferrina, la asialoglicoproteina y moléculas similares. Low et al.
documento USP 5.108.921, describe el uso de estas moléculas con el fin de aumentar la permeabilidad de
membrana de péptidos, proteinas y oligonucledtidos, y la preparacion de dichos productos conjugados.

Low y colaboradores ilustran adicionalmente que moléculas tales como folato o biotina pueden ser utilizadas para
dirigir el producto conjugado a una multitud de células en un organismo, debido a la expresién abundante e
inespecifica de los receptores para estas moléculas.

El uso anterior de proteinas de la superficie celular para aumentar la permeabilidad de membrana de un péptido,
proteina u oligonucledtido de la invencion, se puede emplear también en el direccionamiento de dicho péptido,
proteina u oligonucleétido de la invencién a ciertos tipos celulares o tejidos. Por ejemplo, si se desea elegir como
diana células cancerosas, es preferible utilizar una proteina de la superficie celular que sea expresada mas
abundantemente sobre la superficie de esas células. Ejemplos son el receptor de folato, los antigenos de mucina
MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B y MUC7, los antigenos glicoproteicos KSA, el antigeno
carcinoembrionario, el antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), HER-2/neu y la gonadotropina-beta
coriénica humana. La publicacion de Wang et al. 1998, indicada anteriormente, ilustra el uso de folato para elegir
como diana células cancerosas, y Zhang et al. 1998, ilustra la relativa abundancia de cada uno de los otros
antigenos indicados mas arriba, en diferentes tipos de cancer y en células normales.

La proteina, péptido u oligonucleétido de la invencién pueden por lo tanto, utilizando las técnicas de conjugacion
descritas mas arriba, ser dirigidos a cierto tipo celular segun se desee. Por ejemplo, si se desea inhibir la activacion
de NIK en células del linaje linfocitico, se pueden dirigir fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables
de la union a NIK tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, sus fragmentos, mutantes y derivados de la invencién
a tales células, por ejemplo, utilizando las moléculas de clase Il del CMH que son expresadas en estas células. Esto
se puede lograr acoplando un anticuerpo, o el sitio de unién al antigeno del mismo, dirigido contra la region
constante de dicha molécula de clase Il del CMH, a la proteina o el péptido de la invencion. Adicionalmente, se han
descrito numerosos receptores de la superficie celular para diferentes citocinas y otras moléculas de comunicacion
celular, y muchas de estas moléculas son expresadas de una manera mas o menos restringida al tipo de tejido o
célula. De este modo, cuando se desea dirigir a una diana un subgrupo de linfocitos T, se puede utilizar la molécula
de la superficie de los linfocitos T CD4 para producir el producto conjugado de la invencién. Las moléculas que se
unen a CD4 son proporcionadas por el virus VIH, cuyo antigeno de superficie gp42 es capaz de unirse
especificamente a la molécula de CDA4.
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Las proteinas, péptidos y secuencias no codificantes de la invencién pueden ser introducidos en las células
mediante el uso de un vector virico. El uso del vector vaccinia para este fin se detalla en el capitulo 16 de Current
Protocols in Molecular Biology. El uso de vectores de adenovirus ha sido descrito, p. €j., por Teoh et al. 1998,
Narumi et al. 1998, Pederson et al. 1998, Guang-Lin et al. 1998, y sus referencias, Nishida et al. 1998,
Schwarzenberger et al. 1998, y Cao et al. 1998. La transferencia retrovirica de secuencias no codificantes ha sido
descrita por Daniel et al. 1998.

Cuando se utilizan virus como vectores, se utilizan generalmente las proteinas de la superficie virica para dirigir el
virus. Como muchos virus, tales como el adenovirus anterior, son bastante inespecificos en su tropismo celular,
puede ser deseable conferir una especificidad adicional utilizando un promotor especifico del tipo de célula o tejido.
Griscelli et al. 1998 ilustran el uso del promotor de la cadena ligera 2 de miosina cardiaca especifica del ventriculo
para el direccionamiento especifico al corazon de un gen cuya transferencia estd mediada por adenovirus.

Alternativamente, el vector virico puede ser disefiado para expresar una proteina adicional sobre su superficie, 0 se
puede cambiar la proteina de superficie del vector virico para incorporar una secuencia peptidica deseada. De este
modo se puede disefiar el vector virico para expresar uno o mas epitopos adicionales, que se pueden utilizar para
dirigir dicho vector virico. Por ejemplo, se pueden utilizar epitopos de citocinas, péptidos que se unen a la clase Il del
CMH o epitopos obtenidos a partir de moléculas de alojamiento para dirigir el vector virico de acuerdo con la
ensefianza de la invencion.

La presente invencion abarca composiciones farmacéuticas que comprenden una 0 mAas sustancias activas
seleccionadas entre uno o mas fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la unién a NIK
tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341y/o ADN o vectores que albergan sus secuencias o secuencias no
codificantes.

La presente invencidon abarca composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos especificos capaces de
reconocer y unirse a la proteina cyc y a fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la union a
NIK tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341.

Se pretende que el término ,anticuerpo® incluya anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (AcMos),
anticuerpos quiméricos, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-ld) para anticuerpos que pueden estar marcados en forma
soluble o unida y anticuerpos humanizados asi como sus fragmentos proporcionados mediante cualquier mecanismo
conocido, tal como, pero no limitado a, escisién enziméatica, sintesis peptidica 0 mecanismos recombinantes.

Un anticuerpo monoclonal contiene una poblacion esencialmente homogénea de anticuerpos especificos para
antigenos, cuyas poblaciones contienen sitios de union a epitopos esencialmente similares. Los AcMos se pueden
obtener mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature,
256: 495-497 (1975); el documento de Patente de los Estados Unidos n°® 4.376.110; Ausubel et al., compiladores,
Harlow y Lane ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); y Colligan et al.,
compiladores, Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience N.Y., (1992-1996).

Tales anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina incluyendo 1gG, IgM, IgE, IgA, GILD y
cualquiera de sus subclases. Un hibridoma que produce un AcMo de la presente invencion se puede cultivar in vitro,
in situ o in vivo. La produccion de elevados titulos de AcMos in vivo o in situ hacen de este el método de produccion
preferido en la actualidad.

Los anticuerpos quiméricos son moléculas cuyas diferentes porciones se obtienen a partir de diferentes especies
animales, tales como aquellas que tienen la region variable obtenida de un AcMo murino y una regién constante de
inmunoglobulina humana. Los anticuerpos quiméricos se utilizan principalmente para reducir la inmunogenicidad en
su aplicacion y para aumentar los rendimientos de produccion, por ejemplo, cuando los AcMos murinos tienen
rendimientos superiores a partir de hibridomas, pero una inmunogenicidad mayor en seres humanos, de manera que
se utilizan AcMos quiméricos humano/murino. Los anticuerpos quiméricos y los métodos para su produccién son
conocidos en la técnica (Cabilly et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3273- 3277 (1984); Morrison et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81: 6851-6855 (1984); Boulianne et al. Nature 312: 643-646 (1984); Cabilly et al. documento de
Solicitud de Patente Europea 125023 (publicada el 14 de Noviembre de 1984); Neuberger et al. Nature 314: 268-270
(1985); Taniguchi et al. documento de Solicitud de Patente Europea 171496 (publicada el 19 de Febrero de 1985);
Morrison et al. documento de Solicitud de Patente Europea 173494 (publicada el 5 de Marzo de 1986); Neuberger et
al. documento de Solicitud PCT WO 8601533, (publicada el 13 de Marzo de 1986); Kudo et al. documento de
Solicitud de Patente Europea 184187 (publicada el 11 de Junio de 1986); Sahagan et al. J. Immunol. 137: 1066-1074
(1986); Robinson et al. documento de Solicitud de Patente Internacional n°® WO 8702671 (publicada el 7 de Mayo de
1987); Liu et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 84: 3439-3443 (1987); Sun et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 84: 214-218
(1987); Better et al. Science 240: 1041-1043 (1988); Riechmann et al. Nature 332: 323-327 y Harlow y Lane,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, supra.

Los “anticuerpos totalmente humanizados” son moléculas que contienen tanto la regién variable como la constante

de la inmunoglobulina humana. Los anticuerpos totalmente humanizados pueden ser utilizados potencialmente para
uso terapéutico, en donde se requieren tratamientos repetidos para enfermedades cronicas y con recaida tales como
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las enfermedades autoinmunes. Un método para la preparacion de anticuerpos totalmente humanos consiste en la
“humanizaciéon” del sistema inmune humoral de ratén, esto es, la produccién de cepas de ratén capaces de producir
Ig humana (Xenomice), por medio de la introducciéon de loci de inmunoglobulina humana (Ig) en ratones en los
cuales se han inactivado los genes de la Ig endégena. Los loci de Ig son sumamente complejos en términos tanto de
su estructura fisica como de la reordenacién génica y los procedimientos de expresion de los genes requeridos para
producir finalmente una amplia respuesta inmune. La diversidad de anticuerpos se genera principalmente mediante
reordenacién combinatoria entre diferentes genes V, D y J presentes en los loci de Ig. Estos loci también contienen
los elementos reguladores intercalados, que controlan la expresién de los anticuerpos, la exclusion alélica, el cambio
de clase y la maduracion de la afinidad. La introduccién de transgenes de Ig humana no reordenados en ratones ha
mostrado que la maquinaria de recombinaciéon de ratdon es compatible con los genes humanos. Ademas, los
hibridomas que secretan hu-AcMos especificos de antigenos de diferentes isotipos pueden ser obtenidos mediante
inmunizacion de Xenomice con antigeno.

Los anticuerpos totalmente humanizados y los métodos para su produccion son conocidos en la técnica (Méndez et
al. Nature Genetics 15:146-156 (1997); Buggemann et al. Eur. J. Immunol. 21:1323-1326 (1991); Tomizuka et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727 (2000) documento de Patente WO 98/24893.

Un anticuerpo anti-idiotipico (anti-Id) es un anticuerpo, que reconoce determinantes Unicos asociados generalmente
con el sitio de union al antigeno de un anticuerpo. Se puede preparar un anticuerpo Id inmunizando un animal de la
misma especie y tipo genético (p. ej., cepa de ratén) que la fuente del AcMo para el cual se esté preparando un anti-
Id. El animal inmunizado reconocera y respondera a los determinantes idiotipicos del anticuerpo inmunizante
produciendo un anticuerpo para estos determinantes idiotipicos (el anticuerpo anti-Id). Véase, por ejemplo,
documento de Patente de los Estados Unidos n° 4.699.880.

El anticuerpo anti-ld también se puede utilizar como “inmundgeno” para inducir una respuesta inmune en otro animal
mas, produciendo lo que se denomina un anticuerpo anti-anti-ld. El anti-anti-ld puede ser epitopicamente idéntico al
AcMo original, que indujo el anti-ld. De este modo, utilizando

Se pretende que la definicion “farmacéuticamente aceptable” incluya cualquier portador, que no interfiera en la
eficacia de la actividad bioldgica del ingrediente activo y que no sea toxico para el anfitrion al cual se administre. Por
ejemplo, para la administracion parenteral, la(s) proteina(s) activa(s) se puede(n) formular en una forma de
dosificacién unitaria para la inyeccion en vehiculos tales como solucién salina, solucién de dextrosa, albumina de
suero y solucion de Ringer.

Los ingredientes activos de la composiciéon farmacéutica de acuerdo con la invencion se pueden administrar a un
individuo en una variedad de formas. Las rutas de administracion incluyen las rutas intradérmica, transdérmica (p.
ej., en formulaciones de liberacion lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral,
intracraneal, epidural, topica e intranasal. Se puede utilizar cualquier otra ruta de administracion terapéuticamente
eficaz, por ejemplo, la absorcién a través de tejidos epiteliales o endoteliales o por medio de terapia génica, en
donde una molécula de ADN que codifica el agente activo es administrada al paciente (p. €j., a través de un
vector), lo que hace que el agente activo sea expresado y secretado in vivo. Ademas, la(s) proteina(s) de acuerdo
con la invencién puede(n) ser administrada(s) junto con otros componentes de agentes biolégicamente activos,
tales como tensioactivos, excipientes, portadores, diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La invencién se refiere al uso de anticuerpos especificos capaces de reconocer y unirse a la proteina cycy a
fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD,
1-357 y 1-341, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad, en donde una
citocina estimuladora de la sefializacién a través de cyc de IL-2 esta implicada en la patogénesis de la
enfermedad.

La invencién se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad que implica la sefializacion de una
citocina a través de cyc de IL-2 en la patogénesis de dicha enfermedad, que comprende la administracion de una
cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpos especificos, capaces de reconocer y unirse a la proteina cyc y/o
fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-
357 y 1-341, a un sujeto que lo necesite.

Para la administracion parenteral (p. €j., intravenosa, subcutanea, intramuscular), la(s) proteina(s) activa(s) se
puede(n) formular en forma de una solucién, suspension, emulsiéon o polvo liofilizado asociados con un vehiculo
parenteral farmacéuticamente aceptable (p. €j., agua, solucién salina, solucién de dextrosa) y aditivos que
mantienen la isotonicidad (p. €j., manitol) o la estabilidad quimica (p. €j., conservantes y tampones). La formulacion
se esteriliza por medio de técnicas utilizadas comunmente.

Se pretende que la definicion “farmacéuticamente aceptable” incluya cualquier portador, que no interfiera en la
eficacia de la actividad biolégica del ingrediente activo y que no sea tdxico para el anfitrién al cual se administre. Por
ejemplo, para la administracién parenteral, la(s) proteina(s) activa(s) se puede(n) formular en una forma de
dosificacion unitaria para la inyeccion en vehiculos tales como solucion salina, soluciéon de dextrosa, albumina de
suero y solucion de Ringer.
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Los ingredientes activos de la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se pueden administrar a un
individuo en una variedad de formas. Las rutas de administracion incluyen las rutas intradérmica, transdérmica (p.
ej., en formulaciones de liberacién lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral, intracraneal,
epidural, topica e intranasal. Se puede utilizar cualquier otra ruta de administracion terapéuticamente eficaz, por
ejemplo, la absorcién a través de tejidos epiteliales o endoteliales o por medio de terapia génica, en donde una
molécula de ADN que codifica el agente activo es administrada al paciente (p. €j., a través de un vector), lo que hace
gue el agente activo sea expresado y secretado in vivo. Ademas, la(s) proteina(s) de acuerdo con la invencion
puede(n) ser administrada(s) junto con otros componentes de agentes biolégicamente activos, tales como
tensioactivos, excipientes, portadores, diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La invencion se refiere al uso de anticuerpos especificos capaces de reconocer y unirse a fragmentos de cyc que
comprenden las regiones responsables de la unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad segin se reivindica, en donde una citocina
estimuladora de la sefalizacion a través de cyc de IL-2 esta implicada en la patogénesis de la enfermedad.

La invencién se refiere al uso de los compuestos reivindicados en esta memoria, para el tratamiento de las
enfermedades reivindicadas que implica la sefalizacion de una citocina a través de cyc de IL-2 en la patogénesis de
dicha enfermedad, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpos
especificos capaces de reconocer y unirse a fragmentos de cyc que comprenden las regiones responsables de la
union a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, a un sujeto que lo necesite.

Para la administracion parenteral (p. €j., intravenosa, subcutanea, intramuscular), la(s) proteina(s) activa(s) se
puede(n) formular en forma de una solucién, suspension, emulsion o polvo liofilizado asociados con un vehiculo
parenteral farmacéuticamente aceptable (p. ej., agua, solucién salina, solucion de dextrosa) y aditivos que
mantienen la isotonicidad (p. ej., manitol) o la estabilidad quimica (p. ej., conservantes y tampones). La formulacion
se esteriliza por medio de técnicas utilizadas comunmente.

La biodisponibilidad de la(s) proteina(s) activa(s) de acuerdo con la invencién también puede ser mejorada utilizando
procedimientos de conjugacion que incrementen la semivida de la molécula en el organismo humano, por ejemplo,
uniendo la molécula a polietilenglicol, como se describe en el documento de Solicitud de Patente PCT WO 92/13095.

La presente invencion hace referencia a un método de intensificacion o inhibicion de la respuesta de NIK para uso
en un paciente que lo necesite, p. €j., un paciente que padece una enfermedad inflamatoria y/o cancer tal y como se
reivindica, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de cyc y fragmentos de cyc
que comprenden las regiones responsables de la unién a NIK, tales como 41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, una
muteina, un derivado permutado circularmente o un fragmento del mismo.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” es aquella que cuando es administrada, los polipéptidos mencionados de la
invencion producen la modulacion de la actividad biolégica de NIK, NF-kB y/o la sefializacion de cyc. La dosificacion
administrada, en forma de una sola o de mdltiples dosis, a un individuo puede variar dependiendo de una variedad
de factores, incluyendo la ruta de administracion, el estado y las caracteristicas del paciente (sexo, edad, peso
corporal, salud, tamafio), el grado de los sintomas, los tratamientos concurrentes, la frecuencia del tratamiento y el
efecto deseado. El ajuste y la manipulacidon de los intervalos de dosificacion establecidos se encuentran en el
conocimiento practico de los expertos en la técnica, asi como los métodos in vitro e in vivo de determinacion de la
actividad de NIK, la sefializacion de cyc y sus fragmentos.

Se puede utilizar cyc y fragmentos de cyc que comprenden regiones responsables de la union a NIK, tales como
41MDD y 44MPD, 1-357 y 1-341, en un analisis para escrutar las moléculas terapéuticamente valiosas potenciales
que modulan la interaccidon cyc-NIK. Las células transfectadas que expresan NIK, cyc y el gen informador de
luciferasa bajo un promotor inducible por NF-kB, se pueden tratar con una variedad de compuestos organicos
sintéticos individuales creados, p. ej., mediante quimica combinatoria. La expresién de luciferasa (o la activacion de
NF-kB) se puede comparar en las células tratadas con respecto a células testigo. Se pueden seleccionar
compuestos organicos candidatos capaces de modular la actividad de NF-kB. Los compuestos sometidos a ensayo
pueden ser obtenidos no solamente a través de la quimica combinatoria, sino también por medio de otros métodos
de sintesis de alto rendimiento. Las técnicas automatizadas permiten la sintesis rapida de bancos de moléculas,
grandes colecciones de compuestos discretos, que pueden ser escrutados. La produccion de bancos de compuestos
mas grandes y mas diversos incrementa la probabilidad de descubrir un farmaco util dentro del banco. Para un
escrutinio de alto rendimiento, se pueden utilizar robots para someter a ensayo la inhibicion del reclutamiento o la
desorganizacion de la formacion del sefialosoma por miles de compuestos.

Ademas se describe un escrutinio de moléculas generadas por medio de quimica combinatoria, que inhiben la
interaccion de NIK y el receptor de la cadena de IL-2Ry, que comprende un polipéptido que comprende el dominio
intracelular de la cyc o una muteina, proteina de fusioén, derivado funcional, fraccion activa, derivado permutado
circularmente o fragmento del mismo que comprende: recubrir o capturar (por medio de un anticuerpo especifico
unido a la placa) una de las proteinas (p. €j., NIK o NIK640-720) en una placa y detectar la unién de la otra proteina
(p- €j., cyc, ICDcyc o sus fragmentos) unida a la placa con un anticuerpo especifico en presencia o ausencia de
compuestos organicos.
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La invencion se ilustrara ahora por medio de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1

Deteccion de proteinas que interaccionan con NIK mediante el método del sistema de doble hibrido:

Se ha utilizado el método del sistema de doble hibrido en levaduras, ampliamente empleado para detectar la
interaccion proteina-proteina in vivo, para escrutar una genoteca de expresion de ADN para encontrar e identificar
las proteinas que interaccionan con NIK (véanse los detalles en el Ejemplo 8). Se ha seleccionado una genoteca de
médula 6sea humana

Ejemplo 2
Evaluacion de las interacciones de la cadena gamma de IL-2R - NIK en un entorno de mamifero:

La deteccién de una interaccién especifica entre dos proteinas de mamifero diferentes en un sistema de doble
hibrido en levadura no implica necesariamente que exista una interaccion correspondiente entre las proteinas en un
entorno de mamifero natural. Por lo tanto, con el fin de verificar la interaccion entre NIK y cyc en un entorno de
mamifero, se llevaron a cabo estudios de inmunoprecipitacion simultanea de NIK y cyc en productos lisados de
células 293-T que expresaban en exceso estas proteinas (para mas detalles, véase el Ejemplo 9).

Para expresar en exceso NIK y cyc, se cotransfectaron células 293-T con cantidades iguales de plasmidos de
expresion de NIK y cyc (pcS3MTNIK, etiqueta myc en su extremo N terminal y pcDNA3 cyc respectivamente,
teniendo ambos plasmidos un peso molecular similar). Las proteinas expresadas en exceso fueron
inmunoprecipitadas con anticuerpos especificos para una de las proteinas (p. €j., NIK) y se detect6 la presencia de
una proteina precipitada simultaneamente (p. ej., cyc) mediante analisis de transferencia Western.

La Figura 2 resume los resultados del andlisis de transferencia Western de los productos inmunoprecipitados
detectados con los anticuerpos anti-cyc. Las muestras analizadas fueron las siguientes: 1- un producto lisado de
células que expresan en exceso cyc e inmunoprecipitadas con anti-cyc. Esta muestra es el testigo positivo para el
método de inmunoprecipitacion. Se observé una fuerte sefial correspondiente al peso molecular de cyc. 2- un
producto lisado de células que expresan en exceso cyc solo e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-NIK. Esta
muestra del experimento se llevé a cabo para verificar la inmunoprecipitacién simultanea de cyc con proteina NIK
enddgena, que estd presente a concentraciones minimas y probablemente en forma inactiva, y también para
verificar la especificidad de los anticuerpos anti-NIK. No se detect6 en la transferencia una proteina con un peso
molecular correspondiente a cyc. 6- un producto lisado de células que expresan en exceso tanto NIK etiquetada
con myc como cyc e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-myc. También se inmunoprecipita cyc junto con NIK,
demostrando que la interaccidén cyc-NIK se produce también en el entorno natural. 3- lo mismo que 6 con la
diferencia de que se cambia NIK por el mutante aly de NIK (la mutacion en seres humanos es G860R
correspondiente a la mutacién aly en raton G855R). cyc es inmunoprocipitada simultaneamente con el mutante
aly de NIK, indicando que el mutante es capaz de una unién a cyc tan eficaz como NIK de tipo silvestre. 4- un
producto lisado de células que expresan en exceso el extremo C terminal de NIK (aminoacidos 624-947), el
mismo fragmento de NIK empleado como cebo en el sistema de doble hibrido. No se detectd una banda
correspondiente a cyc en la transferencia. 5- un producto lisado de células que expresan en exceso tanto el
extremo C terminal de NIK como cyc e inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-NIK. cyc precipitaba
simultdneamente con el extremo C terminal de NIK.

Estos resultados muestran que cyc es precipitada simultdneamente de manera eficaz con el extremo C terminal de
NIK (utilizado como cebo en el sistema de doble hibrido en el cual se habia identificado cyc) o con NIK de longitud
completa.

La Figura 3 resume los resultados del andlisis de transferencia Western de productos inmunoprecipitados y
productos lisados celulares totales detectados con anticuerpo anti-NIK. Las muestras analizadas fueron las
siguientes: 3- un producto lisado de células que expresan en exceso NIK sola, inmunoprecipitada con anti-NIK. Esta
muestra es el testigo positivo para el método de inmunoprecipitacion. Se observd una fuerte sefial del peso
molecular correspondiente a NIK. 2- un producto lisado de células que expresan en exceso NIK sola e
inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-cyc. No se pudo detectar una proteina con un peso molecular
correspondiente a NIK. Este resultado muestra también la especificidad de los anticuerpos de cyc.

1. productos lisados de células que expresan en exceso tanto NIK como cyc inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-
cyc. Los resultados muestran que NIK es inmunoprecipitada simultdneamente de manera eficaz con cyc. 5- es un
producto lisado de células no transfectadas, 4 y 6 son productos lisados de células que expresan en exceso tanto
NIK como cyc o células que expresan en exceso NIK sola, respectivamente, antes de la inmunoprecipitacion. Se
observé una fuerte banda correspondiente al peso molecular de NIK en la transferencia, demostrando que estaba
expresada en exceso.
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Los resultados obtenidos por medio de los analisis de transferencia Western de los productos inmunoprecipitados
mostraban una precipitacion bidireccional de NIK y cyc, demostrando que su interaccion también se produce en
células de mamifero. El dominio C-terminal de NIK, NIK de longitud completa y el mutante NIKaly (NIK- G860R) son
todos inmunoprecipitables simultdneamente con cyc.

Ejemplo 3
Cartografiado de la region de cyc responsable de la union a NIK:

Para definir el dominio de cyc responsable de la unién a NIK, se han creado mutantes por delecion de cyc y se ha
analizado su union a NIK (Figura 1).

Los mutantes por delecién fueron creados mediante la introduccién sucesiva de codones de terminacion en el
dominio citoplasmico de cyc, en huecos de 10-20 aminoacidos. Se introdujeron el ADN que codifica cyc de longitud
completa o sus mutantes por delecion en el vector presa pGADT7 (Clontech) para someter a ensayo su unién a NIK
en la cepa de levadura heterdloga SFY526, por medio del andlisis de doble hibrido. La cepa de levadura SFY526 es
prototrofica para TRP y Leu. Los plasmidos pGBKT (vector cebo) tienen el gen Trpl de tipo silvestre y pGAD tiene el
gen Leu2 de tipo silvestre. De este modo, solamente la levadura doblemente transfectada crecera sobre medio Leu
Trp selectivo. Se restaurard GAL4 funcional en levadura doblemente transfectada cuando las proteinas quiméricas
fusionadas a los dominios GAL4 interaccionen, aproximando mucho el dominio de activacién y el dominio de union a
ADN de GALA4. El nivel de expresion de LAC-Z es indicativo de la intensidad de la interaccion proteina-proteina. La
actividad Lac-Z fue evaluada por medio del andlisis de recogida de colonias con beta-gal en filtros (Clontech, Yeast
Protocol Handbook, capitulo VI).

Puesto que la introduccién de cyc y de mutantes en el vector presa pGADT?7 para evaluar su union a NIK como cebo
manifestaba una falta de especificidad elevada, las interacciones se sometieron a ensayo con la orientacion inversa:
esto es, los mutantes por delecion se clonaron en el vector cebo y NIK o el extremo C terminal de NIK (residuos 624-
947) en el vector presa. Los resultados resumidos en la Tabla 1 muestran que ninguna de las deleciones, excepto el
dominio citoplasmico de cyc (ICD) solo, mostraba una unién fuerte tanto a NIK como al extremo C terminal de NIK.
La union de la mayor parte de ICD (que carece del aminoacido 5 desde su dominio de membrana proximal) tanto a
NIK como al extremo C terminal de NIK fue mas fuerte que la de la molécula cyc de longitud completa. Se observo
una reduccion del 50% en la afinidad para NIK, delecionando 12 aminoacidos o 44 aminoéacidos en el extremo distal
de la membrana de cycICD.

Tabla 1
Residuos de aminodcido de cyc NIK624-947 (dominio C-terminal) | NIK Lamina
Longitud completa (1-369) +/- - -
1-357 - - *
1-325 - - *
1-303 - - *
1-282 - - *
289-369 (la mayor parte de ICD) ++++ +++ -
289-357 (12 aa delecionados del dominio ++ * *
distal de la membrana)
289-325 (44 aa delecionados del ICD) ++ * *
* No sometido a ensayo

Los resultados obtenidos con los diferentes mutantes por delecién indican que el dominio distal de la membrana de
cyc esta implicado en la unién a NIK. De este modo, se analizé la unién de un polipéptido de 41 aminoacidos del
dominio distal de membrana de cyc, correspondiente a los residuos 329-369 (apodado 41 MDD).

Tabla 2

Cebo Presa

cyc 329-369 NIK624-947 NIK

(polipéptido 41 MDD) | (extremo C de NIK)

NIK624-947 (extremo C de NIK) +++ * *
NIK + * *
cyc 329-369 (polipéptido 41 MDD) * +/- +/-
Lamina - - -

La union del polipéptido 41 MDD a NIK de longitud completa o al extremo C terminal de NIK se someti6 a ensayo en
ambas orientaciones (esto es, 41 MDD como presa y NIK como cebo y viceversa). Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 2. La interaccion es relativamente débil cuando NIK sirve como presa, pero fuerte cuando NIK
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sirve como cebo. La interaccidn de 41 MDD es mas fuerte con el extremo C terminal de NIK que con NIK de longitud
completa. Estos resultados confirmaron que el polipéptido 41 MDD esta implicado en la unién a NIK.

De un modo similar, se llevaron a cabo dos experimentos hibridos con estructuras artificiales que comprendian
fragmentos intracelulares localizados cerca del dominio proximal a la membrana (MPD) de cyc. Los resultados
sugirieron que una region de 44 aminoéacidos, que abarcaba los residuos de aminoacido 282-235 (44MPD) también
se puede unir a NIK.

Los estudios de inmunoprecipitaciéon simultanea confirmaron estos resultados. Se expresaron en exceso 44MPD
fusionado a GST y mycNIK en las células, se lisaron las células y se inmunoprecipitaron con anti-GST (véase el
Ejemplo 9). Los productos inmunoprecipitados se analizaron mediante transferencias Western. La NIK unida se
detectd con anticuerpos anti-myc. Los resultados demostraron que el fragmento 44MPD también se une a NIK (no
mostrado).

Se llevaron a cabo estudios de mutagénesis en ICDcyc, en residuos localizados en el 41 MDD, con el fin de definir
los aminoéacidos especificos que interaccionan con NIK. La interaccién de motivos ricos en prolina en las proteinas
de sefializacién con sus dominios cognados esta bien documentada (Kay BK, Williamson MP, Sudol M. FASEB J
2000 Feb 14 (2): 231-421). Un 20% de los aminoéacidos en los aminoacidos de 41 MDD son prolinas. Por lo tanto, se
mutaron dos prolinas consecutivas a alaninas en dos sitios diferentes dentro de 41 MDD, se mutaron: 1- PP336,
337AAy 2- PP360, 361AA.

Las mutaciones se llevaron a cabo empleando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los
siguientes cebadores:

Para la generacion de los mutantes PP336, 337AA se utilizaron los siguientes cebadores:
5' ctegtcagtgagattgccgcaaaaggaggggceccttg (SEQ ID NO: 7)

5' caagggcccctecttttgecggcaatctcactgacgag (SEQ ID NO: 8)

Para la generacion de los mutantes PP360, 361AA se utilizaron los siguientes cebadores:
5' gcecectactgggecgecgcatgttacaccctaaag (SEQ ID NO: 9)

5' ctitagggtgtaacatgcggcggeccagtagggge (SEQ ID NO: 10)

Ademas, se llevaron a cabo mutaciones en 41 MDD en residuos diferentes de prolina p. ej., K338, E344 y W358.
Para la generacion del mutante K338A se utilizaron los siguientes cebadores:

5' gtcagtgagattcccccagcaggaggggceccttggggag (SEQ ID NO: 11)

5' ctcceccaagggceccctectgetgggggaatctcactgac (SEQ ID NO: 12)

Para la generacion del mutante E344A se utilizaron los siguientes cebadores:

5' ggaggggcccttggggcggggcectggggectee (SEQ ID NO: 13)

5' ggaggccccaggcecccgecccaagggceccctee (SEQ ID NO: 14)

Para la generacion del mutante W358A se utilizaron los siguientes cebadores:

5' cagcatagcccctacgcggceccccccatgttac (SEQ ID NO: 15)

5' gtaacatgggggggccgcegtaggggctatgetg (SEQ ID NO: 16)

La version mutada de cyclCD se utilizé como cebo y se sometié a ensayo su interaccion con el extremo C terminal
de NIK en el sistema de doble hibrido, tal y como se describe en el Ejemplo 8.

Tabla 3
Cebo Presa-NIK624-947 (extremo C terminal)
cyc 289-369 (ICD) ++++
cyc289-369 (PP 336, 337AA) +++
cyc289-369 (PP 360, 361AA) ++
cyc289-369 K338A +++
cyc289-369 E344A +++
cyc289-369 W358A +++
Lamina -
TRAF2 +
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Los resultados se resumen en la Tabla 3. La sustitucién de prolinas por alanina en los residuos 360 y 361 redujo la
afinidad hacia NIK en 50%, en contraste con otras sustituciones, que no lograron mostrar un efecto sustancial.

Los resultados obtenidos por medio de la mutagénesis de cyc demuestran que las prolinas de los residuos 360 y
361, que estan localizadas en la region 41MDD, son importantes para la unién a NIK.

Ejemplo 4
Efecto de cyc y sus mutantes por delecion sobre la induccion de NF-kB mediada por la expresion en exceso de NIK:
Un modo experimental de inducir la activacién de NF-kB en células es por medio de la expresion en exceso de NIK.

Para verificar el efecto de cyc sobre la activacion de NF-kB mediada por NIK, se transfectaron transitoriamente las
células con el plasmido informador que codificaba la luciferasa bajo el control de un promotor inducible con NF-kB
(pcDNAS luciferasa) y plasmidos de expresion que codificaban NIK sola (pcS3MTNIK) o junto con un plasmido de
expresion que codificaba cyc (pcDNA3cyc). La activacion de NF-kB se controlé por medio del analisis informador con
luciferasa (para mas detalles, véase el Ejemplo 10).

Se transfectaron células 293-T con pcS3MTNIK y pcDNA3 luciferasa. La activacion de NF-kB se midié
indirectamente midiendo la actividad luciferasa presente en las células. Para evaluar el efecto de cyc sobre la
activacion de NF-kB mediada por NIK, se transfectd simultdneamente pcDNA3cyc con pcS3MTNIK y pcDNA3
luciferasa. Se llevaron a cabo varias transfecciones simultaneas para someter a ensayo el efecto de diferentes
concentraciones de pcDNA3cyc con una concentracion constante de pcS3MTNIK y pcDNA3 luciferasa. A las 24
horas de la transfeccion se recogieron las células, se lisaron y se controld la actividad luciferasa.

Los resultados de este experimento se resumen en la Figura 4. La expresion en exceso de NIK sola induce la
expresion de la actividad luciferasa, indicando que NF-kB esta activado. Este incremento en la actividad luciferasa
no se observo en células transfectadas o bien con el plasmido vacio solo (pc) o bien con el gen informador y el
plasmido vacio (pc+luc). Se encontré que el efecto de cyc sobre la activacion de NF-kB dependia de su
concentracion con respecto a NIK, p. €j., si cyc se expresaba a concentraciones inferiores que NIK, potenciaba el
efecto de NIK (NIK 1 ug y cyc 0,1 ug de ADN plasmidico), mientras que si estaba presente a una concentracion igual
o0 superior, inhibia el efecto de NIK (NIK 1 ug y cyc 1 ug de ADN plasmidico). La transfeccion del plasmido cyc solo,
no dio como resultado la activacién de NF-kB (Fig. 5).

El extremo C terminal de NIK (residuos 624-947) puede ser considerado como un mutante negativo dominante
(dnNIK) puesto que se puede unir a sustratos y a cyc (véase el Ejemplo 2), pero es cataliticamente inactivo. Se
control6 el efecto de la expresion en exceso de dnNIK sobre el aumento de la activacion de NF-kB observado en
células que expresan una baja concentracion de cyc y expresan en exceso NIK. Los resultados se resumen en la
Figura 5. Como se ha mostrado previamente, la expresién en exceso de NIK sola inducia la activacion de NF-«kB
como evidenciaba el incremento de actividad luciferasa. La expresion en exceso de dnNIK junto con NIK inhibia esta
activacion de NF-kB. Se observdé un aumento adicional en la activacion de NF-kB mediada por NIK cuando se
expresaba cyc a una concentracion baja. No obstante, este aumento de la activacién de NF-kB fue bloqueado por la
expresion en exceso de dnNIK. Este resultado confirma que el efecto inductivo de NF-kB de cyc es ejercido por
medio de NIK.

Se ha mostrado que el mutante AlyNIK humano (la mutacién en el ser humano es G860R correspondiente a la
mutacion aly en ratén G855R) se une a cyc mediante el método de doble hibrido (Ejemplo 2). La expresion en
exceso de este mutante solo, indujo la activacion de NF-kB tan eficazmente como NIK de tipo silvestre (Figura 6). El
efecto de cyc sobre la activacion de NF-kB mediada por el mutante alyNIK se sometié a ensayo y se resume en la
Figura 6. La expresién de cyc no aumento la induccion de NF-kB mediada por alyNIK. De este modo, a pesar de que
el mutante alyNIK es capaz de unirse a cyc, su actividad inductora de NF-kB no resulta afectada por cyc.

Como se ha mostrado mas arriba, el efecto de cyc de longitud completa sobre la activacién de NF-kB mediada por la
expresion en exceso de NIK, es dependiente de la concentracion, p. ej., para inhibir la activacion de NF-kB mediada
por NIK se requieren concentraciones mayores o iguales de cyc con respecto a NIK. Por el contrario, para
intensificar la activacion de NF-kB mediada por NIK, se requiere una baja concentracion de cyc con respecto a NIK.

Se sometié a ensayo el efecto de la expresion en exceso del 41 MDD (41 residuos en el dominio distal de la
membrana de cyc, que se ha mostrado que se unen a NIK) sobre la activacion de NF-kB inducida por NIK e
intensificada por cyc.

La expresion de cyc intracelular y sus fragmentos en células de mamifero mediante transfeccién no logra producir
una cantidad apreciable de proteina, tal y como se evidencia por medio del analisis de transferencia Western (no
mostrado). Esto puede ser debido a la inestabilidad impuesta por la deleciéon del dominio transmembrana y el
dominio extracelular. EI dominio intracelular contiene un dominio PEST, que podria estar expuesto en cyclCD y sus
fragmentos y ser propenso a las proteasas presentes en las células. Para resolver este problema se genero la fusién
con GST de 41 MDD para estabilizarlo y se someti6 a ensayo el efecto de la proteina de fusién 41MDD-GST sobre
la activacion de NF-kB inducida por NIK y cyc.
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Se sembraron 150.000 células 293-T por pocillo en placas de 6 pocillos. A las 24 horas, las células fueron
transfectadas con una concentracion de ADN total de 3 pg/pocillo (ADN portador pcDNA). Se utilizé pcDNAcyc a una
concentracion de 50 ng/pocillo para inducir el aumento de actividad de NF-kB mediada por NIK. Se utilizaron PcGST
y un plasmido que codificaba la proteina de fusibn GST-41MDD a una concentracion elevada de 2 pg/pocillo,
pcS3MTNIK y pcDNASIuciferasa a 0,5 pg/pocillo. A las 24 horas de la transfeccion, las células se recogieron en 100
ul de tampdn de extraccién y se lisaron mediante congelacion y descongelacion repetidas. Los productos lisados se
preaclararon mediante centrifugacion (14.000 rpm, microcentrifuga 1 min). Se analizé la actividad luciferasa de 10 pl
del producto lisado en 360 pl de tampdn de analisis. Los resultados se resumen en la Figura 7. La induccion de NF-
kB es aumentada por la expresion en exceso de NIK y la baja expresion de cyc. No obstante, en una muestra en la
que la proteina de fusion GST-41 MDD es expresada simultaneamente con NIK y cyc, los niveles de activacion de
NF-kB son inferiores a los niveles observados después de la expresion en exceso de NIK sola. Este resultado indica
que 41 MDD, de un modo similar a cyc de longitud completa, inhibe la activacion de NF-kB dependiente de NIK
cuando esté presente a concentraciones superiores con respecto a NIK.

Se sometio a ensayo el efecto de cyc y diferentes mutantes con el extremo C-terminal de cyc delecionado (Figura 1)
sobre la activacién de NF-kB inducida por NIK. La concentracion de plasmido que codificaba cyc y los mutantes de
cyc utilizada fue de 0,5 pg/ml, la misma concentracion que el plasmido que codificaba NIK. En estas condiciones, se
espera que la cyc de longitud completa cause la inhibicion de la activacién de NF-kB mediada por NIK.

Se sembraron 150.000 células HelLa por pocillo en placas de 6 pocillos. A las 24 horas de la transfeccion se realizd
el mantenimiento del ADN total, constante a 2 pg/pocillo (se utilizd6 pcDNA3 como ADN portador). Se utilizaron
plasmidos que codificaban cyc en toda su longitud y todos sus mutantes por deleciéon a una concentracion de 0,5
ug/pocillo. También se utilizaron plasmidos que codificaban NIK y luciferasa a 0,5 pg/pocillo. A las 24 horas de la
transfeccion, se recogieron las células en 100 yl de tampdn de extraccion y se lisaron mediante congelacion y
descongelacién repetidas. Los productos lisados se preaclararon mediante centrifugacion (14.000 rpm en una
microcentrifuga, 1 min). Se analizaron las actividades de luciferasa de los productos lisados en 360 pl de tampon de
andlisis.

Los resultados se resumen en la Fig. 8. La cyc de longitud completa expresada a la misma concentracién que NIK
inhibe la actividad de NF-kB. La expresion de cyc que tenia deleciones progresivas en el dominio distal de la
membrana (Figura 1), un dominio que se habia mostrado que participaba en la unién a NIK, dio como resultado una
disminucion concomitante de la actividad de NF-kB. Los mutantes por delecion con codones de terminacion en los
residuos 325 y 303 no afectaron a la actividad de NIK.

Estos resultados confirman que los residuos presentes en el dominio distal de la membrana de cyc (desde los
residuos 325 a 369) participan en la union de NIK y son importantes para modular su actividad.

Ejemplo 5
Efecto de cyc sobre la actividad cinasa de NIK:

En los ejemplos previos se ha mostrado que cyc se une a NIK y modula su actividad. Un posible mecanismo que
subyace a esta regulacion puede ser intensificado por medio de la fosforilacion de NIK que se produce después de
la interaccion cyc/NIK.

Para someter a ensayo la hipétesis anterior, se analizo la fosforilacién de NIK in vitro en muestras de células que
expresan en exceso cyc sola (Fig. 9 calle 1), NIK sola (Fig. 9 calle 3 desde la izquierda), o NIK junto con cyc (Fig. 9
calle 2 desde la izquierda), o NIK junto con la cinasa IKK (Fig. 9 calle 4 desde la izquierda) lisadas e
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-NIK (para mas detalles, véase el Ejemplo 11).

La reaccion con cinasa se llevd a cabo con 5 uci de y ¥p_ATP como se ha descrito previamente (Uhlik et al. 1998).
Los resultados de la Figura 9 muestran que cyc sola no presentaba actividad cinasa alguna (Fig. 9 calle 1 desde la
izquierda). Se observo un incremento de tres veces en la autofosforilacion y en la fosforilacion por IKK1 de NIK en
presencia de cyc (comparar las calles 2 y 3). Este resultado indica que cyc puede modular la actividad de NIK
induciendo esta fosforilacion.

Ejemplo 6
Efecto de cyc en la modulacion de la sefial transducida a través del receptor de LTf:

La induccion del receptor de LT por su ligando, da como resultado la activacion de NF-kB. Se ha sugerido en la
bibliografia que NIK participa en la sefializacion a través del receptor de LTB. De este modo, se sometié a ensayo el
efecto de expresar en exceso la totalidad del polipéptido cyc citopldsmico o el dominio distal 41 (329-369) sobre la
activacion de NF-kB mediada por el receptor de LTR. La activacion de NF-kB se controléd por medio del analisis
informador con luciferasa (para mas detalles, véase el Ejemplo 10).

Se prepard una linea celular a partir de fibroblastos embrionarios de ratén, que se sabe generalmente que expresan
el receptor de LTR. Se sembraron 10° células de la linea anterior por pocillo en placas de 6 pocillos. A las 24 horas
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se realizo la transfeccion (con reactivo de transfeccién Gene Porter, sistemas de terapia Gene) con el plasmido
pcGST ICcgc que expresaba el dominio intracelular de cyc (cyc IDC) fusionado a GST o con pcGST41MDD que
expresaba el dominio distal 41 de cyc fusionado a GST y el plasmido de expresion que codificaba la proteina
informadora luciferasa bajo el control de un promotor inducible por NF-kB (pcDNA3 luciferasa). La activacion de NF-
KB se midié indirectamente midiendo la actividad luciferasa presente en las células.

La concentracion de ADN total se normalizé a 2 pg/pocillo con vector vacio (pcDNA3). Se utilizaron pcGST ICcgc y
pcGST41MDD a una concentracion de aproximadamente 1 pg/pocillo. A las 24 horas de la transfeccion, las células
se estimularon con 50 ng/ml de LT recombinante (n° de cat. L-5162, Sigma) durante 1 hora.

Los resultados se resumen en la Figura 10. La expresion del dominio intracelular de cyc, aumentd la activacion de
NF-kB mediante LTB 2,5 veces, mientras que la expresion de los 41 aminoacidos distales de la membrana inhibié un
50% la activacion de NF-kB con LT.

Los resultados anteriores sugieren que la cyc puede estar implicada en la sefializacion a través del receptor de LT(.
El dominio distal 41 de cyc inhibe la sefializacion a través del receptor de LT[, indicando que este polipéptido o sus
fragmentos pueden servir como candidatos para el disefio de farmacos basado en péptidos. Tales farmacos pueden
modular la accion de NIK y por lo tanto son valiosos en la prevencion o el alivio de las respuestas inflamatorias o en
la modulacion de los procesos inmunorreguladores.

Ejemplo 7
Cartografiado de la region en NIK implicada en la interaccién con cyc:

Se determind la regién de unién en NIK sometiendo a ensayo la interaccion de una serie de mutantes por delecién
de NIK con cyc empleando el sistema de doble hibrido de levadura. Los mutantes truncados de NIK fueron clonados
en el vector cebo de doble hibrido pGBT9 y cyc fue clonada en el vector presa pGADT7. La unién fue sometida a
ensayo en la cepa de levadura heteréloga SFY526, mediante andlisis con beta-gal.

Cebo Intensidad de la interaccién con la Presa
cyc Traf2 Lamina

NIK624-947 ++++ +++ -

NIK -/+ + -

NIK 1-367 - * *

NIK 1-769 - * *

NIK 1-820 ++ * *
Lamina - - *

* No sometido a ensayo

Los resultados muestran que la regiéon de union a cyc en NIK reside en 196 aminoacidos en el extremo C terminal
(residuos 624-820).

Para definir mas precisamente el dominio de NIK responsable de la unién a cyc, se crearon mas mutantes por
delecion de NIK y se analizé su unién a cyc mediante inmunoprecipitacion simultanea. Se transfectaron células 293-
T con vector que codificaba cyc y mutantes por delecién de NIK etiquetados con His y se sometio a ensayo la unién
de los diferentes mutantes por delecion, a cyc mediante inmunoprecipitacion simultanea (véanse los detalles en el
Ejemplo 9). Se utilizé anticuerpo contra cyc para la inmunoprecipitacion y se utilizaron anticuerpos anti-His para
detectar los mutantes por delecién de His-NIK del material inmunoprecipitado en las transferencias Western. Los
resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4

Estructura artificial Unidn a cyc
NIK 1-947 (de longitud completa)
NIK 1-821
NIK 1-771
NIK 1-720
NIK 1-640 -

+ |+ |+ ]|+

Los resultados indican que un dominio de NIK que comprende 81 residuos de aminoacido, localizado entre los
aminoacidos 640 y 720 (SEQ ID NO: 18), es responsable de la union a cyc.

Ejemplo 8

El método del sistema de doble hibrido:

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2415331713

El sistema de doble hibrido utilizado para el escrutinio fue Matchmaker versién Il (Clontech). En este sistema el gen
cebo (gen NIK) es expresado como una fusién al dominio de unién al ADN de GAL4 (DNA-BD), mientras que los
genes presa o la genoteca de ADNc es expresada como una fusion al dominio de activacion de GAL4 (AD). Cuando
el DNA-BD y el AD se encuentran en muy proximos, se activa la transcripcion de cuatro genes informadores (que
codifican HIS, ADE, lacZ y a-gal).

Se ha seleccionado como presa una genoteca de médula 6sea humana (Clontech n® de cat. HY4053AH),
basandose en evidencias que indican un papel fundamental de NIK en el desarrollo y la funcién del sistema linfoide.

Los clones se hacen crecer sobre placas en condiciones de alta restriccion, esto es, en placas sin LEU (marcador de
seleccién para el plasmido que codifica el cebo), TRP (marcador de seleccion para el plasmido que codifica la
presa), HIS y ADE y se impregnan con sustratos para la deteccion de la expresién de a-gal. Los plasmidos se
purificaron a partir de los clones positivos mediante lisis de las células de levadura (con detergente y estrés
mecénico), seguido de extraccién con fenol y precipitacion con etanol del ADN. Los insertos de ADNc en los
plasmidos se amplificaron mediante PCR con cebadores contiguos especificos para el vector de la genoteca pACT2.
Los ADNc amplificados individuales se clonaron directamente en un vector de expresién de mamifero para un
analisis bioquimico adicional.

Ejemplo 9
Método de Inmunoprecipitacion:

Para la transfeccion, se sembraron 1,5 millones de células 293-T en placas de 10 cm. A las 24 horas, se llevo a cabo
la transfeccién simultanea asistida por fosfato de calcio (Molecular Cloning 22 edicién 15.33) con los plasmidos de
expresion de NIK y cyc etiquetados con myc, manteniendo una concentracion de ADN total de 20 ug por placa. A las
30 horas, las células se recogieron y se lisaron en tampon de lisis NP-40 al 1% (NP-40 al 0,5%, Tris 10 mM (pH 7,
5), NaCl 150 nM, EDTA 1 mM). Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo incubando 16 horas con los
respectivos anticuerpos (policlonal de conejo de Santa Cruz) dirigidos contra los extremos C terminales de cyc o
dirigidos contra NIK, los cuales habian sido previamente adsorbidos a proteina A escasa (policlonal de conejo) o
proteina G escasa (monoclonal de raton). Los productos inmunoprecipitados se lavaron tres veces con tampdén de
lisis y una vez con solucion salina tamponada. Las perlas se hirvieron en 40 pl de tampdn para muestra de Laemmli
y se cargaron 20 pl en SDS/PAGE al 10%. Las proteinas de transfirieron desde el gel a una membrana de PVDF y
se sondearon con anti-cyc y anti-NIK, seguido de anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa de
rabano picante. Las transferencias se revelaron por medio de Enhanced Chemi Luminiscence (ECL) utilizando
Luminol (cat. A8511, Sigma) como sustrato.

Ejemplo 10
Andlisis de activacion de NF-kB mediado por NIK:

Se transfectaron células 293-T (1,5 x 10° por pocillo en placas de 6 pocillos) con una cantidad de ADN total de 3 pg
por pocillo. Cuando fue necesario se utilizé el vector vacio pcDNA como ADN portador. Las transfecciones
simultaneas se llevaron a cabo tal y como se ha descrito en el Ejemplo 9 con 1 ug de pcS3MTNIK y 0,5 ug de vector
pcDNA3 que expresaba la luciferasa bajo el control de HIV-LTR (repeticiones terminales largas del virus de la
inmunodeficiencia humana), un promotor regulado al alza por NF-kB. EI ADN que codificaba la cyc (pcDNA cyc) se
introdujo en pcDNA vy se utilizé en una proporcion de 1/10, 1/2 y 1/1 de la concentracion de vector de expresion de
NIK (los vectores tienen aproximadamente el mismo peso molecular), 24 horas después de la transfeccién, las
células se recogieron en 100 pl de tampdn de extraccion (fosfato de potasio 0,1 M, pH 7,8, DTT 1 mM) y se lisaron
por medio de congelacion y descongelacion repetidas (nitrogeno liquido y 1 min a 22°C). Los productos lisados se
aclararon previamente mediante centrifugacién (14.000 rpm, microcentrifuga, 1 min). Se analiz6 la actividad
luciferasa de 5 pl de producto lisado en 360 ul de tampédn (fosfato de potasio 20 mM, Glicil-Glicina 20 mM, Sulfato de
magnesio 8,5 yM, EGTA 2 mM, DTT 1 mM, ATP 1 mM y D-luciferina 5 uM (cat L-6882, Sigma).

Ejemplo 11
Andlisis de cinasa:

Se transfectaron células 293-T (2 x 10° por placa de 10 cm) por medio del método con fosfato de calcio con 10 ug de
pcS3MTNIK y 10 ug de pcDNAcyc o IKK1 etiquetada con His (pcHISIKK1) manteniendo la concentracion de ADN
total de 20 pg por placa, utilizando pcDNA vacio como ADN portador. A las 24 horas, se recogieron las células y se
lisaron en tampdn de lisis NP-40 al 1% y se llevé a cabo la inmunoprecipitacion durante 8 horas con anticuerpo anti-
NIK de conejo adsorbido previamente a perlas de sefarosa-proteina A. Se llevé a cabo la reaccion de cinasa con 5
Jci dey ¥p_ATP como se ha descrito previamente (Uhlik et al. 1998).

Ejemplo 12

Preparacion y escrutinio de pequefias moléculas no peptidicas que inhiben la interaccién entre NIK-cyc:

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2415331713

Se preparé un banco de moléculas no peptidicas pequefias por medio de quimica combinatoria. El disefio de la
tecnologia de quimica combinatoria es bien conocida en la técnica y es descrita p. €j., por Hermkens et al. (1996).
Las células que expresan NIK, cyc y el plasmido informador que codifica luciferasa bajo el control de un promotor
inducible por NF-kB (pcDNAS luciferasa), se exponen a compuestos organicos sintéticos individuales y se somete a
ensayo la activacion de NF-kB tal y como se ha descrito en el ejemplo 4.

Los compuestos capaces de inhibir la activacion de NF-kB se seleccionan para un ensayo adicional.
Alternativamente, las células son transfectadas transitoriamente con cyc y el plasmido informador que codifica la
luciferasa bajo el control de un promotor inducible por NF-kB (pcDNAS3 luciferasa) y se exponen a compuestos
organicos sintéticos individuales. Tras la exposicion a compuestos sintéticos, se somete a ensayo la activacion de
NF-kB como se ha descrito en el ejemplo 6, cuando NIK endbégena es activada por la unién del ligando al
correspondiente receptor.

Los compuestos capaces de inhibir la activacion de NF-kB se seleccionan para un ensayo futuro.
Ejemplo 13
Interaccion de NIK y cyc endogenas.

Se demostro la interaccion de NIK y cyc en un entorno de células de mamifero, en productos lisados de células 293-
T que expresaban en exceso estas proteinas (véase el Ejemplo 4). El siguiente experimento se llevo a cabo con
proteinas enddgenas, en células que expresan naturalmente estas proteinas. De este modo, se incubaron células
mononucleares de sangre periférica (PMBC) (500 x 10° células) con IL-2, se lisaron y se inmunoprecipitaron con
anticuerpos anti-cyc (para la inmunoprecipitacion, véase el Ejemplo 9). Las proteinas inmunoprecipitadas
simultdneamente unidas a cyc se detectaron en transferencias Western, utilizando anticuerpos relevantes. Las
proteinas candidatas sometidas a ensayo para la inmunoprecipitacion simultanea con cyc, fueron aquellas proteinas
normalmente presentes en el sefialosoma, tales como NIK, IKKa (IKK-1), IKKB (IKK2), IKKy (NEMO). Las proteinas
inmunoprecipitadas simultineamente se sometieron a ensayo en productos lisados de células sometidas a ensayo
en el momento 0 y después de cuatro horas de incubacion con IL-2. Los resultados resumidos en la Figura 16 A
muestran que NIK es precipitada simultaneamente con cyc antes y después de la estimulacién con IL-2. Por lo tanto,
NIK se encontraba asociada constitutivamente a cyc. Se encontraron trazas de IKK-1 a nivel basal y después de 4
horas de incubacién con IL-2, otros componentes del sefialosoma, esto es, IKK-2 y NEMO fueron reclutados por el
receptor de IL-2 a través de cyc. Los resultados indican que la cadena gamma comun del receptor de IL-2 esté& unida
a NIK en una posicién diferente a la region de union a IKK-1. Se obtuvieron resultados similares tras la estimulacion
de las células con IL-15 (figura 16A panel derecho).

Para verificar si el sefialosoma inmunoprecipitado simultaneamente con cyc era activo, se sometieron a ensayo los
productos inmunoprecipitados anteriores en un analisis de cinasa (véanse los detalles en el Ejemplo 11) que
controla la fosforilacion de GST-IkBa1-54. Los resultados resumidos en la Figura 16 B indicaron que solamente los
productos inmunoprecipitados procedentes de células estimuladas con IL-2, son capaces de fosforilar GS-IkBa1-54.

De este modo estos resultados demuestran que en condiciones fisiolégicas, NIK esta asociada constitutivamente a
cyc y que esta interaccion esta implicada en la sefializacion de IL-2 y la activacién de NF-kB dependiente de NIK.
Por lo tanto, la inhibicion de la interaccion de cyc y NIK dara como resultado la inhibicién de las actividades de
sefalizacion de IL-2 y la inhibicion de la activacién de NF-kB inducida por NIK.
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REIVINDICACIONES

Un fragmento de polipéptido que se une a cinasa que induce NF-kB (NIK) de la cadena gamma comun (cyc) del
receptor de IL-2 seleccionado entre el grupo consistente en:

(i) SEQ ID NO: 1 o un fragmento de polipéptido que se une a NIK de la misma;

(il) una muteina que se une a NIK de un fragmento de polipéptido que se une a NIK de la cyc del receptor
de IL-2 de (i) en la que hasta 25% de los residuos de aminoacidos se han delecionado, afiadido o
sustituido;

(iii) una molécula lineal que se une a NIK permutada circularmente de un fragmento de polipéptido que se
une a NIK de la cyc del receptor de IL-2 de (i); y

(iv) el fragmento de polipéptido de cyc de SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 21.
Un polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende 41MDD tal y como se define en SEQ ID NO: 2.
Un polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende 44MPD tal y como se define en SEQ ID NO: 17.

Un ADN que codifica un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o la hebra no
codificadora del mismo.

Un vector que comprende un ADN segun la reivindicacion 4.
Una célula que comprende un vector segun la reivindicacion 5.

Un método para la produccién de un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende cultivar la célula segin la reivindicacion 6 y recoger el polipéptido producido.

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce especificamente y se une al polipéptido de SEQ ID NO: 2
0 SEQ ID NO: 17 e inhibe las interacciones NIK-cyc.

El anticuerpo segun la reivindicacion 8, que es un anticuerpo policlonal o monoclonal, un anticuerpo quimérico,
un anticuerpo totalmente humanizado, un anticuerpo anti-ld o un anticuerpo intracelular polipeptidico de la cyc.

Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
el ADN segun la reivindicacion 4, el vector segun la reivindicacion 5 o el anticuerpo segun la reivindicacion 8 o 9.

Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
el ADN segun la reivindicacion 4, el vector segun la reivindicacion 5 o el anticuerpo segun la reivindicacién 8 0 9,
para uso en el tratamiento o la prevencién de artritis reumatoide y otras artropatias, osteoartritis, enfermedad
inflamatoria intestinal, asma, infarto cardiaco, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, tiroiditis inmune, anemia
hemolitica autoinmune o cancer.

El uso de un polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el ADN segun la reivindicacion 4, el
vector segun la reivindicacion 5 o el anticuerpo segun la reivindicacion 8 o 9, en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de artritis reumatoide y otras artropatias, osteoartritis,
enfermedad inflamatoria intestinal, asma, infarto cardiaco, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, tiroiditis
inmune, anemia hemolitica autoinmune o cancer.
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Figura 1
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Figura 2 Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 11

ERTMPRIPTLKNLEDLVTEYHGNFSAWSGVSKGLAESLQPDYSERLCLVSEIPPK
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Figura 12

LCLVSEIPPKGGALGEGPGASPCNQHSPYWAPPCYTLKPET

Figura 13

GAACGGACGATGCCCCGAATTCCCACCCTGAAGAACCTAGAGGATCTTGTTA
CTGAATACCACGGGAACTTTTCGGCCTGGAGTGGTGTGTCTAAGGGACTGGC
TGAGAGTCTGCAGCCAGACTACAGTGAACGACTCTGCCTCGTCAGTGAGATT
CCCCCAAAAGGAGGGGCCCTTGGGGAGGGGCCTGGGGCCTCCCCATGCAACC
AGCATAGCCCCTACTGGGCCCCCCCATGTTACACCCTAAAGCCTGAAACCTG
A

Figura 14
CTCTGCCTCGTCAGTGAGATTCCCCCAAAAGGAGGGGCCCTTGGGGAGGGGC

CTGGGGCCTCCCCATGCAACCAGCATAGCCCCTACTGGGCCCCCCCATGTTAC
ACCCTAAAGCCTGAAACCTGA

Figura 15
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RECLUTAMIENTO DE IKK INDUCIDO POR CITOCINA HACIA CyC Y ACTIVACION
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