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DESCRIPCION
Péptido sintético que se enlaza con CD154 humano y usos del mismo

La presente invencion se refiere a un péptido sintético que es capaz de enlazarse con el ligando CD40 humano
(CD40L o CD154). En particular, la presente invencion se refiere a un péptido sintético que tiene una secuencia de
aminoacidos que es capaz de enlazarse especificamente al sitio activo de CD154, inhibiendo de este modo la
interaccion entre CD154 y su ligando natural CD40, asi como los efectos biologicos dependiendo de tal interaccion.
La invencion también se refiere a los usos del péptido en el diagnéstico y terapia de enfermedades que tienen un
origen inflamatorio, inmunolégico o hematolégico.

CD40 es una molécula expresada constitutivamente en la superficie de las células B, en donde desempefia un papel
crucial durante el proceso de maduracion. CD40 también se expresa en la superficie de una cantidad de otros tipos
de células, incluyendo monocitos, fibroblastos, células dendriticas, células endoteliales, células del musculo liso y
células epiteliales (van Kooten et al., J. Leukoc. Biol. 2000). Su ligando, CD154 (también denominado como CD40L),
se expresa transitoriamente tras la activacion en la superficie de las células T, macréfagos, plaquetas, monocitos,
células NK y células endoteliales. En particular, la interaccion entre CD40 expresado en la superficie de las células B
y CD154 expresado en la superficie de las células T activadas, conduce a la expansion clonal y el cambio de isotipo
de células B, lo que resulta en su transformacion en plasmocitos.

La importancia de la interaccion CD40:CD154 en el desarrollo de una respuesta inmune efectiva se demuestra por el
hecho de que una mutacion en el gen que codifica CD154 es responsable de una forma humana severa de
inmunodeficiencia, el sindrome de hiper IgM (HIM), caracterizado por la sobreproduccion de IgM, pero la ausencia
de IgG, IgA e IgE, y acompafiada de graves infecciones recurrentes (Aruffo A. et al., Cell, 1993).

En los ultimos afios, muchos estudios han demostrado la participacion de la interaccion CD40:CD154 en muchos
procesos con una etiogénesis inflamatoria, tal como la aterosclerosis, las enfermedades autoinmunes, el rechazo
después del trasplante, la enfermedad de injerto contra huésped, etc. (Schonbeck U. et al., Circ. Res. 2001; Henn V.
et al., Nature 1998; Biancone L. et al., Int. J. Mol. Med. 1999; Buchner K. et al., J. Pathol. 2003). La expresion de
CD40 o su ligando CD154 o la coexpresion de ambas moléculas, también ha sido demostrado en muchos tumores,
lo que sugiere la participacion de esta ruta de sefalizacion en el desarrollo tumoral (Bussolati B. et al., Int. J. Cancer
2002; Biancone L. et al., J. Immunol. 1999; Cantaluppi V. et al., Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2006; Hill S. C. et
al., J. Immunol. 2005; Melichar B. et al., Gynecol. Oncol. 2007; Eliopoulos A. G. et al., Curr. Opin. Pharmacol. 2004).
En particular, se considera que la ruta de sefalizacion CD40:CD154 esta implicada en el progreso de la leucemia
linfocitica crénica (LLC), en la que se ha demostrado que promueve tanto la supervivencia de las células tumorales
como las propiedades pro-angiogénicas de células endoteliales (Dicker F. et al., Blood 2006).

Una cantidad de enfoques dirigidos a la inhibicién de la interaccién CD40:CD154 fueron desarrollados con el fin de
proporcionar nuevas oportunidades terapéuticas. En particular, se obtuvieron resultados prometedores en diferentes
modelos experimentales de enfermedades autoinmunes, aterosclerosis y rechazo de trasplantes. La inhibicion de la
interaccion CD40:CD154 a través de un enfoque basado en anticuerpos monoclonales anti-CD154 proporciond
mejoras clinicas en muchos modelos de enfermedades autoinmunes, tales como lupus eritematoso sistémico (LES),
artritis reumatoide (AR), psoriasis y enfermedad de Crohn (Boumpas D. T. et al., Arthritis Rheum. 2003; Liossis S. N.
et al., Bio Drugs 2004; Daoussis D. et al., Clin. Diagn. Lab. Immun. 2004). Los anticuerpos anti-CD154 también se
describen en la literatura de patentes. EI documento WO 2005/003175 da a conocer anticuerpos aglicosil anti-
CD154, el documento WO 2006/033702 da a conocer anticuerpos y péptidos anti-CD154, en particular regiones
variables de cadena ligera y de cadena pesada de anticuerpos. Por otra parte, una serie de articulos demostraron
que el uso de anticuerpos monoclonales en ratones después del trasplante de islotes, piel, médula 6sea, corazén y
rindn conduce a la supervivencia prolongada de los 6rganos trasplantados (Molano R. D. et al., Diabetes 2001;
Quezada S. A. et al., Blood 2003; Elster E. A. et al., Transpl. Immunol. 2004; Xu H. et al., J. Clin. Investig. 2006;
Snanoudj R. et al., Transpl. Int. 2006; Nanji S. A. et al., Diabetes 2006). El bloqueo de la coestimulaciéon puede
conseguirse con anticuerpos monoclonales, fragmentos Fab o proteinas de fusién dirigidos contra las moléculas
coestimuladoras. Sin embargo, los resultados de estos enfoques estan a menudo comprometidos por el riesgo de
efectos inmunogénicos y efectos secundarios protromboticos, que son debidos al reconocimiento de la fraccion Fc
(Henn V. et al., Nature 1998), y por la pobre penetracion en el tejido y la inmunosupresién. Para reducir la
inmunogenicidad inherente, se desarrollaron mini-anticuerpos y humanizado, pero por desgracia a costa de la
afinidad.

Péptidos capaces de inhibir la interaccion CD40:Cd154 han sido divulgados en MINITAKE KITAGAWA ET AL.,
Official Journal of the Japan College of Rheumatology, Springer-Verlag, To, Vol. 15, no. 6, 1 de diciembre de 2005,
paginas 423 - 426. Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un reactivo que es capaz de inhibir la
interaccion CD40:CD154 y el bloqueo de los efectos bioldégicos que dependen de tal interaccion, y que supera las
limitaciones e inconvenientes de la técnica anterior, en particular lo relacionado con el uso de anticuerpos anti-
CD154 monoclonales.
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Este objetivo se consigue mediante un péptido sintético, por ejemplo en una forma ciclica, que es capaz de
enlazarse especificamente con el sitio activo de CD154 humano (también denominado como CD40L humana).

El péptido de la invencion comprende la secuencia de enlazamiento de CD154 de siete aminoacidos denominada
como la SEQ ID NO: 13 en el listado de secuencias.

De acuerdo con una forma de realizacién preferida, el péptido de la invencion es de 7 a 30 aminoacidos de longitud.

De acuerdo con una forma de realizacion aun mas preferida, el péptido de la invencion consiste de la secuencia de
nueve aminoacidos denominada como la SEQ ID NO: 6 en el listado de secuencias, resultante de la adicion de
residuos de cisteina que flanquean en ambos extremos de la secuencia de enlazamiento de CD154 de siete
aminoacidos denominada como la SEQ ID NO: 13. Esta forma de realizacion es particularmente ventajosa ya que la
SEQ ID NO: 6 es capaz de sufrir ciclizacién por la formacion de un enlace disulfuro entre las dos cisteinas
terminales.

El péptido de acuerdo con la invencion tiene la ventaja de que no es capaz de inducir respuestas inmunes no
deseadas en el paciente al que se administra.

De acuerdo con una forma de realizacién adicional, el péptido de la invencién se proporciona en forma de una
estructura de péptido multimérico que comprende una pluralidad de copias del péptido, siendo cada una de dichas
copias de péptidos ya sea de forma lineal o en una forma ciclica. La estructura del péptido multimérico es
preferiblemente una estructura tetramérica. La estructura del péptido multimérico consiste preferiblemente en una
pluralidad de copias del péptido, en las que cada copia se enlaza a al menos otra copia por al menos un espaciador
de aminoacidos, que es preferiblemente un residuo de G (Gly), y en el que cada una de las copias de péptidos esta
enlazada directa o indirectamente a un ndcleo de aminoacidos, que consiste preferiblemente de tres residuos K

(Lys).
Una estructura peptidica multimérica de acuerdo con la invencion se representa a continuacion:

__G—LPTRHMA

K ~~ —LPTRHMA
K< _G—LPTRHMA

K-
~G—LPTRHMA
enlaquelesLleu, PesPro, Tes Thr, R es Arg, H es His, M es Met, A es Ala, Ges Gly y Kes Lys.

La estructura multimérica ilustrada anteriormente se ha demostrado que ejerce, en una concentracién de 60 uM, la
misma actividad inhibidora sobre la estimulacién de CD40 por CD154 soluble recombinante que el péptido 4.10, a
pesar de que contiene las secuencias de enlazamiento a CD154 de la SEQ ID NO: 13 en una forma lineal. Por otra
parte, la estructura tetramérica, similar al péptido 4.10, resulté inactiva en la activacion de la agregacion plaquetaria
humana con trombina con una dosis subliminar (0,3 U/ml). Estos resultados indican que la secuencia de
enlazamiento a CD154 (SEQ ID NO: 13) es capaz de enlazarse a CD154 y de ejercer su funcion bioldgica, bien sea
cuando esta en una forma ciclica y cuando esta en una forma lineal. Aunque el péptido ciclico tiene la ventaja de
proteger la secuencia de aminoacidos de la protedlisis (por ejemplo, en el plasma), la posibilidad de disefar formas
multiméricas de los péptidos permite modular el tamafio molecular, la velocidad de eliminacién y por lo tanto la vida
media.

Como se mencioné aqui anteriormente, el alcance de la invencion también incluye el uso de un péptido o una
estructura multimérica de acuerdo con la invencion, en aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas.

El alcance de la invencién incluye ademas conjugados en donde la estructura peptidica multimérica o del péptido de
la invencién esta enlazada con un agente de diagndstico (por ejemplo, una molécula detectable para un ensayo in
vivo o in vitro) o un agente terapéutico (por ejemplo, un farmaco antiinflamatorio, un farmaco antitumoral, o un
agente citotoxico capaz de ejercer un efecto citotdxico sobre las células endoteliales activadas, células tumorales o
cualquier otra célula que sea capaz de expresar CD154 en la superficie de la célula tras la activacion) para permitir
la deteccion in vivo o in vitro y para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una cantidad de
enfermedades o trastornos relacionados con la interaccion CD40:CD154. Ejemplos de tales enfermedades o
afecciones son las enfermedades inflamatorias (como por ejemplo, aterosclerosis, enfermedades autoinmunes,
rechazo de trasplantes, inflamaciones asociadas con artritis, dermatitis de contacto, sindrome de hiper-IgE,
enfermedad intestinal inflamatoria, alergias, incluyendo el asma alérgica, la enfermedad inflamatoria idiopatica),
enfermedades tumorales (por ejemplo, leucemia linfocitica crénica), enfermedad de injerto contra huésped. Ejemplos
de enfermedades autoinmunes son el lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (AR), enfermedad de
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Crohn, psoriasis. La estructura multimérica o peptidica o el conjugado de la invencion también es adecuada para el
uso para la induccién de inmunotolerancia.

Los péptidos sintéticos representan un enfoque alternativo para los mAb con el fin de inhibir la interaccion entre las
moléculas. La teoria detras del uso de péptidos sintéticos es que las proteinas solo ejercen sus efectos bioldgicos a
través de pequefas regiones externas, solo unos pocos aminoacidos, los cuales son esenciales para el
funcionamiento del receptor adecuado. Por lo tanto, las secuencias correspondientes a estas regiones se pueden
sintetizar en una versién mas corta, conformacionalmente correcta que retiene los residuos de aminoacidos
esenciales. En esta forma, es posible obtener un péptido corto que reconoce especificamente el sitio activo del
receptor objetivo, pero que es biolégicamente inactivo y que proporciona un impedimento estérico, evitando de este
modo la interaccion entre el receptor y la proteina nativa. La principal ventaja tedrica de tales péptidos, que son
capaces de imitar la interaccién entre el agonista y el receptor, es su tamafio limitado, que los hace facilmente
solubles en agua y no inmunogénicos, lo que les permite ser administrados durante periodos mas largos de tiempo
(Allen S. D. et al., J. Peptide Res. 2005; Ladner R. C. et al., DDT 2004).

Sin embargo, la identificacion de una secuencia de aminoacidos capaz de inhibir de manera efectiva la interaccion
CD40:CD154 no es un resultado obvio. Como se ilustra en forma mas detallada a continuacion, incluso la
modificacién de un unico residuo de aminoacido de la secuencia del péptido de la invencion (SEQ ID NO: 13 o SEQ
ID NO: 6) en realidad se traduce en la pérdida de la capacidad de enlazarse con el sitio activo de CD154 humano vy,
en consecuencia, en la pérdida de la capacidad de inhibicion del péptido.

Como se menciond anteriormente, el péptido de acuerdo con la invencion comprende la secuencia de aminoacidos
designada como la SEQ ID NO: 13 o la secuencia del péptido designada como la SEQ ID NO: 6 en el listado de
secuencias. Dicho péptido muestra una muy alta especificidad de enlazamiento con el sitio activo de CD154
humano. Es capaz de reconocer y enlazarse al sitio activo de CD154 y, como consecuencia, de bloquear
efectivamente el receptor tanto in vivo como in vitro, asi como de inhibir los efectos bioldgicos resultantes de dicha
interaccion. En la siguiente descripcion, el péptido de acuerdo con la invencion que consiste de la SEQ ID NO: 6 se
designara como "péptido 4.10".

Los resultados ilustrados en la siguiente seccidon experimental, muestran que el péptido 4.10 de la invencién es
capaz de prevenir la activacion de CD40 en las células B inducidas por la estimulacion con una forma recombinante
soluble de CD154 humano (CD154 humano recombinante soluble, o rhsCD154). La interferencia ejercida sobre la
interaccion CD40:CD154 impide tanto la activacion de las células B como la respuesta inmune resultante. Los
inventores han demostrado que el péptido 4.10 es capaz de inhibir la induccion de otras moléculas coestimuladoras,
tales como CD80 y CD86, en células B, asi como el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas. Ademas, el péptido
4.10 es capaz de bloquear la activacion inducida por rhsCD154 de las células endoteliales in vitro, evaluada como la
capacidad de las células de migrar y formar estructuras de tipo vascular. Tal actividad anti-angiogénica del péptido
4.10 es aun mas evidente in vivo en un modelo de angiogénesis de murido en Matrigel en ratones SCID, que se
describe en mayor detalle mas adelante. Por ultimo, los datos preliminares obtenidos por los inventores muestran
que el péptido 4.10 es capaz de inducir apoptosis drastica en células B de pacientes con LLC.

Se conocen en el estado del arte otros detalles sobre las técnicas de preparacion y administracion de los conjugados
y composiciones farmacéuticas que contienen péptidos cortos; una descripcion detallada de los mismos no es
necesaria en este documento, ya que no seria esencial para la comprension de la invencion.

Como se ilustrard en la seccion experimental siguiente, la presente descripcion ilustra la identificacion de 7
secuencias de aminoacidos que estan especificamente dirigidas contra CD154 humano. En particular, se
seleccionaron y capacitaron siete heptapéptidos ciclicos capaces de enlazar CD154 humano. Se emple6 una
proteina de fusion que comprende el dominio del terminal N de CD154 humano para seleccionar los péptidos. Entre
los siete heptapéptidos seleccionados y caracterizado, el Unico que en realidad demostré ser capaz de inhibir la
interaccion CD40:CD154 es el péptido 4.10 de la invencién. Ademas, se modificd la secuencia de aminoacidos del
péptido 4.10 por mutacién de 1 o 2 residuos de aminoacidos en un intento por seleccionar formas alternativas utiles
para el péptido 4.10. Sin embargo, ninguna de las formas alternativas retuvo la capacidad de inhibir la interaccion
CD40:CD154, ni los efectos biolégicos relacionados con tal interaccion.

La siguiente descripcion detallada se proporciona a modo de ilustracion solamente, con referencia a los dibujos
adjuntos y las tablas que se presentan mas adelante, en donde:

Los histogramas de la figura 1 muestran el enlazamiento de los clones de fagos seleccionados con las células
J558L, que es una linea celular de mieloma de murido transfectada para la expresion de CD154 humano en la
superficie celular. El enlazamiento de los fagos seleccionados con las células se demostré por citometria de flujo,
mediante la incubacion de las células J558L con los fagos y luego con un anticuerpo monoclonal anti-M13. Para
cada condicion experimental, se analizaron 10.000 eventos y los valores son la media y la desviacion estandar de 3
experimentos diferentes. Todos los 12 clones seleccionados se enlazan a las células J558L.
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La Tabla | muestra las secuencias de 7 aminoacidos de los insertos de péptidos obtenidos a partir de los clones de
enlazamiento a CD154 humanos. Los insertos de los clones designados como 4.1, 4.5 y 4.9 se perdieron debido a la
recombinacion, mientras que los insertos de los clones designados como 4.2 y 4.3 y aquellos de los clones
designados como 4.7 y 4.12 probaron ser idénticos.

La Figura 2 representa el enlazamiento de los siete péptidos obtenidos a partir de los clones que se enlazan a
CD154 humano y marcados con una cola de 6 histidinas (-Hisg) a las células CD154" J558L. El enlazamiento de los
péptidos a las células se demostrd por citometria de flujo. Las células se incubaron con cada uno de los péptidos
marcados con -Hisg y luego con un anticuerpo secundario conjugado con ficoeritrina especifico para la cola de Hise.
El histograma de puntos es el control isotdpico, mientras que la linea de color negro es la intensidad del
enlazamiento de los péptidos especificos de CD154 [4.2 = 4.3 = CPSGHTKAC (SEQ ID NO. 1), 4.4 = CGTHSSRIC
(SEQ ID NO. 2), 4.6 = CLGTQNKEC (SEQ ID NO. 3), 4.7 =4.12 = CTPGKPHSC (SEQ ID NO. 4), 4.8 = CKAASANIC
(SEQ ID NO. 5), 4.10 = CLPTRHMAC (SEQ ID NO. 6) y 4.11 = CLSAVHNMC (SEQ ID NO. 7)]. Para cada condicion
experimental, se analizaron 10.000 eventos y los valores son la media y la desviacién estandar de 3 experimentos
diferentes. Todos los péptidos son capaces de enlazarse especificamente al CD154 sobre las células CD154" J558L
y no son capaces de enlazarse a las células de control J558.

La Figura 3A muestra la competencia entre los péptidos anti-CD154 y un anticuerpo conjugado con fluoresceina
anti-CD154 humano especifico para el sitio activo de CD154. Las células de mieloma de murido transfectadas con
CD154 humano, J558L, se incubaron con cada uno de los siete péptidos anti-CD154 etiquetados con una cola de 6
histidinas (-Hiss), y luego con el anticuerpo conjugado con fluoresceina anti-CD154. La capacidad de los péptidos
para competir con el anticuerpo anti-CD154 por el enlazamiento con la molécula de CD154 expresada en la
superficie de las células J558L se evalué por medio de citometria de flujo, como la reduccion en la intensidad de
fluorescencia en comparaciéon con el control positivo representado por las células incubadas Unicamente con el
anticuerpo conjugado con fluoresceina anti-CD154 humano. Es claro a partir de la figura que el péptido 4.10 (SEQ
ID NO. 6) es el Unico que es capaz de competir con el anticuerpo anti-CD154 humano y desplazar significativamente
su enlazamiento. La Figura 3B muestra la comparacion entre el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6) y el péptido 4.10-ala
(SEQ ID NO. 8), que se utiliza como control. La secuencia de aminoacidos del péptido de control difiere de la del
péptido 4.10 en que se reemplaza un residuo de arginina con un residuo de alanina en la posiciéon del aminoacido 5.
El residuo de arginina es claramente esencial, ya que su ausencia trae como resultado la inactivacion completa de la
capacidad del péptido para competir con el anticuerpo conjugado con fluoresceina anti-CD154 por CD154 humano,
como muestra claramente la figura 3B.

Los histogramas de 4A muestran el efecto de los péptidos anti-CD154 y el péptido de control 4.10-ala, en la
activacion de las células B inducidas por la estimulacion con una molécula de CD154 humano recombinante soluble
(rhsCD154). Las células B fueron estimuladas durante 48 horas con rhsCD154 en ausencia y en presencia de un
anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo o uno de los siete péptidos seleccionados. La activacion de las células B
periféricas se evalud por citometria de flujo, como la expresion en la membrana de la moléculas coestimuladoras
CD80 y CD86. Como muestra claramente la figura 4A, la estimulacion de las células B durante 48 horas con CD154
humano soluble (rhsCD154) induce una fuerte expresiéon de CD80 y CD86 en la superficie celular. Por el contrario,
se impide la activacion cuando se utiliza rhsCD154 en combinacién con un anticuerpo anti-CD154 humano de
bloqueo o con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6). Ninguno de los péptidos restantes es capaz de inhibir
significativamente la activacion inducida por rhsCD154 de células B. La Figura 4B muestra los detalles de los
analisis citométricos.

Los graficos de la figura 5A muestran el porcentaje de células B sin procesar que experimentan un cambio de isotipo
y que expresan IgG, bajo condicion basal sin estimulacién, después de la estimulacion durante 72 horas con IL-4 y
CD154, después de la estimulacion durante 72 horas con IL-4 y CD154 en combinacién con un anticuerpo anti-
CD154 humano de bloqueo, o después de la estimulacion durante 72 horas con IL-4 y CD154 en combinacion con el
péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), respectivamente. El péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), al igual que el anticuerpo anti-
CD154, es capaz de inhibir fuertemente la conmutacion de isotipo de las inmunoglobulinas inducidas por la
estimulacién con IL-4 y rhsCD154. La Figura 5B muestra los detalles del analisis citométrico.

La Figura 6 muestra los efectos de la estimulacién inducida por CD154 sobre la motilidad de HUVEC (las HUVEC =
células endoteliales de la vena umbilical humana) en ausencia o en presencia del péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), o del
péptido de control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8), o de un anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo. En particular, la
figura 6A muestra la cinética en el transcurso del tiempo de la migracion de células en diversas condiciones
experimentales durante un periodo de 4 horas; la figura 6B muestra las diferencias observadas en la velocidad de
migracion de las células después de estimulacion durante 30 minutos bajo las condiciones experimentales
mencionadas anteriormente; la figura 6C muestra imagenes representativas del analisis con el transcurso del
tiempo. El péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), en forma contraria al péptido 4.10-ala de control (SEQ ID NO. 8), inhibe la
motilidad inducida por rhsCD154 de las células endoteliales.

La Figura 7A muestra la capacidad de las HUVEC sembradas en Matrigel para formar lineas de células de tipo
vascular bajo condiciones basales sin estimulacion o después de estimulacion con rhsCD154 en presencia /
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ausencia de un anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo, o del péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), o del péptido de
control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8). Las Figuras 7B - F muestran imagenes representativas de la capacidad para la
formacion de lineas de células en Matrigel bajo las diferentes condiciones experimentales mencionadas
anteriormente (B = control no estimulado; C = rhsCD154, D = rhsCD154 + péptido 4.10; E = rhsCD154 + péptido
4.10-ala; F = rhsCD154 + anticuerpo anti-CD154 de bloqueo). El péptido 4.10 de la invencién (SEQ ID NO. 6),
contrario al péptido de control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8), inhibe la capacidad inducida por rhsCD154 de las células
endoteliales de formar lineas de células.

La Figura 8 muestra el efecto in vivo de la estimulacién inducida por rhsCD154 en presencia / ausencia del péptido
4.10 (SEQ ID NO. 6), en células HUVEC endoteliales inoculadas por via subcutanea en la cadera de ratones SCID
en combinacion con 250 pl de Matrigel. Siete dias después de la inoculacion, los ratones fueron sacrificados y se
tomaron los injertos, se fijaron en soluciéon de formalina al 10%, se embebieron en parafina y se prepararon para el
analisis histologico. La Figura 8A muestra la cuantificacion, en secciones histoldgicas tefiidas con hematoxilina-
eosina, de la region vascularizada en condiciones basales y bajo las demas condiciones experimentales
mencionadas anteriormente. Figuras 8B y 8C son dos imagenes representativas de la angiogénesis obtenidas tras la
estimulacién de las células endoteliales con rhsCD154 solo o con rhsCD154 en combinacion con el péptido 4.10
(SEQ ID NO. 6), respectivamente. Se utilizaron seis ratones SCID para cada condicion experimental. El péptido 4.10
inhibe completamente la angiogénesis inducida por rhsCD154 in vivo.

La Figura 9 muestra la capacidad del péptido 4.10 de la invencién (SEQ ID NO. 6) de inhibir la supervivencia de las
células de CLL inducidas por la estimulacion de IL-4.

La Figura 10 muestra la agregacion plaquetaria humana tras la estimulacion solo con ADP 0,5 uM o la estimulacion
con ADP 0,5 pM precedido por la estimulacion durante 10 minutos a 37° C con rhsCD154, o rhsCD154 en
combinacion con el péptido 4,10 (SEQ ID NO. 6), o rhsCD154 en combinacion con un inmunocomplejo que consiste
de rhsCD154 y un anticuerpo anti-CD154 humano. La agregacion de plaquetas se midié con un agregémetro, como
el aumento de la transmisién de la luz en comparacién con el control. El cebado de plaquetas humanas con el
anticuerpo anti-CD154 humano en combinacion con rhsCD154 aumenta la agregacion de plaquetas después de la
estimulacion con ADP 0,5 uM. En contraste, rhsCD154 solo o en combinacion con el péptido 4.10, no afecta los
niveles de agregacion de plaquetas inducido tras la estimulacion con ADP 0,5 uM. Estos resultados muestran que la
interaccion entre el péptido 4.10 de la invencion (SEQ ID NO. 6) y la molécula de CD154 no induce agregacion
plaquetaria, que por el contrario, es inducida por la interaccién con el anticuerpo anti-CD154.

La siguiente seccion experimental se proporciona sélo a modo de ilustracién y no pretende limitar el alcance de la
invencién como se define por medio de las reivindicaciones adjuntas.

Seccion experimental

A lo largo de este estudio, se us6 una biblioteca de péptidos expresados en fagos M13 que consisten de un panel de
secuencias de péptidos (variabilidad de péptidos < 10”) de 7 residuos de aminoacidos con 2 cisteinas que flanquean
en ambos extremos que permiten la ciclacion por enlaces disulfuro, genéticamente fusionada a la proteina de la
capside del fago plll y expresada al azar en la superficie del fago. Se cribé la biblioteca de fagos por medio del
modelo in vitro de biocribado desarrollado por los presentes inventores a partir de un modelo previamente conocido
(Hetian L. et al., J. Biol. Chem. 2002). Se incubaron los fagos (1x10'" CFU en 200 ul de TBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente con CD154 humano recombinante, previamente adherido a una placa. Se lavaron los fagos
varias veces con TBS-T para remover los fagos no especificos no enlazados a CD154, los fagos enlazados a CD154
se recolectaron mediante elucion con 100 ul de glicina 0,2 M, pH 2,2, se neutralizé después de 10 minutos con 15 pl
de Tris-HCI 1 M, pH 9,1. El numero de fagos se evaluo por titulacion, afiadiendo diluciones en serie del eluato a las
células huésped ER2738 de Escherichia coli resistentes a la tetraciclina (New England Biolabs, Hitchin, Reino Unido)
en agar LB (7 g / litro de agarosa, 1 g de MgCl,.6H,0O, Sigma), y siembra en placa sobre agar LB IPTG/X-Gal en
presencia de tetraciclina (Kramel Biotech, Cramlington, Reino Unido). Después de la incubacién durante 12 horas a
37° C, se hizo un recuento del numero de colonias de fagos, visibles en la placa en forma de placas azules. Se
amplificaron los fagos eluidos mediante el cultivo de los fagos en placas de agar LB IPTG/X-Gal en presencia de
tetraciclina y se recogieron y precipitaron por centrifugacion en polietilén glicol 8,000 al 3,3%/ NaCl 0,4 M (Sigma).
Se titularon luego los fagos, como se describié anteriormente, y se incubaron nuevamente en una placa nueva
recubierta con CD154 humano recombinante. El proceso de seleccion y amplificacion se repitié cuatro veces para
enriquecer la biblioteca de clones de fagos especificos de CD154 humanos. Después de la cuarta ronda de
amplificacion, se seleccionaron al azar 12 clones de fago, se expandieron individualmente y se analizaron por su
capacidad para reconocer CD154 que se expresa en la superficie celular. El enlazamiento especifico de los clones
individuales seleccionados se demostréd in vitro por citometria de flujo, utilizando una linea celular de mieloma de
murido transfectada para la expresion de CD154 humano, denominada como J558L, como la linea celular de
referencia. El enlazamiento de los fagos (1011 cfu) a células J558L, después de incubaciéon durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se detectd por citometria de flujo, por medio de inmunofluorescencia indirecta incubando las
células con anticuerpo monoclonal contra la proteina del fago M13 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y posteriormente
con un anticuerpo conjugado con ficoeritrina anti-ratén (Sigma). Como se muestra en la figura 1, todos los 12 clones
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de fagos fueron capaces de enlazar especificamente células que expresan CD154 humanos (J558L), pero no se
enlazaron a las células de control negativo de CD154 (J558).

Por medio de la secuenciacion del inserto de péptidos de los 12 clones de fagos, se obtuvieron las 7 secuencias
diferentes que figuran en la tabla |. Los péptidos se sintetizaron y conjugaron con biotina (bio-) o con una cola de 6
histidinas (-hise) a fin de permitir la localizacién in vitro e in vivo. Del mismo modo, se demostré el enlazamiento de
los péptidos con las células J558L por citometria de flujo incubando las células durante 30 minutos a temperatura
ambiente con los péptidos marcados con -hiss (péptidos -hisg -60 pM) y posteriormente durante 30 minutos a 4° C
con un anticuerpo conjugado anti-poli histidina-ficoeritrina (Sigma). Todos los siete péptidos seleccionados
mostraron buena afinidad hacia las células CD154" J558L, aunque no se enlazaron a las células de control J558
(figura 2). Ademas, se llevé a cabo un ensayo de competicion entre los péptidos y un anticuerpo conjugado con
fluoresceina - anti-CD154 humano (Serotec) que reconocen especificamente el sitio activo de CD154. Se incubaron
las células J558L se incubaron con los péptidos hise durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego con
anticuerpo conjugado con fluoresceina - anti-CD154 humano durante otros 30 minutos a temperatura ambiente. La
Figura 3A muestra que el péptido 4.10 es el Unico que es capaz de inhibir significativamente la interaccién entre el
anticuerpo conjugado con fluoresceina - anti-CD154 humano y las células J558L. Con el fin de identificar los
residuos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del péptido 4.10 que son esenciales para el enlazamiento
con CD154, se sintetizaron tres péptidos diferentes, cada uno portando una mutacién puntual, cuyas secuencias de
aminoacidos difieren de la del péptido 4.10 por reemplazo de los residuos de aminoacidos en las posiciones 4, 5, 6,
respectivamente, con un residuo de alanina.

Los péptidos mutados no eran capaces de reconocer CD154 humano expresado en la superficie de las células
J558L (datos no mostrados). El péptido menos reactivo, que tiene la secuencia de aminoacidos CLPTAHMAC (SEQ
ID No. 8), denominado como 4.10-ala, fue seleccionado como el péptido de control (figura 3B).

Se obtuvieron resultados similares con los cuatro péptidos modificados 4.101, 4.102, 4.103 y 4.104 que tienen las
secuencias de aminodcidos ilustradas en la tabla Il. Ninguno de estos péptidos demostré ser capaz de enlazarse a
CD154 humano expresado en la superficie de las células CD154" J558L (datos no mostrados).

Las células B son conocidas por expresar constitutivamente la molécula CD40 en la membrana de las células (van
Kooten C. et al., J. Leukoc. Biol. 2000). La estimulacion de CD40 por las células T activadas que expresan CD154,
da como resultado la activacion, proliferacion y cambio de isotipo de las células B. Los inventores emplearon células
B aisladas de sangre entera periférica de donantes sanos mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll y
separacion inmunomagnética (MACS Systems Milteniy). Las células B inactivas obtenidas de este modo, se
estimularon luego con una forma soluble de CD154 humano recombinante (rhsCD154) para inducir la activacién y
expresion de las moléculas co-estimuladoras CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) en la membrana celular. Después de la
estimulacion durante 48 horas con rhsCD154 (100 ng / ml) se observé un aumento drastico en la expresién en la
membrana de CD80 y CD86 en la superficie celular de las células B periféricas. La expresion se incrementé en un
300% y 274%, respectivamente, en comparacion con los niveles basales. En contraste, la incubacion previa durante
15 minutos a 37° C de rhsCD154 (100 ng / ml) con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), antes de la estimulacion de
linfocitos, bloqued la estimulacién de las células B y la expresion relacionada de CD80 y CD86. El efecto inhibitorio
del péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6) alcanzé su punto maximo a la concentracién de 60 uM, con una reduccion en la
expresion de CD80 y CD86 hasta 107% y 130%, respectivamente (figuras 4A y 4B). Fue posible observar tal efecto
incluso a concentraciones mas bajas (30 uM). En contraste, la incubacion previa de rhsCD154 (100 ng / ml) con los
otros péptidos, a la misma concentracion (60 uM), no afectd significativamente la expresion de CD80 y CD86
inducida por la estimulacion con rhsCD154. A concentraciones mas altas (250 uM) también los péptidos 4.6 (SEQ ID
NO. 3) y 4.11 (SEQ ID NO. 7) mostraron inhibicién de la activaciéon de las células B: en particular, el péptido 4.6
(SEQ ID NO. 3) redujo la expresién de CD80 en 117% vy la expresion de CD86 en 122%, mientras que el efecto del
péptido 4.11 (SEQ ID NO. 7) no fue reproducible de forma estable. En contraste, la incubacién previa de rhsCD154
(100 ng / ml) con el péptido de control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8), incluso a una concentracién de 250 puM, ni afecto la
la expresiéon de CD80 y CD86 inducida por la estimulacion con rhsCD154, ni se redujo significativamente la
activacion de las células B, ni redujo los niveles de expresion de CD80 y CD86 (figura 4A). Como control de bloqueo,
se incubd previamente rhsCD154 (100 ng / ml) en todos los experimentos llevados a cabo, antes de la estimulacion
de las células B, con un anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo (Alexis) durante 15 minutos a 37° C, lo que
inhibié completamente la activacion de células B mediada por CD40 y redujo la expresion de CD80 y CD86 a niveles
basales (figuras 4A y 4B). Los resultados son la media + la desviacion estandar de cinco experimentos diferentes. Se
obtuvieron resultados similares también con células B aisladas a partir de fragmentos de bazo humano. Ademas, en
otros experimentos llevados a cabo en una poblacion de células B sin procesar, se demostrd que el péptido 4.10 era
efectivo para inhibir el cambio de isotipo mediado por CD40 de células B Igs. Estos experimentos se llevaron a cabo
en células B sin procesar CD27", obtenidas a partir de sangre periférica por seleccion negativa, por agotamiento de
los linfocitos maduros de la reserva de células B mediante separacion inmunomagnética (MACS Systems Milteniy).
Los inventores demostraron que cuando las células B sin procesar se cultivan durante 96 horas en DMEM bajo en
glucosa (Sigma) en presencia de IL-4 (0,4 ng / ml) y rhsCD154 (100 ng / ml), se indujo un aumento significativo
(25%) en el numero de células B que expresan IgG en la membrana. En contraste, s6lo una proporcion muy baja de
células B estimuladas con IL-4 (0,4 ng / ml) y rhsCD154 (100 ng / ml) en combinacién con el péptido 4.10 (SEQ ID
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NO. 6), experimentd cambio de isotipo (figuras 5A y 5B). Del mismo modo, la estimulacion de células B sin procesar
con IL-4 (0,4 ng / ml) y rhsCD154 (100 ng / ml) en combinacion con el anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo no
indujo el cambio de isotipo (figuras 5A y 5B).

Se sabe que un proceso inflamatorio, una vez activado, puede ser preservado por las células fuera del sistema
inmunitario que expresan receptores particulares o moléculas co-estimuladoras de linfocitos, tales como CD40 y su
ligando CD154, tales como por ejemplo, células endoteliales de la pared vascular. Por lo tanto, los inventores
demostraron que el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), ademas de inhibir la estimulacion de linfocitos y / o la maduracion,
es capaz de limitar la inflamacion bloqueando la estimulacion de la molécula CD40 expresada en la superficie celular
de las células endoteliales. Los inventores de hecho demostraron que el efecto pro-angiogénico, evaluado in vitro
tanto como la migracién de células individuales y como su capacidad para formar lineas de células de tipo vascular
en la matriz basal (Matrigel), inducida por estimulacion de CD40 endotelial mediante la administracion de rhsCD154
(100 ng / ml), fue inhibido por incubacién previa de rhsCD154 (100 ng / ml) durante 15 minutos a 37° C con el
péptido 4.10 anti-CD154 (SEQ ID NO. 6) de la invencion. En particular, los experimentos de mlgra0|on celular se
llevaron a cabo con células HUVEC sembradas en placas sobre gelatina con una densidad de 4 x 10° en medio
completo de células endoteliales en presencia de 20% de suero. Al dia siguiente, se reemplazé el medio endotelial
con DMEM de bajo nivel de glucosa (Sigma) con una concentracion reducida de suero (5%), en presencia o en
ausencia de rhsCD154 (100 ng / ml).

Por otra parte, con el fin de evaluar el efecto inhibidor, se incub6 previamente rhsCD154 (100 ng / ml) durante 15
minutos a 37° C con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), o con el péptido de control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8), o con un
anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo. Se observaron luego los matraces con un aumento de 10 veces durante
un periodo de 4 horas bajo un microscopio invertido de contraste de fase equipado con una camara termostatica
(aproximadamente a 37° C). Se fotografiaron las células con una camara conectada al microscopio, durante todo el
periodo de tiempo de 4 horas a intervalos regulares de 15 minutos cada vez. La velocidad de migracion de cada una
de las células se calculé con base en la posicion del nucleo de cada célula individual en cada marco individual,
usando un software de analisis de imagenes y, como resultado, se calculé la velocidad promedio de migracion de las
células (+ desviacion estandar) para cada condicion experimental. Como se muestra en las figuras 6A y 6B, la
estimulacion de CD40 endotelial por rhsCD154 (100 ng / ml) indujo un aumento de la movilidad basal de células (que
siempre fue inferior a 12 ym / h) de aproximadamente 350% (42 ym / h), mientras que la incubacion previa de
rhsCD154 (100 ng / ml) durante 15 minutos a 37° C con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), asi como la incubacion
previa con el anticuerpo anti-CD154 humano de bloqueo, redujo drasticamente la movilidad de las células hacia los
niveles basales. En contraste, el péptido 4.10-ala de control (SEQ ID NO. 8) no afect6 a la estimulacion de CD40
endotelial (figuras 6A, 6B, 6C). Como una confirmacion adicional de la capacidad del péptido 4.10 para eV|tar la
estimulacion de CD40 endotelial humana por rhsCD154 (100 ng / ml), se sometieron las HUVEC (3,5 X 10* ) a un
ensayo de angiogénesis in vitro. Se sembraron en placa las HUVEC en una matriz tumoral (Matrigel, BD) capaz de
promover la formacion de una organizacion super celular, en un medio basal RPMI suplementado con 5% de suero.
Tras la incubacion a 37° C en 5% de CO; durante 4 horas, se observaron las células bajo un microscopio invertido
de contraste de fases. Las figuras 7A y 7C muestran que la estimulacion con rhsCD154 (100 ng / ml) indujo, ya
después de 4 horas, la formacion de una red endotelial compleja, mientras que la incubacién previa de rhsCD154
(100 ng / ml) durante 15 minutos a 37° C con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), asi como con el anticuerpo anti-CD154
humano de bloqueo, una estimulacién completamente anulada (figuras 7A, 7D y 7F). Por el contrario, la incubacion
previa de rhsCD154 (100 ng / ml) durante 15 minutos a 37° C con péptido de control 4.10-ala (SEQ ID NO. 8), no
afecto la capacidad de las células para formar lineas de células de tipo vascular (figura 7E). Los otros péptidos anti-
CD154 humanos, tales como 4.6 (SEQ ID NO. 3) y 4.11 (SEQ ID NO. 7), que no se enlazan especificamente al sitio
activo, no fueron capaces de reducir significativamente la estimulacion de CD40 endotelial (datos no mostrados).

Por ultimo, se analizé el efecto anti- anglogenlco del péptido 4.10 en un ensayo de angiogénesis in vivo. Se
mezclaron células HUVEC endoteliales (2 X 10° ), resuspendidas en 200 pl de solucion de HANK, con 500 pl de
Matrigel en forma liquida que contiene rhsCD154 (100 ng / ml), y se inocularon por via subcutanea en ratones SCID
en el lado derecho e izquierdo de la cadera, en presencia y en ausencia de péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6),
respectivamente. Después de 6 dias, se sacrificaron los ratones y se recuperaron los tapones de Matrigel y se los
fijo6 en solucion de formalina al 10% durante al menos 24 horas, después se procesaron para el analisis
inmunohistoquimico. Las secciones histolégicas tefiidas con hematoxilina-eosina de injertos de HUVEC y rhsCD154
mostraron una fuerte angiogénesis (figuras 8A y 8B), que fue inhibida significativamente o estaba completamente
ausente en indculos en los cuales se incub6 previamente sCD154 con el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6), en donde la
mayoria de las células habian experimentado apoptosis (figuras 8A y 8C).

El péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6) también demostrd ser capaz de inhibir la supervivencia de células tumorales de LLC
obtenidas in vivo por medio del cultivo en presencia de IL-4. La resistencia a la apoptosis y la supervivencia
mejorada de las células de LLC se cree que son las responsables de la expansion in vivo de estas células tumorales
en pacientes con leucemia linfocitica crénica. Estos resultados indican que la interaccion entre CD40 y su ligando
CD154 es importante para la estimulacion de la supervivencia de las células LLC y que la inhibicion de la interaccion
CD40:CD154 con un péptido que es capaz de reconocer el sitio activo de CD154 puede inhibir la supervivencia de
estas células (figura 9). Por ultimo, una de las principales ventajas del péptido 4.10 péptido es su falta de reactividad
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frente a las plaquetas humanas. Se sabe que en el pasado, se descontinuaron repentinamente una serie de ensayos
clinicos llevados a cabo para probar los anticuerpos monoclonales anti-CD154 prometedores debido a los efectos
secundarios protromboéticos dramaticos (Kelsoe G. et al., J. Clin. Invest. 2003). La hipotesis es que los anticuerpos
anti-CD154 habian provocado una reaccion cruzada en la superficie de las plaquetas humanas que expresan el
receptor para la fraccion de inmunoglobulina Fc (FcR) y, después de la activacion, la molécula CD154. Por lo tanto,
los inventores evaluaron el efecto del péptido 4.10 sobre las plaquetas, por medio de un ensayo de agregacion
plaquetaria. Tales experimentos se llevaron a cabo por medio del uso de un agregémetro termostatico, equipado con
un agitador magnético y un medidor de densidad optica en tiempo real. Se evalud la agregaciéon de plagquetas como
el cambio en la densidad 6ptica en comparacion con la muestra de referencia (blanco). Los experimentos se llevaron
a cabo sobre las plaquetas extraidas de la sangre entera periférica de donantes sanos recogidas en tubos que
contenian 5U/ml de heparina. En particular, se obtuvo el plasma enriquecido en plaquetas (PRP), por centrifugacion
de la sangre entera a 900 rpm durante 20 minutos, mientras que el plasma pobre en plaquetas (PPP), que se utiliza
como la muestra de referencia, se obtuvo recogiendo el sobrenadante después de otra centrifugacién a 3000 rpm
durante 10 minutos. Como se demostré anteriormente por Langer (Langer F. et al., Thromb. Haemost. 2005), el
cebado de las plaquetas por incubacion durante 10 minutos a 37° C con inmunocomplejos que consisten de CD154
soluble recombinante humano y el anticuerpo monoclonal anti-CD154 mejoraron la agregacién plaquetaria inducida
por estimulacién posterior con ADP 0,5 uM (Figura 10). Por el contrario, el cebado con CD154 solo o en combinacion
con el péptido 4.10 (60 uM) no mejoré la agregacion plaquetaria inducida por estimulaciéon con ADP 0,5 pyM (Figura
10). Se obtuvieron resultados similares induciendo agregacion plaquetaria con 0,3 U / ml de trombina.

Dado que las células endoteliales con frecuencia expresan CD40 en su superficie, especialmente en el sitio de la
inflamacion, y puesto que la angiogénesis puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de varios
procesos y enfermedades inflamatorias, las propiedades ilustradas anteriormente del péptido 4.10 de la invencion
vuelve a dicho péptido una molécula muy prometedora para el desarrollo de enfoques antiinflamatorios potenciales.
Ademas, el efecto inhibidor ejercido por el péptido 4.10 (SEQ ID NO. 6) en la activacion de linfocitos, proporciona un
uso potencial de esta molécula como una terapia inmunosupresora destinada a trasplantes o a enfermedades
tumorales en las que la proliferacion de células tumorales es ayudada por el efecto anti-apoptético resultante de la
estimulacion de CD40, tales como por ejemplo en la leucemia linfocitica crénica (LLC).

Tabla 1
Clon Secuencia SEQ ID NO:
4.1 - -
42=43 CPSGHTKAC 1
44 CGTHSSRIC 2
4.5 - -
4.6 CLGTQNKEC 3
4.7=4.12 CTPGKPHSC 4
4.8 CKAASANIC 5
4.9 - -
4.10 CLPTRHMAC(*) 6
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(continuacién)

Clon Secuencia SEQ ID NO:

4.1 CLSAVHNMC 7

(*) péptido de acuerdo con la invencion

Tabla Il
Clon Secuencia SEQ ID NO:
4.10-ala | CLPTAHMAC 8
4.101 CIPTRHMAC 9
4102 | CLPSRHMAC 10
4.103 CIPTRHMVC 11
4.104 | CLPTRWMAC 12

Listado de secuencias

<110> FRESENIUS MEDICAL CARE DEUTSCHLAND GMBH

<120> Péptido sintético que se enlaza con CD154 humano y usos del mismo
<130> PC862EC

<160> 13

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13
<400> 1

Eys Pro ser Gly Igis Thr Lys ala Cys

<210> 2
<211>9

<212> PRT
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<213> artificial

<220>

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13
<400> 2

Eys Gly Thr His ?er ser Arg Ile Cys

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13
<400> 3

Cys Leu Gly Thr lé'ln Asn Lys Glu Cys
1

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13
<400> 4

Cys Thr Pra Gly Lys Pro His Ser Cys
1 5

<210> 5

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13
<400> 5

Cys Lys Ala Ala Ser Ala Asn Ile Cys
1 5
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<212> PRT

<213> artificial

<220>

ES 2436427 T3

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13

<400> 6

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

Cys Leu Pro Thr Arg His Met Ala Cys
1 5

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13

<400>7

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

Cys Leu ser Ala val His Asn Met Cys
1 5

<223> Seleccionada al azar a partir de una biblioteca de péptidos expresada en fagos M13

<400> 8

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

Cys Leu Pro Thr Ala His Met Ala Cys
1 5
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<223> modificaciéon de la SEQ ID NO: 6
<400> 9

Eys Ile Pro Thr ;;rg His Met Ala Cys

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> modificacion de la SEQ ID NO: 6
<400> 10

Cys Leu Pro Ser §rg His Met Ala Cys
1

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> modificacion de la SEQ ID NO: 6
<400> 11

Cys Ile Pro Thr Arg His Met val Cys
1 5

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> modificada a partir de la SEQ ID NO: 6
<400> 12

Cys Leu Pro Thr Arg Trp Met Ala Cys
1 5

<210> 13
<211>7

13
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<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> modificada a partir de la SEQ ID NO: 6

<400> 13

Leu Pro Thr Arg His Met Ala
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido capaz de enlazarse selectivamente al sitio activo del receptor de CD154 y capaz de inhibir la
interaccion CD40:CD154, que comprende la secuencia de siete aminoacidos de enlazamiento de CD154 SEQ ID
NO: 13.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que es de 7 a 30 aminoacidos de longitud.

3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la secuencia de aminoacidos de enlazamiento de
CD154 SEQ ID NO. 13 esta flanqueada por 1 cisteina en cada extremo de la secuencia, proporcionando de este
modo la secuencia de nueve aminoacidos SEQ ID NO: 6.

4. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 3, que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6.

5. Una estructura multimérica que comprende una pluralidad de copias del péptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. La estructura multimérica de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde cada una de las copias del péptido de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 esta enlazada con al menos otra copia por medio de al menos
un espaciador de aminoacidos.

7. La estructura multimérica de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el espaciador de aminoacidos es un
residuo de Gly (G).

8. La estructura multimérica de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende un nucleo de aminoacidos al cual
esta directa o indirectamente enlazado cada una de las copias del péptido, en donde el nucleo de aminoacidos se
compone de una pluralidad de residuos de Lys (K).

9. Un conjugado que comprende al menos un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o al
menos una estructura multimérica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, conjugado con una
molécula seleccionada del grupo que consiste de biomoléculas, agentes de diagndstico y agentes terapéuticos.

10. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el agente terapéutico es un agente antiinflamatorio,
inmunosupresor, inmunomodulador o anti-tumoral.

11. El péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la estructura multimérica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, para uso como un medicamento.

12. El uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una estructura multimérica de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad o trastorno relacionado con la interaccion CD40:CD154.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la enfermedad o el trastorno es inflamacion.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la inflamacion es una enfermedad inflamatoria
seleccionada entre aterosclerosis, enfermedades autoinmunes, rechazo de trasplantes.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la enfermedad es una enfermedad tumoral.

16. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 o una estructura multimérica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, y un
vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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