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DESCRIPCION
Péptidos que modulan la actividad del IGF y sus aplicaciones
La invencion se refiere a los péptidos moduladores del IGF-1
Antecedentes de la técnica

El proceso canceroso, que se traduce en una proliferacion celular descontrolada, es a menudo la expresion de una
sobreexpresion de factores de crecimiento y/o de sus receptores en una misma célula (Moyse et al. 1985, Cassoni et
al. 2006, Hanahan et al. 2000).

Numerosos factores, que actian en red, son responsables de la progresion del ciclo celular y de la proliferacion
celular. En particular, un grupo de estos factores, denominados de «crecimiento», estan representados por péptidos
capaces de estimular la entrada en fase S y, al final, la division celular. Es el caso de los IGF (factores de
crecimiento insulinicos) (Pardee 1989, Cross et al. 1991).

El IGF-1, en particular, que se sintetiza después de una estimulacion de la hormona de crecimiento (GH, por growth
hormone), actia como una hormona endocrina €, igualmente, se puede considerar la verdadera hormona de
crecimiento (Laron, 2001). Al actuar tanto de acuerdo con un mecanismo tanto paracrino como autocrino, esta
hormona tiene una funcién importante en los nifios, en los que estimula el crecimiento, mientras que en los adultos
hace aumentar el anabolismo.

El receptor especifico de esta hormona (IGF-1R) se expresa en numerosos tipos celulares diferentes y, por
consiguiente, muchos tejidos del organismo dependen de la accion del IGF-1: se pueden citar el higado, los rifiones,
el pulmén, los musculos, el tejido 6seo y el cartilago, pero también el tejido nervioso. Por otra parte, el IGF-1 tiene
efectos cercanos a los de la insulina porque se puede fijar —con una actividad débil— al del receptor de la insulina,
regula el desarrollo de las células nerviosas y regula la sintesis del ADN.

La fijacion del IGF-1 al receptor induce una sefial intracelular que estimula el crecimiento y la proliferacion celular
(Perona, 2006). Esta actividad hace del IGF-1 a la vez un potente inhibidor de la apoptosis (muerte celular
programada) y un activador de la sintesis proteica (Yanochko et al. 2006, Colon et al. 2007, Inoue et al. 2005).
Finalmente, en algunas condiciones, el IGF-1 puede tener la doble funcién de inductor de la apoptosis y de
estimulador de la proliferacion celular (Fu et al. 2007, Rabinovsky, 2004a).

La red de sefalizacion del IGF desempefia una funcion crucial en la progresion tumoral, incluso en el fenémeno
metastasico (Hofmann et al. 2005) y en numerosos trabajos tanto experimentales como epidemioldgicos se tiende a
establecer una correlacion significativa entre una tasa importante de IGF-1 y/o de su receptor y el aumento del
riesgo, es decir, el establecimiento de una proliferacion cancerosa (Vella et al. 2001, Talapatra et al. 2001, Kucab et
al. 2003, Kambhampati et al. 2005, Bjorndahl et al. 2005, Gennigens et al. 2006, Velcheti et al. 2006, Yanochko et al.
2006, Sisci et al. 2007, Samani et al. 2007). De una manera general, esta bien establecida la funcion del eje GH/IGF-
1 en la oncogénesis y sobre todo en la estimulacion de la progresiéon tumoral, como demuestran numerosos trabajos
epidemioldgicos y un estudio muy reciente que muestra que una deficiencia congénita del IGF-1 parece proteger
frente al desarrollo de un cancer (Sheva et al. 2007).

Los estudios clinicos con moléculas inhibidoras de la actividad de IGF demuestran el gran interés que puede tener
su utilizacion en los diferentes tipos de cancer, su efecto terapéutico cuando actua en sinergia con la quimioterapia y
la irradiacion (Min et al. 2005, Carmiraud et al. 2005, Chinnavian et al. 2006, Wu et al. 2006, Deutsh et al. 2005,
Warshamana-Greene et al. 2005). El IGF-1, al ser un mediador de la hormona de crecimiento, su produccion puede
ser retrasada o inhibida por la somatostatina antes de producir la hormona de crecimiento (GH).

La somatostatina (hormona inhibidora de la liberacion la somatotropina, o SRIF por su nombre en inglés), secretada
desde el hipotalamo, es un antagonista natural de la GHRH (neuropéptido que estimula la sintesis de la GH). En
particular, al inhibir la GH, la SRIF inhibe la sintesis del IGF-1. Pero la SRIF tiene también una accién periférica,
especialmente al actuar como una hormona digestiva que inhibe, por ejemplo, la secrecion de las hormonas
gastrointestinales y pancreaticas.

La capacidad que tienen la SRIF y sus analogos sintéticos para inhibir la proliferacion celular y para desencadenar la
muerte celular mediante mecanismos indirectos o directos se aprovecha en numerosos protocolos terapéuticos
dirigidos contra diferentes tipos de canceres en la medicina clinica humana. Ademas, la SRIF es capaz de inhibir la
angiogénesis, lo que representa un interés potencial en la medicina clinica para el control indirecto del crecimiento
de los tumores (Ferjoux et al. 2000). En efecto, los tumores se alimentan por la neovascularizacion (angiogénesis), o
los analogos de la SRIF, que inhiben la proliferacion celular, tienen de igual forma un efecto indirecto sobre la
secrecion de los factores de crecimiento, tal como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, por
vascular endothelial growth factor), a la vez que reduce la quimiotaxia de los monocitos (Dasgupta 2004, Garcia de
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la Torre et al. 2002).

Sin embargo, la utilizacién de los analogos de la SRIF sélo es posible en los canceres que expresan los receptores
de la SRIF. De esta forma, la eficacia de los analogos de la SRIF utilizados en la medicina clinica sélo se ha
demostrado explicitamente en el tratamiento de los tumores neuroendocrinos, gastroenteropancreaticos, del
cerebro, de la mama, de la prostata y del pulmén (Ferjoux et al. 2000). Por otra parte, no hay que olvidar que la tasa
y el perfil de expresion de los receptores de la SRIF varia enormemente entre los diferentes carcinomas.

Se han propuesto moléculas analogas de la somatostatina, inhibidoras del «sistema IGF» (Pawlikoski M. et al.
2004). Se trata especialmente del BIM 23A387, de la octreotida y de la lanreotida (dos péptidos octaméricos). Estas
moléculas modulan la expresion del receptor o de su ligando, y son candidatos interesantes para el tratamiento de
los diferentes tipos de cancer y de la acromegalia. Otro ejemplo, el ligando biespecifico y sintético BIM-23244 (Rani
C. 2004, Rani C. 2006, Pandit A. 2008) es capaz de inhibir la secrecién de la hormona de crecimiento en los
adenomas somatétropos.

Compendio de la invencion

Los inventores proponen ahora nuevos péptidos capaces de modular los efectos del IGF-1. Estos péptidos
comprenden la secuencia de 20 a 24 aminoacidos (I) que viene a continuacion:

Pa—X1 —Phe—Trp—Xg—X3—Pb (|) (SEQ ID n.° 1)

en la que:

- P4 representa una secuencia que comprende de 10 a 12 aminoacidos elegida entre las secuencias:
Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ |D NO: 3)
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4)
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5)

- X4 es un resto de lisina, arginina o histidina;
- X2 es un resto de treonina o lisina;
- X3 es un resto de aspartato o glutamato; y

- Py representa una secuencia que comprende de 5 a 7 aminoacidos elegida entre las secuencias:

Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6)

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7)

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8)
Asimismo se incluye en la invencién un péptido resistente a la protedlisis derivado de la secuencia (I) por
modificacion del extremo amino en forma de acetilo, y/o del extremo carboxilo en forma de un grupo amida y/o de al
menos un enlace peptidico modificado y reemplazado por un enlace (CH2-NH), un enlace (NH-CO), un enlace (CHz-
0), un enlace (CH2-S), un enlace (CH2-CH>), un enlace (CO-CH), un enlace (CHOH-CH), un enlace (N-N), un
enlace alqueno-E o incluso un enlace (CH=CH), o un péptido homdlogo definido por derivarse de la secuencia (1)

mediante una o varias sustituciones conservativas y que presentan mas del 80% de los aminoacidos idénticos a los
de la secuencia (I).

Estos péptidos son utiles para modular, preferiblemente para estimular, una proliferacién celular in vitro.

La invencion tiene asimismo por objeto una composicion farmacéutica que comprende al menos tal péptido como
principio activo, asociado a uno o varios excipientes fisioldgicamente aceptables.

La presente invencion también tiene por objeto un péptido, tal como el definido aqui, para una utilizaciéon como
medicamento.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones
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La terminologia «modulacién» se refiere a una actividad inhibidora y/o activadora de los péptidos de la invencion
sobre las funciones del IGF-1.

Por «inhibicién» se entiende todo efecto inhibidor de la sintesis del IGF-1 y/o la expresiéon del IGF-1R que incluye
una inhibiciéon y/o una regulaciéon negativa que reduce la actividad, la activacion, las funciones y/o la expresion del
IGF-1. Por «activacion» se entiende cualquier efecto potenciador, estimulador o activador de la sintesis del IGF-1 y/o
de la expresion del IGF-1R que incluye una activacion y/o una regulacion positiva de la actividad, funciones y/o
expresion del IGF-1. Un efecto inhibidor y/o activador de un péptido se estudia mediante la medicion de la expresion
del IGF-1 y/o del IGF-1R. También se puede estudiar la inhibicién y/o la activacion inducida por un péptido de la
invencion por medio del cultivo celular que expresa el IGF-1 y/o el IGF-1R.

La terminologia «paciente» se refiere a cualquier animal humano o no humano, preferiblemente un mamifero, que
incluye varon, mujer, adulto y/o nifio que necesita un tratamiento que modula la sintesis del IGF-1 y/o la expresion
del receptor del IGF-1.

La terminologia «tratamiento» o «terapia» comprende tanto un tratamiento curativo como un tratamiento preventivo
de una enfermedad. Un tratamiento curativo se define como cualquier tratamiento que conduce a la curacién o
cualquier tratamiento que alivia, mejora y/o elimina, reduce y/o estabiliza los sintomas de una enfermedad o el
sufrimiento que provoca. Un tratamiento preventivo comprende tanto un tratamiento que conduce a la prevencion de
una enfermedad como un tratamiento que reduce y/o retrasa la incidencia de una enfermedad o el riesgo de que
aparezca.

La expresion «sustitucion conservativa» expresa todo reemplazo de un resto de aminoacido por otro, sin la
alteracion de la conformacion general ni de la funcion del péptido. La sustitucion conservativa incluye, sin limitacion,
el reemplazo por un aminoacido que tiene propiedades similares (como, por ejemplo, la forma, la polaridad, la
capacidad para formar puentes de hidrégeno, la acidez, la basicidad, la hidrofobia y otras). Los aminoacidos que
tienen propiedades similares se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, la arginina, la histidina y la lisina son
aminoacidos hidréfilos basicos y pueden intercambiarse. De la misma manera, la isoleucina, un aminoacido
hidréfobo, se puede reemplazar por leucina, metionina o valina. Los aminoacidos hidrofilos neutros que pueden
sustituir los unos por los otros incluyen asparragina, glutamina, serina y treonina. Por «sustituido» y «modificado», la
invencion comprende los aminoacidos que se han alterado o modificado en relaciéon con un aminoacido que se
encuentra en la naturaleza. La expresion «secuencia sustancialmente homdloga» comprende cualquier secuencia
que ha sufrido una o varias sustituciones conservativas.

Asi pues, en el contexto de la presente invencion, una sustitucién conservativa se conoce en la técnica como una
sustitucién de un aminoacido por otro que tiene propiedades similares. Ejemplos de sustituciones conservativas se
dan en la tabla 1 que viene a continuacion:

Tabla 1. Sustituciones conservativas |

Caracteristica de la cadena lateral Aminoacido
Apolar GAPILV
Polar sin carga CSTMNQ
Polar con carga DEKR
Aromatico HFWY
Otro NQDE

Segun Lehninger, 1975, los aminoacidos conservativos pueden también agruparse como se ilustra en la tabla 2 que
viene a continuacion:

Tabla 2. Sustituciones conservativas Il



ES 2444 492 T3

Caracteristica de la cadena lateral Aminoacido
Apolar (hidréfobo)

A. Alifatico: ALIVP

B. Aromatico: Fw

C. Que contiene un sulfurilo: M

D. Otro G
Polar sin carga

A. Hidroxilo: STY

B. Amidas: NQ

C. Sulfhidrilo: C

D. Otro G
Cargado positivamente (basico) KRH
Cargado negativamente (acido) DE

Aun otra alternativa de sustitucién conservativa se presenta en la tabla 3 que viene a continuacion:

Tabla 3. Sustituciones conservativas ll|

Resto original | Ejemplo de sustitucion

Ala (A) Val (V), Leu (L), lle (1)

Arg (R) Lys (K), GIn (Q), Asn (N)

Asn (N) GIn (Q), His (H), Lys (K), Arg (R)

Asp (D) Glu (E)

Cys (C) Ser (S)

Gln (Q) Asn (N)

Glu (E) Asp (D)

His (H) Asn (N), GIn (Q), Lys (K), Arg (R)

lle (1) Leu (L), Val (V), Met (M), Ala (A), Phe (F)
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Resto original | Ejemplo de sustitucion
Leu (L) lle (1), Val (V), Met (M), Ala (A), Phe (F)
Lys (K) Arg (R), GIn (Q), Asn (N)

Met (M) Leu (L), Phe (F), lle (1)

Phe (F) Leu (L), Val (V), lle (1), Ala (A)

Pro (P) Gly (G)

Ser (S) Thr (T)

Thr (T) Ser (S)

Trp (W) Tyr (Y)

Tyr (Y) Trp (W), Phe (F), Thr (T), Ser (S)

Val (V) lle (1), Leu (L), Met (M), Phe (F), Ala (A)

Preparacién de los péptidos:

Los péptidos de acuerdo con la invencién se pueden preparar mediante todas las técnicas clasicas de sintesis
peptidica, a saber en especial mediante sintesis quimica o recombinacion génica. En un modo de realizacion
preferido, los péptidos se obtienen mediante sintesis quimica. Mas preferiblemente, los péptidos se obtienen bien
mediante condensacién sucesiva de los restos de aminoacidos en el orden requerido, bien mediante condensacion
de los restos sobre un fragmento previamente formado y que contiene ya varios aminoacidos en el orden apropiado,
0 aun mas mediante condensacién de varios fragmentos previamente preparados, procurando proteger,
previamente, todas las funciones reactivas que llevan los restos de los aminoacidos, excepto las funciones amino y
carboxilo implicadas en el enlace peptidico durante la condensacion, y en particular mediante la técnica de sintesis
en fase solida de Merrifield.

Propiedades de los péptidos

Los péptidos de la invencion son capaces de modular los efectos del IGF-1. Estos péptidos comprenden, o estan
formados por, la secuencia de 20 a 24 aminoacidos (l) que viene a continuacion:

Pa-Xi-Phe-Trp-Xo-Xs-P, (1) (SEQ ID n. 1)
en la que:

- Pa representa una secuencia que comprende de 10 a 12 aminoacidos elegida entre las secuencias:
Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3)
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4)
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5)

- X4 es un resto de lisina, arginina o histidina;

- X2 es un resto de treonina o lisina;

- X3 es un resto de aspartato o glutamato; y

- Py representa una secuencia que comprende de 5 a 7 aminoacidos elegida entre las secuencias:
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Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7)

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8)

También se incluye en la invencién un péptido resistente a la protedlisis derivado de la secuencia (I) mediante una o
varias modificaciones quimicas, o un péptido sustancialmente homdlogo derivado de la secuencia (l) mediante una o
varias sustituciones conservativas.

Preferiblemente, X1 es un resto de lisina, Xz es un resto de treonina y X3 es un resto de aspartato.

En un modo de realizacion preferido, el péptido comprende la secuencia de los aminoacidos siguiente:
SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG (SEQ ID NO : 2)

Preferiblemente, los extremos amino y/o carboxilo estan protegidos de la protedlisis. Por ejemplo, el extremo amino
puede estar en forma de un acetilo, y/o el extremo carboxilo puede estar en forma de un grupo amida. Se contempla
cualquier modificacion dirigida a hacer resistentes los péptidos de la invencion, por ejemplo, los péptidos en los que
se modifica al menos un enlace peptidico y se reemplaza por un enlace (CHzNH), por un enlace (NHCO), por un
enlace (CH»-O), por un enlace (CH-S), por un enlace (CH2CH>), por un enlace (CO-CH), por un enlace (CHOH-
CHy), por un enlace (N-N), por un enlace alqueno-E o incluso por un enlace -CH=CH.

En la presente invencion estan comprendidos todos los péptidos modificados quimicamente para que resistan la
protedlisis.

Por ejemplo, el péptido que viene a continuacion, denominado P70, puede estar en forma de

Acetil- SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG _pmida

La invencion prevé igualmente péptidos sustancialmente homodlogos derivados de la secuencia (I) mediante una o
varias sustituciones conservativas. Dos secuencias de aminoacidos se dice que son «sustancialmente homdlogas» o
«sustancialmente similares» cuando uno o varios restos de aminoacido estan reemplazados por uno o varios restos
similares desde un punto de vista biolégico, o cuando mas del 80% de los aminoacidos son idénticos, o
preferiblemente cuando mas del 90% de los restos son idénticos (funcionalmente idénticos). Las secuencias
similares u homologas se identifican preferiblemente mediante alineamiento con, por ejemplo, el programa «Pileup»
del GCG (Genetics Computer Group, manual de programa para el paquete GCG, version 7, Madison, Wisconsin), o
con cualquier otro programa conocido por el experto en la técnica (BLAST, FASTA, etc).

De acuerdo con la invencion, todos los restos aminoacidicos de los péptidos pueden pertenecer a la serie L
(levogiro). Sin embargo, también es posible, cualquiera que sea el aminoacido de la secuencia (I), sustituir con la
forma D (dextrogiro) la forma L. En particular, se contempla que algunos aminoacidos —que se sitian en las
posiciones 11 a 18 de la secuencia (l) y en particular el triptéfano en la posicién 15— pertenecen a la serie D, para
conferir a los péptidos una mayor resistencia en la accién de las peptidasas.

Ventajosamente, los péptidos de acuerdo con la invencion se unen de forma covalente, a nivel de su extremo
carboxilo o de un resto de lisina, a una o varias moléculas de polietilenglicol (PEG) y en particular a un PEG de masa
molecular 1500 o 4000, para aumentar la semivida plasmatica y para disminuir la dosis terapéutica a administrar.
Este enlace se puede realizar como se describe en Abuchowski et al (J. Biol. Chem. 1977, 252: 3582-3586). Segun
otro modo de realizacion, los péptidos de la invencioén se introducen en polimeros o en copolimeros biodegradables
que forman microesferas, por ejemplo el poli(D,L-lactida-co-glucdlido) [patente de los EE.UU. US2007/0184015,
SoonKap Hahn et al.].

Los péptidos de la invencion, muy diferentes de la somatostatina endégena (nativa), o los péptidos anteriormente
descritos presentan una conformacién molecular en «horquilla» (u horquilla B) muy estable tanto en el medio
fisioldgico como en el medio hidréfobo. Ventajosamente, ninguna condicion del medio podra inducir una transicion
de la conformacion peptidica a hélice a.

Ademas, esta conformacion de «horquilla» permite exponer bien, justo en el centro del acodamiento formado por el
plegamiento de la secuencia peptidica, dos aminoacidos (Phe-Trp) sobre los cuatro aminoacidos contiguos (Phe-
Trp-Lys-Thr) que en la SRIF se consideran importantes para la fijacion a los receptores. Sin desear comprometerse
con una hipétesis, los inventores piensan que en la secuencia de los péptidos de la invencion, una atraccién de tipo
electroestatico entre el aminoacido de la posicion 13 y el aminoacido de la posicion 17 permite reproducir una
especie de «acodamiento» que hace adoptar a todo el péptido una conformacion de tipo 8 (conformacién 8 de tipo
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VIl

Los péptidos de la invencion presentan un efecto bifasico. También son capaces, segun la concentracion utilizada,
de estimular o inhibir la produccion de IGF-1 asi como la expresion de su receptor (IGF-1R). In vitro, estos efectos
tienen como consecuencia bien la estimulacién o bien la inhibicién de la proliferacion celular.

Este efecto bifasico, o «efecto en campana» de una molécula bioldgica, que en funcion de la dosis utilizada se
traduce en un efecto agonista o antagonista, se conoce bien para otras moléculas y en sistemas bioldgicos
diferentes (enzimas [Gamage et al. 2003, He et al. 2003], canales iénicos y cotransportadores [Arias et al. 1996,
Lombardi et al. 2001, Borst et al. 2002, Incerpi et al. 2003], transportadores [Henry et al. 2002], receptores con
tirosina cinasa [Leiser et al. 1986, Schlessinger 1988], receptores acoplados a proteinas G (los GPCR por su nombre
en inglés), neurotransmisores, hormonas y quimiocinas [Winding et al. 1993, Chidiac et al. 1996, Bronnikov et al.
1999, Cuthbert 2003, Hormigold et al. 2003, Griffin et al. 2003, Fuh et al. 1992, Talmadge 1998] y en particular en lo
que se refiere a la GnRH y a sus analogos [Browning J. Y. et al. 1983, Ho M. N. et al. 1997, Barbarino A. et al. 1982,
Imai, A et al. 1993, Kang, Sung K. et al. 2000 y 2001, Griindker C. et al. 2003, Leung P. C. K et al. 2003, Bhasin S. et
al. 2008].

Los péptidos de la invencion también son utiles para estimular in vitro la proliferaciéon celular, por ejemplo, en el
ambito de los cultivos de condrocitos, queratocitos o hepatocitos, o para la preparacion de tejidos de interés médico.

Teniendo en cuenta sus notables propiedades, los péptidos de acuerdo con la invencién tienen numerosas
aplicaciones, in vitro e in vivo, en especial en la medicina humana o en la medicina veterinaria.

Los péptidos de la invencién se puede utilizar con una dosis adaptada
bien para estimular la sintesis de IGF-1 y/o la expresion del receptor de IGF-1;
bien para inhibir la sintesis de IGF-1 y/o la expresion del receptor de IGF-1.

La estimulacioén de la sintesis del IGF-1 y/o de la expresion de su receptor es lo que se busca especialmente en los
casos siguientes:

Cuando los péptidos se utilizan como sustitutos de la hormona del crecimiento. Los péptidos son, en efecto,
particularmente Utiles en todas las indicaciones terapéuticas relacionadas con un déficit completo o parcial,
congénito o adquirido, de la hormona de crecimiento enddégena o del IGF-1, y en especial en el tratamiento de los
retrasos estructurales del nifio o del adulto. Otras aplicaciones terapéuticas comprenden, por ejemplo, el sindrome
de Turner, el sindrome de Prader-Willi, la insuficiencia renal crénica. Los péptidos de la invencién son, en particular,
Utiles contra las afecciones en las que un aumento de la masa muscular se puede buscar como los estados
caquécticos relacionados con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) o en el cancer. Los péptidos son
también utiles en el ambito veterinario, en especial en la crianza bovina, porcina, de corderos, de caballos, etc.

Para el tratamiento terapéutico del sindrome metabdlico, tal como la obesidad o la diabetes de tipo Il (en especial al
bajar la concentracion de los lipidos en sangre y al mejorar el metabolismo de la glucosa), asi como para estimular o
restaurar las defensas inmunitarias, en particular en los sujetos ancianos o inmunodeprimidos, o para el tratamiento
de enfermedades autoinmunitarias (tales como la diabetes de tipo |) y/o neurodegenerativas (tales como la
esclerosis multiple).

Para estimular la supervivencia de las células neuronales (efecto antiapoptosico), la diferenciacion o el desarrollo
neuronal, la regeneracion de los nervios motores o sensitivos, la sinaptogénesis y la remielinizacion. Al estimular la
produccion del IGF-1, los péptidos de la invencion se utilizan, por lo tanto, como agentes neurotroficos para
estimular la neurogénesis y/o como agentes neuroprotectores (en particular en caso de episodio isquémico).

La inhibicion de la sintesis del IGF-1 y/o de la expresion de su receptor se busca especialmente en los casos
siguientes:

Cuando los péptidos se utilizan como sustituto de la somatostatina, como por ejemplo en las enfermedades para las
cuales se prescriben la octreotida y la lanreotida. Entonces, el efecto bioldgico buscado puede, entre otras cosas,
ser: una inhibicién de la secrecién hipofisaria de la GH, una inhibicién de la secrecién biliar, secreciones endocrinas
y exocrinas pancreaticas y gastrointestinales. Los péptidos pueden, por ejemplo, utilizarse como sustituto de la
somatostatina para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Para el tratamiento de la acromegalia, en particular en los pacientes para los cuales no resultan convenientes ni la
cirugia ni el tratamiento con radiacion. El tratamiento con los péptidos de la invencion tiene entonces por objetivo
normalizar la concentracion de IGF-1 en el suero.

Para el tratamiento del cancer, en particular y sin limitarse a ellos, para el tratamiento del cancer de mama, de
8
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pancreas o de prostata o para el tratamiento de un adenoma hipofisario, o de un tumor endocrino digestivo. Los
péptidos de la invencion pueden también tratar las metastasis (en particular, las metastasis digestivas). Asimismo,
también se contempla la utilizacion de los péptidos de la invencion con una dosis inhibidora para tratar los sintomas
(diarrea, sofocos) asociados a los tumores endocrinos digestivos.

Composiciones farmacéuticas:

Los péptidos de la invencion se pueden administrar por cualquier via de administracion conocida, que incluye las
vias: sistémica (parenteral, intravenosa...), oral, rectal, topica, subcutanea, intrapulmonar (véase Agu et al. 2001) e
intranasal. Segun un modo de realizacion preferido, los péptidos de la invencion se administran por via intranasal.

In vitro, un ejemplo de dosis adaptada para estimular la sintesis del IGF-1 y/o la expresion del receptor del IGF-1 es
una dosis con una concentracién del orden de 107 M, y un ejemplo de dosis adaptada para inhibir la sintesis del
IGF-1 y/o la expresion del receptor de IGF-1 es una dosis a una concentracion de al menos 10 M.

Las dosis correspondientes in vivo se ajustan de manera clasica en funcion del efecto deseado y de la enfermedad a
la que estan destinadas:

Una dosis eficaz para estimular in vivo la sintesis del IGF-1 y/o la expresion de su receptor incluye una
concentracion de menos de 100 pg al dia, preferiblemente de 10 yg a 100 pg al dia. Preferiblemente, la dosis diaria
eficaz estda comprendida entre 10 ug y 50 pg. Una dosis eficaz para inhibir in vivo la sintesis del IGF-1 y/o la
expresion de su receptor incluye una concentracion de al menos 300 ug al dia, preferiblemente de 300 ug a 3 mg al
dia. Preferiblemente, la dosis diaria eficaz estd comprendida entre 1 mg y 3 mg, adn mas preferiblemente la dosis
diaria eficaz esta comprendida entre 2 mg y 3 mg. Para una administracion intranasal o intrapulmonar, o incluso para
las formulaciones de liberacion prolongada, las dosis estimuladoras y/o inhibidoras a prever pueden ser de 10 a 100
veces inferiores. Estas administraciones se pueden repetir durante largos periodos, preferiblemente durante un
periodo que va de 3 a 6 meses.

La presente invencion se conocera mejor con la ayuda del complemento de descripcidon que sigue y que se refiere a
los ejemplos que dan a conocer la actividad bioldgica de un péptido de acuerdo con la invencion.

La secuencia del péptido de la invencion utilizado en los ejemplos y en las figuras de la presente solicitud —
denominado P70— consiste en la secuencia de aminoacidos siguiente:

Acetil- SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG -amida (SEQ ID n.° 2)

No obstante, se debe entender que estos ejemplos se ofrecen Unicamente a modo de ilustracion del objeto de la
invencion y que no constituyen de ninguna manera una limitacion.

Legenda de las figuras
La figura 1 es un grafico que muestra el efecto de P70 sobre la incorporacion de [H3]-timidina en el ADN.

La figura 2 es un grafico que muestra el efecto de P70 sobre la expresion del IGF-1R evaluada mediante la medicion
de la densidad éptica.

La figura 3 muestra el efecto de P70 sobre la expresion del IGF-1R en un cultivo primario de condrocitos de
mandibula de ratén recién nacido, mediante inmunohistoquimica.

La figura 4 muestra el efecto de P70 sobre la sintesis del IGF-1 en un cultivo primario de condrocitos de mandibula
de ratén recién nacido, mediante inmunohistoquimica.

La figura 5 muestra el efecto de P70 sobre la produccién de colageno de tipo Il en un cultivo primario de condrocitos
de mandibula de ratén recién nacido, mediante inmunohistoquimica.

La figura 6 muestra el efecto de P70 sobre el proceso de condrogénesis en un cultivo primario de condrocitos de
mandibula de raton recién nacido. Las flechas muestran los nédulos de formacion del cartilago.

Ejemplos
Ejemplo 1: efecto de un péptido de la invencién sobre la proliferacion celular

Los efectos biolégicos de los péptidos de la invencion se han demostrado en un modelo de cultivo primario de
condrocitos de mandibula de ratén recién nacido.

Para evaluar la capacidad del péptido a la hora de hacer proliferar las células, los inventores han realizado una
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prueba capaz de mostrar la incorporacién de [3H]-timidina en el transcurso de la duplicacion del ADN segun el
método de Kurz et al., 1997. Esta prueba se ha adaptado al modelo utilizado por los inventores, a saber, un cultivo
primario de condrocitos embrionarios de ratén.

Los condrocitos, obtenidos mediante disociacion de los condilos de la mandibula de raton (MCDC) se han incubado
en un medio de cultivo que permite la condrogénesis, en particular, se han incubado 5 x 10° células/ml con 1 uCi de
[ H]-timidina/ml del medio (Amersham, cédigo TRA120, solucion madre a 1 mCi/ml, actividad especifica de 5
Ci/mmol) durante 3 horas a 37 °C en medio DMEM (medio de Eagle modificado de Dulbecco) que no contiene suero
de ternera fetal (FCS, por su nombre en inglés) y complementado con 100 pg/ml de acido ascérbico, 1 mmoI/I de
cloruro de calcio, 10 mmol/l de B-glicerofosfato y antibiéticos. El mismo medio, en el cual se han afiadido 5 ul de [ H]-
timidina durante 2 minutos, se utiliza como control negativo. Después de haber retirado el sobrenadante y de lavar 2
veces las células con una solucion fisiolégica tamponada a pH 7,0 (PBS), se han lavado las células dos veces
(durante 5 minutos) con metanol. A continuacion se han lavado las células tres veces con una solucion fria al 10%
de acido tricloroacético (TCA). Después de haber lavado dos veces mas las células con agua bidestilada, se ponen
las células en 200 pl de NaHO a 0,3 M durante 15 minutos. A continuacién, las células se transfieren a 3 ml de un
liguido de centelleo neutralizado con 200 pyl de HCI a 0,3 M. Finalmente, después de haber sido agitadas
vorticialmente con fuerza, las muestras que contienen las células se han colocado en un contador B durante 1
minuto.

Los resultados obtenidos demuestran (figura 1) que el péptido P70 tiene un efecto estimulador de la proliferacion de
los condrocitos un 53% superior al control que no esta tratado (condrocitos que no han sido incubados con ningun
péptido ni ningun otro factor de crecimiento), a la concentracion mas elevada (10° M), mientras que este efecto
estimulador no se ha observado a una concentracién mas baja (10 M).

Ejemplo 2: efecto de un péptido de la invencion sobre la sintesis del IGF-1 y sobre la expresion del receptor del IGF-

Los inventores han estudiado el efecto de P70 sobre la sintesis del IGF-1 y sobre la expresion de su receptor (IGF-
1R) por medio de condrocitos en cultivo. Los inventores han podido demostrar que el péptido tiene un efecto
importante de estimulacién de la produccion de IGF-1 y de la expre3|on de su receptor (IGF-1R) cuando los
condrocitos se incuban con una concentracion baja de péptido (107 M) (figura 2).

En cambio, a una concentracion mas elevada (10 M), el péptido inhibe sensiblemente la produccion del IGF-1y de
Su receptor.

Mediante inmunohistoquimica (IHC) sobre un cultivo primario de condrocitos de 5 dlas (figura 3), los inventores
demuestran también que el péptido P70 inhibe la expresion del receptor del IGF-1 a 10° M (inhibicion del 36, 8%
una concentracion elevada del péptido), mientras que estimula la expresion de este mismo receptor a 107 M
(aumento del 23,8% con una concentracion baja del péptido). Asimismo (figura 4), el P7O inhibe la sintesis de IGF-1
a 10" M (inhibicion del 30% con una concentracion alta del péptido) y la estimula a 10" M (aumento del 90% con
una concentracion baja del péptido).

Ejemplo 3: efecto de un péptido de la invencién sobre la diferenciacion celular

Los condrocitos de embriones de raton obtenidos siguiendo el mismo protocolo que Ios ejemplos anteriores, se han
puesto en cultivo y se han incubado con el péptido P70 a una concentracion de 107 M. Al 5.° dia de cultivo, los
inventores muestran mediante inmunoquimica (marcaciéon mediante anticuerpos especificos contra el colageno de
tipo 1) que el péptido estimula significativamente la produccion de colageno de tipo Il, que es el componente
principal de la matriz extracelular y que sirve para la producciéon del cartilago articular (figura 5). En efecto, se
observa un aumento del 150% respecto al testigo (control) sin tratar.

En la figura 6, el efecto del péptido P70, a la concentracion de 107 M, se ha comparado con los condrocitos sin tratar
(control). Aparece con claridad que al 7.° dia de incubacion, en presencia del péptido, se observa una aceleracion de
la formacion de los nédulos de cartilago. El desarrollo de los nédulos de cartilago (volumen/cultivo) se acelera del
orden del 85%.

Conclusion
El péptido P70 presenta un perfil bifasico:
- a una concentracion baja (107 M):

estimula la diferenciacion celular, especialmente porque acelera las primeras fases de la condrogénesis (véase la
figura 5 —expresion del colageno de tipo Il— vy la figura 6 —condrogénesis—)

estimula la produccion del IGF-1 y la expresion del receptor del IGF-1 (véase la figura 2 —densidad 6ptica— vy la
10
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figura 3 —inmunohistoquimica—) y la sintesis del IGF-1 (véase la figura 4 —inmunohistoquimica—).

- a una concentracion alta (10° M):
estimula la proliferacién celular (véase la figura 1 —incorporacion de timidina tritiada—)

inhibe la produccion del IGF-1 (véase la figura 4 —inmunohistoquimica—) y la expresion del receptor de IGF-1
(véase la figura 2 —densidad 6ptica— y la figura 3 —inmunohistoquimica—)
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad Pierre y Marie Curie

<120> Péptidos que modulan la actividad del IGF-1 y sus aplicaciones

<130> B855
<160> 8
<170> Patent In versién 3.3

<210>1

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID n.°: 1_ férmula (1)

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es una secuencia que comprende

de

Phe-Gly-Ser—-Arg-Lys—-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala

sustancialmente homadloga

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (2)..(2)

<223> Xaa es un resto de lisina, arginina o histidina

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (5).. (5)

<223> Xaa es un resto de treonina o lisina

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es un resto de aspartato o glutamato

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (7)..(7)

10 a 12 aminoacidos

elegida entre:

(a), Asn + (a), Ser-Asn + (a), o una secuencia

<223> Xaa es una secuencia que comprende de 5 a 7 aminoacidos elegida entre: Val-Thr-Thr-Ser-Glu,

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly

sustancialmente homadloga

<400> 1

Xaa Xaa Phe Trp Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 2

<221> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SEQ D n.°: 2_ férmula (II) _ P70
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<400> 2

Ser Asn Phe Gly Ser Arg Lys Phe Ser Tyr Lys Ala Lys Phe Trp Thr

1

Asp Val Thr Thr
20

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>SEQIDn.°3

<400> 3

Phe Gly Ser Arg Lys Phe Ser Tyr Lys Ala

1

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>SEQIDn.° 4

<400> 4
Asn Phe Gly Ser
1

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>SEQIDn.°5

<400> 5

Ser Asn Phe Gly Ser Arg Lys Phe Ser Tyr Lys Ala

1

<210> 6

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>SEQIDn.°6

<400> 6
Val Thr Thr Ser
1

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2444 492 T3

5

Ser Glu Leu Gly

5

Arg Lys Phe Ser Tyr Lys Ala

5

5

Glu

18
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<220>
<223>SEQIDn.°7

<400>7
Val Thr Thr Ser Glu Leu
1 5

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>SEQIDn.°8

<400> 8

ES 2444 492 T3

Val Thr Thr Ser Glu Leu Gly

1 5
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que comprende la secuencia de 20 a 24 aminoacidos (I) siguiente:
P.—X1 —Phe—Trp—Xz—_Xg—P., (|) (SEQ ID n.° 1)

en la que:

- P4 representa una secuencia que comprende de 10 a 12 aminoacidos elegida entre las secuencias:

Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3)
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4)
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5)

- X4 es un resto de lisina, arginina o histidina;
- X2 es un resto de treonina o lisina;
- X3 es un resto de aspartato o glutamato; y

- Py representa una secuencia que comprende de 5 a 7 aminoacidos elegida entre las secuencias:

Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8) o

un péptido resistente a la protedlisis definido por que deriva de la secuencia () mediante modificaciones del extremo
amino en forma de un acetilo, y/o del extremo carboxilo en forma de un grupo amida y/o de al menos un enlace
peptidico modificado y reemplazado por un enlace (CH2NH), un enlace (NHCO), un enlace (CH;-O), un enlace (CHz-
S), un enlace (CH2CH,), un enlace (CO-CHy), un enlace (CHOH-CH), un enlace (N-N), un enlace alqueno-E o
incluso un enlace -CH=CH, o un péptido homdlogo definido por que se deriva de la secuencia (I) mediante una o
varias sustituciones conservativas y que presenta mas del 80% de los aminoacidos idénticos a la secuencia (I).

2. Péptido segun la reivindicacién 1, en el que X; es un resto de lisina, Xz es un resto de treonina y X3 es un
resto de aspartato.

3. Péptido segun la reivindicacion 2, que consiste en la secuencia SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG
(SEQ ID n.° 2).

4, Composicion farmacéutica que comprende un péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3 como principio
activo, en asociacién con uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

5. Utilizacion del péptido seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, para modular una proliferacién celular in vitro.
6. Péptido seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, a modo de medicamento.
7. Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion con una dosis adaptada para estimular

la sintesis de IGF-1 y/o la expresion del receptor de IGF-1.

8. Péptido segun la reivindicaciéon 7, utilizado in vivo con una dosis diaria eficaz de menos del 100 pg,
preferiblemente de 10 pug a 100 pg, mas preferiblemente de 10 ug y 50 pg.

9. Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion como sustituto de la hormona de
crecimiento.

10. Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacién en el tratamiento de la insuficiencia renal
croénica, del sindrome de Turner o del sindrome de Prader-Willi, o

en el tratamiento terapéutico del sindrome metabdlico, de enfermedades autoinmunitarias y/o neurodegenerativas.

11.  Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion como agente neurétrofo y/o
neuroprotector.
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12. Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion a una dosis adaptada para inhibir la
sintesis de IGF-1 y/o la expresion del receptor de IGF-1.

13. Péptido segun la reivindicacion 12, para una utilizacién in vivo con una dosis diaria eficaz de al menos 300 pg
al dia, preferiblemente de 300 pug a 3 mg al dia, mas preferiblemente de 1 mg a 3 mg, mucho mas preferiblemente
de 2 mg a 3 mg.

14. Péptido seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion como sustituto de la somatostatina.

15. Péptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para una utilizacion en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, o para una utilizacion en el tratamiento de la acromegalia o del cancer, en particular en el tratamiento de
metastasis.
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