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DESCRIPCION
Inhibidores de SP140 y su uso en terapia

Campo de la invencién

La presente memoria descriptiva desvela nuevos procedimientos de tratamiento. Mas particularmente, la presente
memoria descriptiva desvela procedimientos para el tratamiento o la prevencion de enfermedades y afecciones
autoinmunitarias e inflamatorias mediante la inhibicién o la modificacién de la expresion o la funcién de las proteinas
que contienen bromodominios. En un aspecto adicional, la memoria descriptiva se refiere a un procedimiento de
identificacion de agentes utiles en dichos procedimientos de tratamiento. La memoria descriptiva describe
particularmente el papel de ciertas proteinas que contienen bromodominios, particularmente SP140, en estas
enfermedades y afecciones y su uso como objetivos terapéuticos y de identificacion sistematica.

Antecedentes de la invencion

La cromatina es la compleja combinacion de ADN y proteina que compone los cromosomas. Se encuentra dentro de
los nucleos de las células eucariotas y se divide entre las formas de heterocromatina (condensada) y eucromatina
(extendida). Es posible una variedad de diferentes estados de condensacion y la compresion de esta estructura
varia durante el ciclo celular, siendo mas compacta durante el proceso de division celular. Los componentes
principales de la cromatina son ADN y proteinas. Las histonas son los componentes de las proteinas principales de
la cromatina, que actian como bobinas en torno a las cuales se enrolla ADN. Los componentes basicos de la
cromatina son los nucleosomas, cada uno de los cuales se compone de 146 pares de bases de ADN envuelto en
torno a un octamero de histona que consiste en 2 copias de cada H2A, H2B, H3 y H4. Las funciones de la cromatina
se utilizan para empaquetar ADN en un volumen mas pequefio para que se integre en la célula, fortalecer el ADN
para permitir la mitosis y la meiosis y para servir como un mecanismo para controlar la expresion y la replicacion del
ADN. La cromatina contiene material genético que sirve como instrucciones para dirigir las funciones celulares. Los
genomas de los organismos eucariotas estan altamente organizados en el ndcleo de la célula. La estructura de la
cromatina se controla por una serie de modificaciones post-traduccionales en las proteinas histonas, principalmente
las histonas H3 y H4 y mas comunmente en las "colas de las histonas" que se extienden mas alla de la estructura
del nucleosoma central. Las colas de las histonas tienden a estar libres para la interacciéon proteina-proteina y son
también la porcién de la histona mas propensa a la modificacion post-traduccional. Estas modificaciones incluyen
acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinilacion, sumoilaciéon. Estas marcas epigenéticas se escriben y borran
por las enzimas especificas, que colocan las etiquetas en residuos especificos en la cola de la histona, formando de
este modo un cédigo epigenético, que luego se interpreta por la célula para permitir la regulacion génica especifica
de la estructura de la cromatina y por ende de la transcripcion.

De todas las clases de proteinas, las histonas se encuentran entre las mas susceptibles a la modificacién post-
traduccional. Las modificaciones de las histonas son dinamicas, ya que pueden afadirse o eliminarse en respuesta a
estimulos especificos y estas modificaciones dirigen tanto los cambios estructurales en la cromatina como las
alteraciones en la transcripcion génica. La acetilacion de lisina es una modificacion de las histonas que forma una
marca epigenética en la cromatina para proteinas que contienen bromodominios que se truncan y, a su vez, regulan
la expresidon génica. Las distintas clases de enzimas, son a saber, histona acetiltransferasas (HATs) e histona
desacetilasas (HDACs), residuos de lisina histona especificos de acetilato o deacetilato (1).

El bromodominio es actualmente el Unico dominio proteico conocido por unirse especificamente a residuos lisina
acetilada en las colas de histonas. Los bromodominios, que son aproximadamente 110 aminoacidos de longitud, se
encuentran en un gran ndmero de proteinas asociadas a la cromatina y a dia de hoy se han identificado en
aproximadamente 70 proteinas humanas, a menudo adyacentes a otros motivos proteicos (2,3). Las proteinas que
contienen un bromodominio pueden contener bromodominios adicionales, asi como otros motivos funcionales. Por
ejemplo, muchas HATs también contienen un bromodominio (2). Las interacciones entre bromodominios e histonas
modificadas pueden ser un importante mecanismo que subyace cambios estructurales en la cromatina y la
regulacion génica. Las proteinas que contienen bromodominios se han implicado en los procesos de enfermedad,
incluyendo cancer, inflamacién y replicacion viral. El desarrollo de inhibidores de bromodominios es, de este modo,
un medio atractivo de control de la expresion génica y existe una necesidad en la técnica de regular bromodominios
que se unen a lisina acetilada con el fin de controlar la expresiéon génica. Los documentos EP1887008 y EP0989131
desvelan inhibidores de molécula pequena de proteinas que contienen bromodominios para su uso en el tratamiento
de enfermedades autoinmunitarias y/o inflamatorias. El documento EP223964 desvela inhibidores de molécula
pequefa de proteinas que contienen bromodominios para su uso en el tratamiento contra el cancer. Los presentes
inventores han identificado proteinas que contienen bromodominios implicados en la respuesta inflamatoria. La
inhibicién de estas proteinas que contienen bromodominios al inhibir por lo tanto la expresion y/o la funcion
proporcionaria un enfoque innovador para el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e
inflamatorias.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona el uso de un inhibidor de la proteina SP140 que contiene bromodominios en la
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fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e inflamatorias o
cancer, en el que el inhibidor se selecciona entre un ARNip, una ribozima o un oligonucleétido antisentido
complementario al ARNm de SP140 o un anticuerpo que se une a la proteina SP140. Ademas, se desvela un
procedimiento de tratamiento de enfermedades y afecciones autoinmunitarias e inflamatorias que comprende inhibir
una o mas proteinas que contienen bromodominios en un mamifero.

En un aspecto adicional se desvela un procedimiento de tratamiento de enfermedades y afecciones autoinmunitarias
e inflamatorias en un mamifero que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de
SP140.

En un aspecto adicional, se desvela el uso de un inhibidor de SP140 en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades y afecciones autoinmunitarias e inflamatorias.

En un aspecto adicional, se desvela un inhibidor de la proteina SP140 que contiene bromodominios para su uso en
el tratamiento de enfermedades y afecciones autoinmunitarias e inflamatorias.

En un aspecto adicional, se desvela una formulacién farmacéutica para su uso en el tratamiento de enfermedades o
afecciones autoinmunitarias e inflamatorias, que comprende un inhibidor de la proteina SP140 que contiene
bromodominios, junto con al menos un portador farmacéutico.

En un aspecto adicional, se desvela un procedimiento de identificacién sistematica para un inhibidor de la proteina
SP140 que contiene bromodominios, en particular que comprende la etapa de determinar si el compuesto inhibe la
proteina SP140 que contiene bromodominios o la etapa de determinar si el compuesto activa la proteina SP140 que
contiene bromodominios.

Descripcién de los dibujos

Figura 1. Los ARNips dirigidos a SP140 reducen los niveles de ARNm de SP140 en linfocitos T CD4*
humanos primarios. Seis ARNips diferentes disefiados para dirigir SP140 se sometieron a ensayo por su
capacidad para reducir los niveles de ARNm de SP140 tras la transfecciéon en linfocitos T CD4* humanos
primarios. Los niveles de ARNm de SP140 se cuantificaron por RT-PCR 24 horas después de la transfeccion con
ARNip de SP140 o ARNip de control no dirigido codificado (denominado All stars). Las cantidades de ARNm de
SP140 se normalizaron con GAPDH vy los resultados se representan como fracciones de la cantidad detectada
en las células transfectadas con los ARNip All stars.

Figura 2. Los ARNips dirigidos a SP140 inhiben la produccion de IL-17 por linfocitos T CD4" de
memoria/efectores humanos estimulados por células dendriticas. Los linfocitos T CD4* CD45RO* CD45RA"
se transfectaron con 3 ARNips diferentes dirigidos a SP140 o con un ARNip no dirigido codificado como un
control negativo. Los linfocitos T transfectados con ARNip se estimularon con células dendriticas (CDs)
alogénicas que habian sido activadas por (A) curdlano o B (LPS) y las citoquinas presentes en el medio se
midieron 3-4 dias mas tarde. Los resultados se representan como la fraccion de la cantidad de IL-17 producida
por las células transfectadas con ARNip de SP140 en comparacién con la producida en las células transfectadas
con ARNip de control. Para las CDs estimuladas con curdlano, los datos representan la media £+ D.E. de 10
donantes. Para las CDs estimuladas con LPS, los datos representan la media £+ D.E. de 6 transfecciones
distintas para cada ARNip en CDs procedentes de un Unico donante.

Figura 3. Los ARNips dirigidos a SP140 inhiben la produccion de citoquinas por linfocitos T CD4* de
memorialefectores estimulados con anti-CD3 + anti-CD28. Los linfocitos T CD4* CD45RO* CD45RA" se
transfectaron con 2 ARNips diferentes dirigidos a SP140 o con un ARNip no dirigido codificado como un control
negativo. Dos dias después de la transfeccion, se afadieron linfocitos T a placas recubiertas con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28 y las citoquinas presentes en los sobrenadantes se midieron después de una incubacion
adicional durante la noche. Los resultados se representan como fracciones de las cantidades de citoquinas
producidas por las células transfectadas con ARNip de SP140 en comparacion con las producidas en células
transfectadas con ARNip de control. Los datos representan la media + D.E. procedente de 2 donantes.

Figura 4. Los ARNips dirigidos a SP140 inhiben la produccion de citoquinas por una estirpe linfocitica T
CD4* humana estimulada con anti-CD3 + anti-CD28. Los linfocitos T HuT78 se transfectaron con 4 ARNips
diferentes dirigidos a SP140 o con un ARNip no dirigido codificado como un control negativo. Dos dias después
de la transfeccion, los linfocitos T se afiadieron a placas recubiertas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y las
citoquinas presentes en los sobrenadantes se midieron después de una incubacién adicional durante la noche.
Los resultados se representan como fracciones de las cantidades de citoquinas producidas por las células
transfectadas con ARNip de SP140 en comparacién con las producidas en células transfectadas con ARNip de
control. Tenga en cuenta que SP140-2' disefiado por ARNip parece ser ineficaz para disminuir la expresion de
SP140 (véase la Figura 1) y también tiene un escaso efecto sobre la producciéon de citoquinas. Asimismo, las
células se transfectaron con un ARNip contra IL-13, aunque esto tampoco dio resultado en la disminucién de la
expresion de IL-13 (C). Los datos mostrados son representativos de los resultados de dos experimentos
independientes.
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Figura 5. Los ARNips dirigidos a SP140 inhiben la produccion de citoquinas por linfocitos T CD4* CD161*
humanos estimulados con anti-CD3 + anti-CD28. Los linfocitos CD4* CD161* aislados de amigdalas humanas
se transfectaron con 5 ARNips diferentes dirigidos a SP140, con ARNip dirigido a RORC como control positivo
para la produccioén de IL-17 o con un ARNip no dirigido codificado como control negativo. Dos dias después de la
transfeccion, linfocitos T se afiadieron a placas recubiertas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y las citoquinas
presentes en los sobrenadantes se midieron después de una incubaciéon adicional durante la noche. Los
resultados se representan como fracciones de las cantidades de citoquinas producidas por las células
transfectadas con ARNip de SP140 en comparacién con las producidas en células transfectadas con ARNip de
control.

Figura 6. La sobreexpresion de SP140 en linfocitos T CD4* de memoria/efectores humanos potencia la
produccion de citoquinas tras la estimulacion con linfocitos T. Los plasmidos de expresion que codifican
SP140 o la proteina verde fluorescente (PVF) se transfectaron en linfocitos T CD4" CD45RO* CD45RA-
humanos. Los linfocitos T transfectados se estimularon con células dendriticas (CDs) alogénicas que habian sido
activadas por curdlano y las citoquinas presentes en el medio se midieron 3 dias mas tarde. Los datos mostrados
expresan un donante representativo de tres.

Figura 7. La expresion de la proteina SP140 aumenta tras la activacion de células dendriticas o T. (A, B)
Membranas de Western que demuestran la especificidad del anticuerpo anti-SP140. (A) Membrana de Western
de lisados de células HelLa no transfectadas (designadas UT) o células Hela transfectadas con un plasmido que
codifica SP140 de longitud completa (designadas SP140) muestra solo una banda del peso molecular esperado
(98 kDa) en las células transfectadas. (B) ARNip dirigido a SP140 (SP140-6') reduce la expresion de SP140 en
células Hela transfectadas con plasmido de expresion SP140. Los lisados procedian de células transfectadas
con solo el plasmido de expresion de SP140 (carril izquierdo), con el plasmido de expresion mas ARNip de
control (carril central) o con el plasmido de expresion mas ARNip de SP140-6' (carril derecho). La membrana se
sondd con un anticuerpo a la proteina histona H3 de control para comparar la cantidad de proteina cargada de
los diferentes lisados. (C) Aumento de los niveles de proteina SP140 tras la activacion de linfocitos T. CMSPs
deplecionadas de monocitos de 2 donantes se dejaron desactivadas o tratadas con anticuerpos anti-CD3 + anti-
CD28 durante 24 horas. Los lisados se evaluaron por transferencia de Western con anticuerpos frente a SP140 e
histona H3. (D) Aumento de los niveles de proteina SP140 tras la activacion de CD. Las CD se dejaron
desactivadas o tratadas con LPS durante 24 horas. Los lisados se evaluaron por transferencia de Western con
anticuerpos frente a SP140 e histona H3.

Figura 8. Expresion de SP140 en linfocitos T CD4* humanos. Los linfocitos T CD4* purificados se activaron
con 0,1 mg/ml de a-CD3 y 3 mg/ml de a-CD28 durante los momentos indicados. Las membranas de Western se
sondaron con anticuerpos contra SP140 o histona H3 como control de carga. El analisis de intensidad de la
banda se realiz6 utilizando software QuantityOne (Biorad) y los resultados se representan como una relaciéon de
la intensidad de las bandas de SP140 a la intensidad de la banda de H3 de control. Las relaciones se
representan por separado para las bandas de SP140 superior e inferior.

Figura 9. Expresion de SP140 en células dendriticas derivadas de monocitos humanos. Las células CD14*
se aislaron a partir de CMSPs y se diferenciaron a CDdms utilizando GM-CSF e IL-4 durante 5 dias. Las CDs se
estimularon con 100 ng/ml de LPS durante los momentos indicados y los lisados celulares totales se
recolectaron, se analizaron en un gel Bis-Tris al 4-12 % y se sometieron a transferencia de Western. La
membrana se sondé con anticuerpos a-SP140 y a-H3. El analisis de intensidad de la banda se realiz6 utilizando
software QuantityOne (Biorad) y los resultados se representan como una relacion de la intensidad de las bandas
de SP140 a la intensidad de la banda de H3. Las relaciones se representan por separado para las bandas de
SP140 superior e inferior.

Figura 10. Prominencia de las células SP140* en infiltrados inflamatorios. Se utilizé inmunohistoquimica
para evaluar la expresion de la proteina SP140 en una variedad de tejidos normales e inflamados. (A) Tejido de
amigdala. El control de las amigdalas muestra células positivas en el centro germinal, en la zona del manto y en
el espacio interfolicular, incluyendo poblaciones de linfocitos B y T. (B) lleon normal. Un pequefio foco de células
SP140* resulta evidente en el tejido linfoide asociado al intestino. (C-H) Ejemplos que muestran infilirados
mononucleares SP140" en tejidos inflamados: (C) apendicitis, apéndice, (D) enfermedad de Crohn, colon, (E)
artritis psoriasica, membrana sinovial, (F) artritis reumatoide, membrana sinovial, (G) tiroiditis de Hashimoto,
tiroides, (H) sindrome de Sjogren, quiste cervical.

Figura 11. SP140 se asocia con el sitio de inicio de la transcripcion de TNF-a tras la activacion de células
dendriticas. Los datos muestran resultados de 2 experimentos de ChIP independientes utilizando anticuerpos
contra SP140 o un anticuerpo IgG de control negativo (IgG). ChlPs se llevaron a cabo en las células dendriticas
en los momentos indicados tras la estimulacion con LPS. El enriqguecimiento de ADN en las muestras de ChIP se
midio en (A, C) el sitio de inicio de la transcripcion (SIT) de TNF-a o (B, D) del SIT de B-globina humana. Todos
los resultados se representan como el porcentaje de ADN de entrada.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Se han identificado y caracterizado varias proteinas que contienen bromodominios. Se menciona particularmente lo
siguiente:

SP140:

La secuencia de acido nucleico de ARNm de SP140 humano, incluyendo variantes de transcrito, se proporciona por
los siguientes numeros de acceso: NM_007237.4, NM_001005176.2.

La secuencia de aminoacidos de la proteina SP140 humana, incluyendo isoformas, se proporciona por los siguientes
numeros de acceso: NP_009168.4, NP_001005176.1.

Dentro del alcance de la presente invencion, se utiliza preferentemente un inhibidor de una proteina humana que
contiene bromodominios, mas particularmente un inhibidor de SP140, particularmente un compuesto inhibidor.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "polipéptido” se refiere a una cadena de aminoacidos que incluye
una proteina de longitud completa, oligopéptidos, péptidos cortos y fragmentos de los mismos, en el que los restos
de aminoacidos se vinculan por enlaces covalentes.

Como se utiliza en la presente memoria, una "variante" es un polipéptido que comprende una secuencia, que difiere
(por delecidon de un aminoacido, insercion de un aminoacido y/o sustitucion de un aminoacido con un aminoacido
diferente) en una o mas posiciones de aminoacidos de la de una secuencia de polipéptido parental. La secuencia
variante puede ser una secuencia de origen no natural, es decir, una secuencia que no se encuentra en la
naturaleza.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion "péptido sintético" se refiere a un péptido, incluyendo un
péptido corto que se ha sintetizado in vitro. El término abarca ademas péptidos o péptidos cortos que se han
modificado por sustitucién con aminoacidos inusuales o no naturales.

Como se utiliza en la presente memoria, "de origen natural", como se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que
el objeto puede encontrarse en la naturaleza a diferencia de ser producido artificialmente por el hombre.

Como se utiliza en la presente memoria, un "fragmento" o "subsecuencia" se refiere a cualquier porciéon de una
secuencia dada. Queda entendido que un fragmento o subsecuencia de una secuencia sera mas corto que la propia
secuencia en al menos un resto de aminoacido o de acido nucleico. De este modo, un fragmento o subsecuencia se
refiere a una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos que comprende una parte de una secuencia mas larga
de aminoacidos (p. €j., polipéptido).

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion "identidad de secuencia" indica una medida cuantitativa del
grado de homologia entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de acido nucleico de la misma
longitud. Si las dos secuencias a comparar no poseen una longitud idéntica, han de alinearse para proporcionar el
mejor ajuste posible, lo que permite la insercion de huecos o, alternativamente, el truncamiento en los extremos de
las secuencias de polipéptidos o secuencias de nucleétidos.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion "molécula de acido nucleico" se refiere a un oligdbmero o
polimero de acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. Este término
incluye moléculas compuestas de nucleobases de origen natural, azdcares y enlaces internucleosidicos covalentes
(de fondo) que funcionan de manera similar o combinaciones de los mismos.

Como se utiliza en la presente memoria, una "secuencia de polinucleétido” (p. €j., un acido nucleico, polinucledtido,
oligonucledtido, etc.) es un polimero de nucledtidos que comprende nucleétidos A, C, T, U, G u otros nucleétidos de
origen natural o analogos de nucleétidos artificiales o una cadena de caracteres que representa un acido nucleico,
dependiendo del contexto. El acido nucleico dado o el acido nucleico complementario se puede determinar a partir
de cualquier secuencia de polinucleétido especificada.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "inhibidor" puede ser cualquier compuesto o tratamiento capaz
de inhibir la expresién y/o la funcién de la proteina que contiene bromodominios, es decir cualquier compuesto o
tratamiento que inhibe la transcripcion del gen, maduracion de ARN, traduccion del ARN, modificacion post-
traduccional de la proteina, unién de la proteina a un objetivo de lisina acetilada y similares. Asi, "la inhibicion de la
proteina SP140 que contiene bromodominios" incluye la inhibicion de la expresiéon y/o la funciéon de la proteina
SP140 que contiene bromodominios.

El inhibidor puede ser de naturaleza y origen variados, incluyendo origen natural [p. ej., vegetal, animal, eucariota,
bacteriano, viral] [particularmente una molécula organica, inorganica, sintética o semi-sintética). Por ejemplo, puede
ser un acido nucleico, un polipéptido, una proteina, un péptido o un compuesto quimico. En un aspecto, el inhibidor
es selectivo para una proteina que contiene bromodominios particular sin actividad contra otra proteina que contiene
bromodominios.

En un aspecto, el inhibidor es un acido nucleico antisentido capaz de inhibir la transcripcién de las proteinas que
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contienen bromodominios o la traduccion del ARN mensajero correspondiente. El acido nucleico antisentido puede
comprender la totalidad o parte de la secuencia de la proteina que contiene bromodominios o de una secuencia que
es complementaria a la misma. La secuencia antisentido puede ser un ADN y un ARN (p. ej. ARNip), una ribozima,
etc. Puede ser monocatenaria o bicatenaria. También puede ser un ARN codificado por un gen antisentido. Cuando
se utiliza un acido nucleico antisentido que comprende parte de la secuencia del gen o ARN mensajero bajo
consideracion, se prefiere utilizar una parte que comprende al menos 10 bases consecutivas de la secuencia, mas
preferentemente al menos 15, a fin de garantizar la hibridacion especifica. En el caso de un oligonucleétido
antisentido, este comprende normalmente menos de 100 bases, por ejemplo en el orden de 10 a 50 bases. Este
oligonucledtido puede modificarse para mejorar su estabilidad, su resistencia a las nucleasas, su penetracion celular,
etc. La complementariedad perfecta entre la secuencia de la molécula antisentido y la del gen objetivo o ARN
mensajero no se requiere, pero en general resulta preferente.

De acuerdo con otro aspecto de la divulgacion, el compuesto inhibidor es un polipéptido. Puede ser, por ejemplo un
péptido que comprende una regién de la proteina que contiene bromodominios y que es capaz de antagonizar su
actividad. Un péptido comprende ventajosamente de 5 a 50 aminoacidos consecutivos de la secuencia primaria de la
proteina que contiene bromodominios bajo consideracion, normalmente de 7 a 40. El polipéptido también puede ser
un anticuerpo contra la proteina que contiene bromodominios o un fragmento o derivado de dicho anticuerpo, por
ejemplo un fragmento Fab, una region CDR, o, mas preferentemente, un anticuerpo de cadena sencilla (p. €j.,
ScFv). Los anticuerpos de cadena sencilla son particularmente ventajosos en la medida en que pueden actuar de
manera especifica e intracelular para modular la actividad de una proteina objetivo. Tales anticuerpos, fragmentos o
derivados se pueden producir por técnicas convencionales que comprenden la inmunizacién de un animal y la
recuperacion del suero (policlonal) o células del bazo (para producir hibridomas mediante fusion con estirpes
celulares apropiadas).

Los procedimientos de produccién de anticuerpos policlonales en diversas especies se describen en la técnica
anterior. Normalmente, el antigeno se combina con un adyuvante (p. €j., adyuvante de Freund) y se administra a un
animal, normalmente por inyeccién subcutanea. Se pueden realizar repetidas inyecciones. Las muestras sanguineas
se recogen y se separa la inmunoglobulina o suero. Los procedimientos convencionales de produccion de
anticuerpos monoclonales comprenden la inmunizacién de un animal con un antigeno, seguido de la recuperacion
de células de bazo, que se fusionan entonces con células inmortalizadas, tales como células de mieloma. Los
hibridomas resultantes producen los anticuerpos monoclonales y pueden seleccionarse mediante la limitacion de la
dilucion a fin de aislar clones individuales. Los fragmentos Fab o F(ab')2 pueden producirse por la digestion de la
proteasa, de acuerdo con técnicas convencionales.

Segun otro aspecto de la divulgacion, el inhibidor es un compuesto quimico, de origen natural o sintético,
particularmente una molécula organica o inorganica, capaz de modular la expresion o la actividad de la proteina que
contiene bromodominios. En un aspecto particular de la divulgacion, el inhibidor es una molécula pequefia.

Como se utiliza en la presente memoria, la "cantidad eficaz" significa la cantidad de un farmaco o agente
farmacéutico que provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que esta
siendo buscada, por ejemplo, por un investigador o médico. Ademas, la expresion "cantidad terapéutica" significa
cualquier cantidad que, en comparacion con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha cantidad, da como
resultado un tratamiento mejorado, curacion, prevencion o mejora de una enfermedad, trastorno o efecto secundario,
0 una disminucion en la velocidad de avance de una enfermedad o trastorno. El término también incluye dentro de
su alcance cantidades eficaces para potenciar la funcion fisioldgica normal. "Terapia" y "tratamiento" pueden incluir
tratamiento y/o profilaxis.

Si bien es posible que, para su uso en terapia, el inhibidor pueda administrarse como el producto quimico crudo, es
posible presentar el principio activo como una composicion farmacéutica. Por consiguiente, la memoria descriptiva
desvela ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un agente que inhibe una o mas proteinas que
contienen bromodominios, particularmente SP140, y uno o mas portadores, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables. El portador o portadores, diluyente o diluyentes o excipiente o excipientes han de ser
aceptables en el sentido de ser compatibles con los otros principios de la composicion y no perjudiciales para el
receptor de los mismos. Segun otro aspecto de la divulgaciéon, se proporciona también un procedimiento de
preparacion de una composicion farmacéutica que incluye el agente o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo, con uno o mas portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion
farmacéutica puede ser para su uso en el tratamiento y/o profilaxis de cualquiera de las afecciones descritas en la
presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en formas de dosis unitarias que contienen una cantidad
predeterminada de principio activo por dosis unitaria. Las composiciones de dosificacion unitaria preferentes son
aquellas que contienen una dosis o subdosis diaria o0 una fraccién apropiada de la misma, de un principio activo. Por
lo tanto, tales dosis unitarias se pueden administrar una vez o0 mas de una vez al dia. Tales composiciones
farmacéuticas pueden prepararse por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la materia de farmacia.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administracion por cualquier via apropiada, por ejemplo
por vias oral (incluyendo bucal o sublingual), rectal, por inhalacion, intranasal, tépica (incluyendo bucal, sublingual o
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transdérmica), vaginal o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa o intradérmica). Tales
composiciones se pueden preparar por cualquier procedimiento conocido en la materia de farmacia, por ejemplo
asociando el principio activo con el portador o portadores o excipiente o excipientes.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion oral pueden presentarse como unidades discretas,
tales como capsulas o comprimidos; polvos o granulos; soluciones o suspensiones en liquidos acuosos o no
acuosos; espumas o batidos comestibles; o emulsiones liquidas de aceite en agua o emulsiones liquidas de agua en
aceite.

Por ejemplo, para administracion oral en forma de un comprimido o capsula, el componente farmaco activo se puede
combinar con un portador inerte oral no toxico farmacéuticamente aceptable, tal como etanol, glicerol, agua y
similares. Los polvos se preparan mediante la reduccién del compuesto a un tamafio fino adecuado y la mezcla con
un portador farmacéutico preparado de forma similar, tal como un carbohidrato comestible, como por ejemplo,
almidon o manitol. Pueden estar presentes también aromatizantes, conservantes, dispersantes y agentes colorantes.

Las capsulas se fabrican preparando una mezcla en polvo, como se ha descrito anteriormente, y llenando vainas de
gelatina formadas. Los deslizantes y lubricantes, tales como silice coloidal, talco, estearato de magnesio, estearato
de calcio o polietilenglicol sélido se pueden afiadir a la mezcla de polvo antes de la operacion de relleno. Un agente
disgregante o solubilizante, tal como agar-agar, carbonato de calcio o carbonato de sodio también se puede anadir
para mejorar la disponibilidad del medicamento cuando se ingiera la capsula.

Ademas, cuando se desee o0 sea necesario, también se pueden incorporar en la mezcla aglutinantes, deslizantes,
lubricantes, agentes edulcorantes, aromas, agentes disgregantes y agentes colorantes. Los aglutinantes adecuados
incluyen almidon, gelatina, azucares naturales, tales como glucosa o beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas, tales como acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras
y similares. Los lubricantes utilizados en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio, estearato de sodio,
estearato de magnesio, benzoato sddico, acetato sédico, cloruro sédico y similares. Los disgregantes incluyen, sin
limitacion, almidén, metilcelulosa, agar, bentonita, goma xantana y similares. Los comprimidos se formulan, por
ejemplo, por preparacién de una mezcla de polvo, granulacion o pre-compresion, adiciéon de un lubricante y
disgregante y prensado en comprimidos. Una mezcla de polvo se prepara mezclando el compuesto, adecuadamente
triturado, con un diluyente o base como se ha descrito anteriormente, y opcionalmente, con un aglutinante, tal como
carboximetilcelulosa, alginato, gelatina o polivinilpirrolidona, un retardante de solucién, tal como parafina, un
acelerador de la resorcion, tal como una sal cuaternaria y/o un agente de absorcién, tal como bentonita, caolin o
fosfato dicalcico. La mezcla de polvo se puede granular humedeciéndose con un aglutinante, tal como jarabe, pasta
de almidon, mucilago de acadia o soluciones de materiales celuldsicos o poliméricos y prensandola a través de un
tamiz. Como alternativa a la granulacién, la mezcla de polvo se puede realizar a través de la maquina de
comprimidos y el resultado son capsulas formadas de manera imperfecta en granulos. Los granulos se pueden
lubricar para evitar que se peguen al comprimido formando matrices por medio de la adicion de acido estearico, una
sal estearato, talco o aceite mineral. La mezcla lubricada se comprime entonces en comprimidos. Los compuestos
de la presente invencion también se pueden combinar con un portador inerte de flujo libre y comprimir en
comprimidos directamente sin pasar por las etapas de granulacion o pre-compresion. Se pueden proporcionar un
recubrimiento protector transparente u opaco que consiste en una capa de sellado de goma laca, un recubrimiento
de azucar o material polimérico y un recubrimiento pulido de cera. Se pueden afiadir materias colorantes a estos
recubrimientos para distinguir las diferentes dosificaciones unitarias.

Los fluidos orales, tales como solucion, jarabes y elixires se pueden preparar en forma de dosificacion unitaria de
manera que una cantidad dada contenga una cantidad predeterminada del compuesto. Los jarabes se pueden
preparar disolviendo el compuesto en una solucién acuosa adecuadamente aromatizada, mientras que los elixires se
preparan mediante el uso de un vehiculo alcohdlico no téxico. Las suspensiones pueden formularse dispersando el
compuesto en un vehiculo no téxico. Asimismo se pueden afadir solubilizantes y emulsionantes, tales como
alcoholes isoestearilicos etoxilados y éteres de polioxietilensorbitol, conservantes, aditivos de sabor, tales como
aceite de menta o edulcorantes naturales o sacarina u otros edulcorantes artificiales, y similares.

Cuando sea apropiado, las composiciones de dosificacion unitaria para administraciéon oral se pueden
microencapsular. La composicion también se puede preparar para prolongar o mantener la liberacion como por
ejemplo revistiendo o embebiendo material particulado en polimeros, cera o similares.

Los compuestos de la invencion también pueden administrarse en forma de sistemas de administracion de
liposomas, tales como vesiculas unilamelares pequenias, vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares.
Los liposomas pueden formarse a partir de una variedad de fosfolipidos, tales como colesterol, estearilamina o
fosfatidilcolinas.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administraciéon transdérmica pueden presentarse como parches
discretos que tienen por objeto permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo
prolongado de tiempo.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién tépica pueden formularse como pomadas,
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cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, pulverizaciones, aerosoles o aceites.

Para tratamientos del ojo u otros tejidos externos, por ejemplo boca y piel, las composiciones se aplican
preferentemente como una pomada o crema tépica. Cuando se formula en una pomada, el principio activo se puede
emplear con una base de pomada parafinica o miscible en agua. Alternativamente, el principio activo puede
formularse en una crema con una base de crema de aceite en agua o una base de agua en aceite.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administraciones tdpicas en el ojo incluyen colirios en los que el
principio activo se disuelve o suspende en un portador adecuado, especialmente un disolvente acuoso.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion tépica en la boca incluyen pastillas para chupar,
pastillas y colutorios.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion rectal pueden presentarse como supositorios o
como enemas.

Las formas de dosificacion para administracion nasal o inhalada pueden convenientemente formularse como
aerosoles, soluciones, suspensiones, gotas, geles o polvos secos.

Para composiciones adecuadas y/o adaptadas para administracion inhalada, se prefiere que el agente esté en una
forma reducida de tamafo de particulas, y mas preferentemente la forma de tamafo reducido se obtiene o puede
obtenerse por micronizacion. El tamafio de particulas preferente del compuesto de tamafio reducido (p. €j.,
micronizado) o sal o solvato se define por un valor D50 de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10
micrometros (por ejemplo tal como se mide utilizando difraccion laser). Las composiciones adaptadas para
administracion por inhalacion incluyen los polvos o nieblas de particulas. Las composiciones adecuadas en las que
el portador es un liquido para administracion como una pulverizacion o gotas nasales incluyen
soluciones/suspensiones acuosas u oleosas del principio activo que pueden generarse por medio de diversos tipos
de aerosoles nebulizadores o insufladores presurizados dosificadores.

Las formulaciones de aerosol, p. €j., para administracion inhalada, pueden comprender una soluciéon o suspension
fina del agente en un disolvente acuoso o no acuoso farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones de aerosol
pueden presentarse en cantidades individuales o multidosis en forma estéril en un recipiente sellado, que puede
adoptar la forma de un cartucho o recarga para su uso con un dispositivo atomizador o inhalador. Alternativamente,
el recipiente sellado puede ser un dispositivo de dispensacién unitaria, tal como un inhalador nasal de una sola dosis
o un dispensador de aerosol equipado con una valvula dosificadora (inhalador dosificador) que tiene por objeto
desecharse una vez que los contenidos del recipiente se hayan agotado.

Cuando la forma de dosificacién comprende un dispensador de aerosol, contiene preferentemente un propulsor
adecuado bajo presion, tal como aire comprimido, diéxido de carbono o un propulsor organico, tal como un
hidrofluorocarbono (HFC). Los propulsores de HFC adecuados incluyen 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano y 1,1,1,2-
tetrafluoroetano. Las formas de dosificacion de aerosol también pueden adoptar la forma de un atomizador de
bomba. El aerosol presurizado puede contener una soluciéon o una suspension del compuesto activo. Esto puede
requerir la incorporacién de excipientes adicionales p. ej., co-disolventes y/o tensioactivos para mejorar las
caracteristicas de dispersion y homogeneidad de las formulaciones en suspension. Las formulaciones en solucion
también pueden requerir la adicion de co-disolventes tales como etanol. Otros modificadores de excipiente también
pueden incorporarse para mejorar, por ejemplo, la estabilidad y/o el sabor y/o las caracteristicas de masa de
particulas finas (cantidad y/o perfil) de la formulacion.

Para composiciones farmacéuticas adecuadas y/o adaptadas para administracién inhalada, la composicion
farmacéutica puede ser una composicién inhalable de polvo seco. Tal composicion puede comprender una base de
polvo, tal como lactosa, glucosa, trehalosa, manitol o almidén, el agente, (preferentemente en forma de particulas de
tamario reducido, p. €j., en forma micronizada), y opcionalmente un modificador del rendimiento, tal como L-leucina
u otro aminoacido, octaacetato de celobiosa y/o sales metdlicas de acido estearico, tales como estearato de
magnesio o calcio.

Las formulaciones de aerosol se disponen preferentemente de manera que cada dosis medida o "pulsacion" de
aerosol contenga una cantidad particular de un compuesto de la invencién. La administracion puede realizarse una
vez al dia o varias veces al dia, por ejemplo 2, 3 4 u 8 veces, dando por ejemplo 1, 2 o 3 dosis cada vez. La dosis
diaria total y la dosis dosificada suministrada por capsulas y cartuchos en un inhalador o insuflador sera
generalmente el doble que con formulaciones de aerosol.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion vaginal pueden presentarse como pesarios,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de pulverizacion.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administraciéon parental incluyen soluciones de inyeccion estériles
acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la
composicion sea isotonica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que
pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Las composiciones se pueden presentar en recipientes
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de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas selladas y viales, y pueden almacenarse en una condicién
secada por congelacion (liofilizado) que requiere solo la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo agua para
inyecciones, inmediatamente antes del uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccion extemporanea pueden
prepararse a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos.

Debe entenderse que ademas de los principios particularmente mencionados anteriormente, las composiciones
pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulacién en cuestion, por
ejemplo aquellos adecuados para administracion oral pueden incluir agentes aromatizantes.

Las moléculas de interferencia de ARN o antisentido se pueden administrar al mamifero en necesidad de las
mismas. Alternativamente, se pueden administrar las construcciones que incluyen las mismas. Tales moléculas y
construcciones pueden utilizarse para interferir con la expresion de la proteina de interés, p. €j., la proteina que
contiene bromodominios y como tal modificar la expresion génica. Normalmente la administracion se efectua por
medios conocidos en la técnica.

Las moléculas antisentido o de interferencia de ARN pueden administrarse in vitro a células o in vivo, p. €j., a
tumores de un mamifero. Los modos de administracion se pueden utilizar sin limitaciones, incluyendo:
administracion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, local durante la cirugia, endoscopica,
subcutanea, y per os. Los vectores se pueden seleccionar para propiedades deseables para cualquier aplicacion
particular. Los vectores pueden ser virales o plasmidos. Los vectores adenovirales son Utiles en este sentido. Los
promotores especificos de tejido, especificos de tipo celular o regulables pueden utilizarse para controlar la
transcripcion de las moléculas de polinucleétidos inhibidores. Los portadores no virales, tales como liposomas o
nanoesferas también se pueden utilizar.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del agente dependera de una serie de factores que incluyen, por ejemplo, la
edad y el peso del sujeto, la condiciéon precisa que requiere un tratamiento y su gravedad, la naturaleza de la
formulacién y la via de administracion, y la voluntad en ultima instancia se dejara a la discrecion del médico o
veterinario responsable. En particular, el sujeto a ser tratado es un mamifero, particularmente un ser humano.

El agente puede administrarse en una dosis diaria. Esta cantidad se puede administrar en una dosis Unica por dia o
mas usualmente en un numero (tal como dos, tres, cuatro, cinco o seis) de subdosis al dia, tal que la dosis diaria
total sea la misma.

El agente se pueden emplear solo o en combinacion con otros agentes terapéuticos.

El agente para su uso en la presente invencion se puede utilizar en combinacién o incluir uno o mas de otros
agentes terapéuticos y se puede administrar secuencialmente o simultdneamente por cualquier via conveniente en
composiciones farmacéuticas separadas o combinadas.

El agente y las composiciones farmacéuticas contenidos en la invencion pueden utilizarse en combinacién o incluir
uno o mas de otros agentes terapéuticos, por ejemplo seleccionarse entre AINEs, corticosteroides, inhibidores COX-
2, inhibidores de citoquinas, agentes anti-TNF, inhibidores de la oncostatina M, anti-malaria, inmunosupresores y
citostaticos.

Procedimientos de tratamiento y enfermedades

Se desvelan en la presente memoria procedimientos de tratamiento o prevencion de afecciones y enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias que se pueden mejorar mediante la inhibicion de proteinas que contienen
bromodominios y de este modo, p. €j., modular el nivel de expresion de genes objetivo activados por acetilacion y
reprimidos por acetilaciéon. Un procedimiento puede comprender administrar a un sujeto, p. €j., un sujeto en
necesidad del mismo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente descrito en la presente memoria.

Asi, en un aspecto se desvela el uso de un inhibidor de bromodominio en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e inflamatorias.

En un aspecto adicional, se desvela un procedimiento de tratamiento de enfermedades o afecciones
autoinmunitarias e inflamatorias en un mamifero que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
de un inhibidor de bromodominio.

En un aspecto, la proteina que contiene bromodominios es SP140.
En un aspecto, el inhibidor inhibe la proteina SP140 que contiene bromodominios.

Basandose en al menos en el hecho de que se ha descubierto que el aumento de la acetilacion de histonas se
asocia con la inflamacion, un procedimiento de tratamiento de inflamacion en un sujeto puede comprender
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes que disminuyen la acetilacién o
restauran la acetilacion a su nivel en las células normales correspondientes.

La inflamacién representa un grupo de respuestas vasculares, celulares y neurolégicas al traumatismo. La
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inflamacion puede caracterizarse como el movimiento de células inflamatorias, tales como monocitos, neutrofilos y
granulocitos en los tejidos. Esto se asocia generalmente con la reduccién de la funcion de la barrera endotelial y
edema en los tejidos. La inflamacion puede clasificarse como aguda o crénica. La inflamacién aguda es la respuesta
inicial del cuerpo a los estimulos nocivos y se logra mediante el aumento del movimiento de plasma y los leucocitos
de la sangre a los tejidos lesionados. Una cascada de eventos bioquimicos propaga y madura la respuesta
inflamatoria, que implica el sistema vascular local, el sistema inmunolégico, y varias células dentro del tejido
lesionado. La inflamacion prolongada, conocida como inflamacién crénica, conduce a un cambio progresivo en el
tipo de células que estan presentes en el sitio de inflamacion y se caracteriza por la destruccion simultanea y la
curacion del tejido del proceso inflamatorio.

Cuando se produce como parte de una respuesta inmunitaria a una infeccion o como una respuesta aguda a un
traumatismo, la inflamacion puede ser beneficiosa y normalmente es autolimitante. No obstante, la inflamacion
puede ser perjudicial en diversas condiciones. Esto incluye la produccion de inflamacién excesiva en respuesta a
agentes infecciosos, que pueden conducir a dafios en los érganos relevantes y muerte (por ejemplo, en el nivel de
sepsis). Ademas, la inflamacion cronica es generalmente perjudicial y es la raiz de numerosas enfermedades
cronicas, causando dafios graves e irreversibles en los tejidos. En tales niveles, la respuesta inmunitaria es a
menudo dirigida contra auto-tejidos (autoinmunidad), aunque las respuestas cronicas a entidades extranjeras
también pueden conducir a dafios inespecificos en los auto-tejidos.

Por lo tanto, el objetivo de la terapia anti-inflamatoria es reducir esta inflamacién, para inhibir la autoinmunidad
cuando esté presente y permitir el progreso del proceso fisioldgico o la curacion y la reparacion de los tejidos.

Los agentes se pueden utilizar para tratar la inflamaciéon de cualquier tejido y 6rgano del cuerpo, incluyendo la
inflamacién musculoesquelética, inflamacion vascular, inflamacion neural, inflamacion del sistema digestivo,
inflamacion ocular, inflamacién del sistema reproductivo y otras inflamaciones, como se ejemplifica a continuacion.

La inflamaciéon musculoesquelética se refiere a cualquier afeccion inflamatoria del sistema musculoesquelético, en
particular las afecciones que afectan a las articulaciones esqueléticas, incluyendo articulaciones de la mano,
mufieca, codo, hombro, mandibula, columna vertebral, cuello, cadera, rodilla, tobillo y pie, y las afecciones que
afectan a los tejidos que conectan los musculos a los huesos, tales como tendones. Ejemplos de inflamacion
musculoesquelética que se pueden tratar con los compuestos de la invencién incluyen artritis (incluyendo, por
ejemplo, osteoartritis, artritis reumatoide, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, artritis infecciosa aguda y
cronica, artritis asociada con gota y pseudogota y artritis juvenil idiopatica), tendinitis, sinovitis, tenosinovitis, bursitis,
fibrositis (fibromialgia), epicondilitis, miositis y osteitis (incluyendo, por ejemplo, enfermedad de Paget, osteitis pubis,
y osteitis fibrosa quistica).

La inflamacion ocular refiere a la inflamacion de cualquier estructura del ojo, incluyendo los parpados. Ejemplos de
inflamacion ocular que pueden ftratarse con los compuestos de la invencion incluyen blefaritis, blefarocalasia,
conjuntivitis, dacrioadenitis, queratitis, queratoconjuntivitis sicca (ojo seco), escleritis, triquiasis y uveitis.

Ejemplos de inflamacion del sistema nervioso que pueden tratarse con los compuestos de la invencion incluyen
encefalitis, sindrome de Guillain-Barre, meningitis, neuromiotonia, narcolepsia, esclerosis multiple, mielitis y
esquizofrenia.

Ejemplos de la inflamacion de la vasculatura o el sistema linfatico que pueden tratarse con los compuestos de la
invencion incluyen aterosclerosis, artritis, flebitis, vasculitis y linfangitis.

Ejemplos de afecciones inflamatorias del sistema digestivo que pueden tratarse con los compuestos de la invencion
incluyen colangitis, colecistitis, enteritis, enterocolitis, gastritis, gastroenteritis, enfermedad inflamatoria del intestino
(como la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), ileitis y proctitis.

Ejemplos de afecciones inflamatorias del sistema reproductor que pueden tratarse con los compuestos de la
invencion incluyen cervicitis, corioamnionitis, endometritis, epididimitis, omfalitis, ooforitis, orquitis, salpingitis,
absceso tubo-ovarico, uretritis, vaginitis, vulvitis y vulvodinia.

Los agentes se pueden utilizar para tratar afecciones autoinmunitarias que tienen un componente inflamatorio. Tales
afecciones incluyen alopecia diseminada aguda universalis, enfermedad de Behcet, enfermedad de Chagas,
sindrome de fatiga crénica, disautonomia, encefalomielitis, espondilitis anquilosante, anemia aplasica, hidradenitis
supurativa, hepatitis autoinmunitaria, ooforitis autoinmunitaria, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, diabetes
mellitus tipo 1, arteritis de células gigante, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Grave, sindrome de Guillain-
Barre, enfermedad de Hashimoto, purpura de Henoch-Schonlein, enfermedad de Kawasaki, lupus eritematoso,
colitis microscopica, poliarteritis microscopica, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis multiple, miastenia
gravis, sindrome opsoclonus mioclono, neuritis optica, tiroiditis de Ord, pénfigo, poliarteritis nodosa, polimialgia,
artritis reumatoide, sindrome de Reiter, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, granulomatosis de Wegener, anemia
hemolitica autoinmunitaria calida, cistitis intersticial, enfermedad de Lyme, morfea, psoriasis, sarcoidosis,
esclerodermia, colitis ulcerosa vy vitiligo.

Los agentes pueden utilizarse para tratar enfermedades de hipersensibilidad mediadas por linfocitos T que tienen un
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componente inflamatorio. Tales afecciones incluyen hipersensibilidad por contacto, dermatitis por contacto
(incluyendo la debida a la hiedra venenosa), urticaria, alergias de la piel, alergias respiratorias (fiebre del heno, rinitis
alérgica) y enteropatia sensible al gluten (enfermedad celiaca).

Otras afecciones inflamatorias que pueden tratarse con los agentes incluyen, por ejemplo, apendicitis, dermatitis,
dermatomiositis, endocarditis, fibrositis, gingivitis, glositis, hepatitis, hidradenitis supurativa, iritis, laringitis, mastitis,
miocarditis, nefritis, otitis, pancreatitis, parotiditis, perciarditis, peritonitis, faringitis, pleuritis, neumonitis, prostatistis,
pielonefritis, y estomatitis, rechazo a trasplantes (que implica érganos tales como rifién, higado, corazén, pulmén,
pancreas (p. €j., células de los islotes), médula 6sea, cérnea, intestino delgado, aloinjertos de piel, homoinjertos de
piel, y xenoinjetos de valvulas del corazén, enfermedad del suero y enfermedad del injerto contra huésped),
pancreatitis aguda, pancreatitis croénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda, sindrome de Sexary, hiperplasis
suprarrenal congénita, tiroiditis no supurativa, hipercalcemia asociada con el cancer, pénfigo, dermatitis herpetiforme
bullosa, eritema multiforme grave, dermatitis exfoliativa, dermatitis seborreica, rinitis alérgica estacional o perenne,
asma bronquial, dermatitis de contacto, dermatitis atépica, reacciones de hipersensibilidad a farmacos, conjuntivitis
alérgica, queratitis, herpes z6ster oftalmico, iritis y oiridociclitis, coriorretinitis, neuritis 6ptica, sarcoidosis sintomatica,
quimioterapia de tuberculosis pulmonar fulminante o diseminada, purpura trombocitopénica idiopatica en adultos,
trombocitopenia secundaria en adultos, anemia hemolitica adquirida (autoinmunitaria), leucemia y linfomas en
adultos, leucemia aguda de la infancia, enteritis regional, vasculitis autoinmunitaria, esclerosis multiple, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, rechazo de trasplante de 6rganos solidos, sepsis. Los tratamientos preferentes
incluyen el tratamiento del rechazo de trasplantes, artritis reumatoide, artritis psoriasica, esclerosis multiple, diabetes
tipo 1, asma, enfermedad inflamatoria del intestino, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, enfermedad pulmonar
cronica e inflamacion que acompafa a las enfermedades infecciosas (p. €j., sepsis).

Los usos de la invencién se pueden utilizar en los mamiferos, particularmente en seres humanos.

La presente memoria descriptiva también desvela un procedimiento de identificacion de agentes que pueden ser
compuestos candidatos para el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e inflamatorias que
comprende determinar si un compuesto es capaz de inhibir la proteina SP140 que contiene bromodominios.

Procedimientos de identificacidon sistematica

La presente memoria descriptiva propone, por primera vez que las proteinas que contienen bromodominio,
particularmente SP140, son objetivos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades y afecciones inflamatorias y
autoinmunitarias. Asi, la presente memoria descriptiva desvela nuevos objetivos para la identificacion, validacion,
seleccion y optimizacion de agentes activos sobre la base de su capacidad para modular la expresion o actividad de
las proteinas que contienen bromodominios, particularmente la proteina SP140 que contiene bromodominios. Tales
agentes activos incluyen inhibidores como se ha descrito anteriormente.

La presente memoria descriptiva desvela de este modo un procedimiento de identificacién, identificacion sistematica,
caracterizacion o definicion de un agente que es capaz de modular la actividad de la proteina SP140 que contiene
bromodominios. Los procedimientos se pueden utilizar para identificar sistematicamente la proteina SP140 que
contiene bromodominios. Los procedimientos se pueden utilizar para identificar sistematicamente, por ejemplo, un
gran numero de compuestos candidatos para su uso clinico en enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias.

Los ensayos (procedimientos de identificacion sistematica) se pueden realizar en un sistema basado en células, un
sistema animal o por un sistema libre de células. Tales técnicas resultaran evidentes para un experto en la materia y
pueden basarse en una medida de interaccion [p. €j., ensayos de union, desplazamiento o competencia) o una
medida de la funcién de la actividad, transcripcion y similares.

Asi, por ejemplo, la presente memoria desvela un procedimiento de ensayo de la capacidad de un agente para
modular la expresién de la proteina SP140 que contiene bromodominios, particularmente para inhibir la expresion.
En otro ejemplo, la presente memoria descriptiva desvela un procedimiento de ensayo de la capacidad de un agente
para unirse y opcionalmente modular la actividad de la proteina SP140 que contiene bromodominios,
particularmente para inhibir la actividad. En un ejemplo adicional, la presente memoria descriptiva desvela un
procedimiento para ensayar la capacidad de un agente para modular la actividad de la proteina SP140 que contiene
bromodominios, particularmente para inhibir la actividad. En la memoria descriptiva se desvelan procedimientos de
identificacion sistematica para identificar agentes que inhiben proteinas que contienen bromodominios como
potencialmente Uutiles en el tratamiento de prevencion de enfermedades y afecciones autoinmunitarias e
inflamatorias y/o cancer. Un procedimiento implica la identificacion sistematica de un inhibidor de la actividad de la
proteina que contiene bromodominios, que incluye las etapas de poner en contacto un péptido, que puede
modificarse por acetilacion, con un bromodominio, particularmente la proteina SP140 que contiene bromodominios o
un fragmento de los mismos en presencia y ausencia de una sustancia de ensayo, e identificar una sustancia de
ensayo como un inhibidor o activador de la actividad de bromodominio. Los agentes de ensayo (o sustancias) para
la identificacion sistematica como inhibidores de bromodominio pueden proceder de cualquier fuente conocida en la
materia. Pueden ser productos naturales, purificados o mezclas, compuestos sintéticos, miembros de bibliotecas de
compuestos, etc. Las sustancias de ensayo se pueden seleccionar entre aquellas que han sido previamente
identificadas que tienen actividad biolégica o de farmacos o de aquellas que no tienen.
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En un aspecto adicional de la divulgacion, el procedimiento de identificacion sistematica para un inhibidor de la
proteina que contiene bromodominios incluye un ensayo de union. Asi, un compuesto que inhibe la unién de la
proteina SP140 que contiene bromodominios a su sustrato puede identificarse en ensayos de competencia o unién
directa. Ambos formatos de ensayo de union directa y de competencia son similares a los formatos utilizados en
inmunoensayos y ensayos de unioén al receptor y seran generalmente conocidos por un experto en la materia.

En un aspecto, la proteina que contiene bromodominios es SP140.

Normalmente, los procedimientos utilizan péptidos de la proteina SP140. En particular, los procedimientos utilizan
una proteina humana. Mas particularmente, la proteina tiene la secuencia de aminoacidos de la proteina SP140
humana como se describe en el numero de acceso NP_001420.2. o un fragmento de la misma o una secuencia que
tiene al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de homologia con
la secuencia de aminoacidos de la proteina SP140 humana o un fragmento de la misma.

Preferentemente, los fragmentos son al menos 110 aminoacidos de longitud e incluyen el bromodominio.

La presente divulgacion contempla ademas analogos de las secuencias de aminoacidos formados por sustitucion de
aminoacidos conservadora. El principio detras de la sustitucion de aminoacidos conservadora es que ciertos pares
de aminoacidos tienen cadenas laterales compatibles de tal manera que, cuando un aminoacido es sustituido con
otro, habra solo cambios minimos en la estructura terciaria del péptido. Las reglas para sustituciones conservadoras
se explican en Bowie y col. Science 247 (1990) 1306-1310. Es objeto de la presente divulgacion utilizar polipéptidos,
fragmentos y variantes que retienen la capacidad de la proteina para unirse al sustrato.

Cuando se requiera, cada uno de los polipéptidos, fragmentos y variantes, cuando se precisen, pueden
proporcionarse ya sea en forma purificada o no purificada, por ejemplo como extractos celulares o mediante
purificacion del componente relevante de tales extractos. Alternativamente, los polipéptidos, fragmentos y variantes
se pueden producir de forma recombinante mediante técnicas de expresion recombinante, y purificarse para su uso
en el ensayo. Alternativamente, los polipéptidos, fragmentos y variantes pueden expresarse de forma recombinante
en una célula para su uso en ensayos basados en células.

Normalmente, un polinucleétido que codifica el componente relevante se proporciona dentro de un vector de
expresion. Tales vectores de expresion se construyen rutinariamente en la técnica y pueden implicar, por ejemplo el
uso de ADN plasmido e iniciadores, promotores, potenciadores y otros elementos apropiados, tales como por
ejemplo sefiales de poliadenilacion que pueden ser necesarias y que se posicionan en la orientacion correcta con el
fin de permitir la expresién de la proteina completa. Los vectores adecuados resultaran con facilidad evidentes para
los expertos en la materia, tales como los descritos con mas detalle en los ejemplos de la presente solicitud. Las
secuencias promotoras pueden ser promotores inducibles o constitutivos en funcion del formato de ensayo
seleccionado.

Como se han descrito sustratos naturales para bromodominios que incluyen péptidos de histonas acetiladas,
sustratos preferentes podrian comprender péptidos correspondientes a estas secuencias y modificaciones. Por el
contrario, podrian utilizarse otros péptidos con afinidad adecuada para SP140.

Asi, por ejemplo el sustrato puede ser un péptido, tal como un péptido sintético que comprende residuos N-
terminales de 3 o 4 histonas, al menos 10, 20, 30, 40, 50 o de longitud completa. El sustrato puede ser al menos
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, homdlogo al mismo.

También puede ser preferente utilizar un sustrato seleccionado entre histonas a granel, péptidos sintéticos y
nucleosomas.

Los siguientes ejemplos se exponen para ilustrar la eficacia del enfoque descrito en la presente invencion y para
ejemplificar adicionalmente aplicaciones particulares de procedimientos generales descritos anteriormente. Por
consiguiente, la siguiente seccion de ejemplos no tiene por objeto en modo alguno limitar el alcance de la invencion
contemplado en la presente memoria.

Ejemplos

Para investigar si SP140 podria representar un objetivo para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias e
inflamatorias, se realizd una serie de experimentos que exploran la funcién de esta proteina en las células
inmunitarias. Estos estudios se centraron principalmente en los linfocitos T CD4* debido a su papel clave en la
inflamacion y la autoinmunidad. El enfoque inicial fue evaluar las consecuencias funcionales de reduccion de la
expresion de SP140 utilizando ARN inhibidor pequefio (ARNip). Puesto que un nimero de factores dispares puede
influir en si un ARNip puede reducir eficazmente la expresién de su gen objetivo, y aun no se han desarrollado
algoritmos avanzados capaces de predecir con precision ARNips eficaces (4), se sometié a ensayo en primer lugar
varios ARNips por su capacidad para reducir los niveles de ARNm de SP140 en los linfocitos T CD4* humanos
(Tabla 1). Como se muestra en la Figura 1, cinco de seis ARNips sometidos a ensayo fueron capaces de reducir
ARNmM de SP140, mientras que un sexto (SP140-2') demostré una actividad escasa o nula.
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Tabla 1. Listado de ARNips utilizados para reducir la expresion de SP140

Nombre de ARNip Secuencia

SP140-2' TCGGGTGTGATCCTAGGCCAA
SP140-5 CAGGATGGTCGCAGAGATCCA
SP140-6’ CAGGATTAACCTGATGGCCTA

SP140-7 CCCAGTGACAAGAGTGATGTA
SP140-10° AAAGGGCATTTAAACGGGAAA
SP140-12° CACCTCCATGCAGAAGCCCTA
SP140-13’ CTGGTTTGCCACTGACTTCAA

Los linfocitos T implicados en la autoinmunidad/inflamacion muestran signos de haber sido previamente activados,
exhibiendo un fenotipo de memoria o efector. Tales células pueden identificarse y aislarse en la base de la isoforma
de CD45 que se expresa siendo positiva para CD45R0 y negativa para CD45RA. Por lo tanto, se examiné el efecto
de reducir la expresién de SP140 en linfocitos T CD4* de memoria/efectores CD45RO* CD45RA- humanos.

Los ARNips dirigidos a SP140 se introdujeron en linfocitos T CD4* de memoria/efectores primarios humanos de la
sangre periférica de donantes sanos. Estas células se estimularon posteriormente con células dendriticas (CDs)
derivadas de donantes no relacionados. Tales CDs expresan antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) que son reconocidos por el receptor de linfocitos T (RLT) de los linfocitos T que responden. Las CDs también
se pretrataron previamente con LPS o curdlano, dos productos derivados de bacterias que activan las CDs y
aumentan su capacidad estimuladora de linfocitos T. Puesto que CDs activadas son las células clave que
intervienen en la estimulacion de linfocitos T in vivo, este protocolo se disefia para imitar estrechamente las
condiciones fisiologicas de la activacion de linfocitos T.

Las citoquinas presentes en el medio de los cultivos de linfocitos T-CD se cuantificaron después de 3 dias de co-
cultivo. Se ha demostrado que los ARNips dirigidos contra la proteina SP140 que contiene bromodominios inhiben
consistentemente la produccién de la citoquina pro-inflamatoria IL-17 cuando se introduce en linfocitos T CD4* de
memoria/efectores (Figura 2). Esto era evidente si las CDs se activaron con curdlano (Figura 2A) o LPS (Figura 2B).
Dada la importancia de IL-17 en la promocidn de la inflamacion (5,6), el efecto inhibidor de ARNip de SP140 sobre la
produccion de los resultados de esta citoquina indicdé que SP140 contribuye a un fenotipo de linfocitos T pro-
inflamatorio.

Ademas de utilizar las CD activadas para estimular los linfocitos T, también se examinaron las respuestas después
de la activacion de linfocitos T mediante una combinacién de anticuerpos anti-CD28 y anti-CD3. Como se muestra
en la Figura 3, los linfocitos T CD4* CD45R0O* CD45RA" transfectados con ARNips contra SP140 demostraron una
reduccion de la produccion de todas las citoquinas efectoras (IL-17, IFN-y, IL-13, TNF-q, IL-10) medida después de
este tipo de estimulacion. Ademas, se observaron resultados similares cuando se utilizaron ARNips de SP140 para
reducir la expresion de SP140 en una estirpe linfocitica T CD4* humana, HuT78 (Figura 4). Como se observo
después de la estimulaciéon con anti-CD3/CD28 de linfocitos T CD4* CD45RO* CD45RA" primarios, las células
HUT78 transfectadas con ARNips de SP140 demostraron una reduccion de la produccién de todas las citoquinas en
comparacion con las células transfectadas con ARNip de control.

Dada la importancia de IL-17 e IFN-y en la promocion de la autoinmunidad y la inflamacion (5,6), se estudié ain mas
el papel de SP140 en linfocitos T especializados en la produccién de estas citoquinas. Especificamente, se examiné
el efecto de ARNips de SP140 sobre la funcion de linfocitos T CD4* CD161*, un subconjunto de linfocitos T
notificado por especializarse en la produccion de IL-17, pero que también puede producir IFN-y y esta implicado en
diferentes tipos de inflamacion (7). Como se muestra en la Figura 5, la transfeccion de ARNips de SP140 en
linfocitos T CD4* CD161* CD45RO* antes de la estimulacion con anti-CD3/CD28 redujo la produccion de tanto IL-17
como IFN-y por estas células. Tomados en conjunto, estos estudios de ARNip implican SP140 en la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias por linfocitos T CD4* e indican que los enfoques para inhibir la expresion y/o funcion de
esta proteina que contiene bromodominios serian beneficiosos para el tratamiento de enfermedades y afecciones
autoinmunitarias e inflamatorias.

Ya que un enfoque adicional evalla la funcidon de SP140 en los linfocitos T, se examinaron artificialmente los efectos
de sobreexpresion de SP140 en linfocitos T CD4*. Los plasmidos que codifican SP140 de longitud completa, o la
proteina verde fluorescente (PVF) como control, se transfectaron en linfocitos T CD4* CD45RO* CD45RA". Las
células transfectadas se estimularon con CDs alogénicas activadas con curdlano y se midieron las citoquinas
presentes en el medio tres dias mas tarde. Como se muestra en la Figura 6, las células transfectadas con el
plasmido de expresion de SP140 produjeron niveles mas altos de IL-17 e IFN-y que las células de control. Tomados
en conjunto con el hecho de que el tratamiento de ARNip produjo el fenotipo inverso, estos datos implican
fuertemente SP140 en la produccioén de citoquinas pro-inflamatorias por los linfocitos T.
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Para investigar ain mas la asociacion entre SP140 y la funciéon inflamatoria inmunitaria, se evalud la expresion de la
proteina SP140 bajo condiciones de reposo frente a activadas/inflamadas. Para examinar la regulacion de la
expresion de SP140 en los linfocitos T, la proteina SP140 se midié por transferencia de Western, inicialmente en
CMSPs enriquecidas con linfocitos T deplecionados con monocitos antes y después de la activacion con anti-
CD3/CD28 (Figura 7). Si bien se detecto la proteina SP140 en las células en reposo, se observé un fuerte aumento
de la proteina SP140 después de la estimulacion de linfocitos T (Figura 7C). La evaluacién de la expresion de la
proteina SP140 en linfocitos T CD4* purificados en diferentes momentos después de la estimulacidon con anti-
CD3/CD28 confirmé que SP140 fue de hecho expresada en los linfocitos T y que la expresion de linfocitos T de
SP140 aumento después de la activacion (Figura 8). La proteina SP140 se elevd 24 h después de la estimulacion de
linfocitos T y los niveles continuaron aumentando al menos hasta 96 horas post-activacion. Del mismo modo, se
observé un marcado aumento en la proteina SP140 en CDs 24 horas después de la estimulacién con LPS (Figura
7D, 9). Los niveles de proteina SP140 en DC permanecieron elevados al menos hasta 48 h después del tratamiento
con LPS (Figura 9). Asi, la expresion elevada de la proteina SP140 se asocia con linfocitos T y la activacion de CDs.

Pruebas adicionales para la regulacion positiva de SP140 bajo condiciones de activacion inmunitaria se
proporcionaron mediante el examen de la expresion de SP140 en tejidos humanos por inmunohistoquimica (Figura
10). La evaluacion de la expresiéon en una variedad de tejidos sanos e inflamados revel6 que la proteina SP140 se
restringié a las células mononucleares. Por ende, se observo tincion en SP140 en los linfocitos T y B en los tejidos
linfoides normales, pero era en gran parte ausente en los tejidos no linfoides sanos (aparte de estructuras linfoides
normales presentes en algunos tejidos). Sorprendentemente, se observaron grandes infiltrados de células
fuertemente tefiidas para SP140 en numerosos tejidos inflamados de una variedad de afecciones
autoinmunitarias/inflamatorias. Esto incluy6: tiroiditis de Hashimoto, tiroides; enfermedad de Crohn, colon;
apendicitis, apéndice; sindrome de Sjogren, quiste cervical; artritis reumatoide, membrana sinovial; artritis psoriasica,
membrana sinovial; tiroiditis granulomatosa subaguda, tiroides; cirrosis biliar, higado; sarcoidosis, pulmon; colitis
ulcerosa, colon (Figura 10 y datos no mostrados). Asi, la expresion de SP140 aumenta en las células inmunitarias
después de la activacion y las células SP140* son prominentes en los tejidos inflamados, que implican ain mas esta
proteina en la inflamacion y la autoinmunidad.

Por ultimo, se explord la posibilidad de que la funcion de SP140 esté ligada a su capacidad para unirse a la
cromatina, una propiedad clave de las proteinas que contienen bromodominios. Por ende, una forma en que SP140
podria funcionar para controlar la produccién de citoquinas seria mediante la unién a la cromatina en o cerca de
genes de citoquinas y la regulacion del acceso del gen a componentes de la maquinaria transcripcional. No
obstante, ninguna informacion se ha publicado en relacién con una asociacion entre SP140 y cromatina. Para
abordar esta posibilidad, se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP) para determinar si
la proteina SP140 puede asociarse con genes de citoquinas en CDs, y si esto se ve influenciado por la activacion de
CD.

ChlIP se llevod a cabo en las CDs no tratadas y las CDs en varios intervalos temporales después del tratamiento con
LPS (Figura 11). En comparacion con un anticuerpo de control negativo, ChIP que utiliza un anticuerpo anti-SP140
mostré un enriquecimiento de ADN en el sitio de inicio de la transcripcion (SIT) de TNF-a en CDs en reposo (Figura
11A, C). Esta observacion sugirié que SP140 exhibe asociacion basal con este locus del gen de citoquina en CDs no
activadas. Notablemente, una hora después del tratamiento de las CDs con LPS, SP140 mostré un fuerte aumento
de la asociacion con el SIT de TNF-a (Figura 11A), pero no con el SIT del gen de B-globina, que no se expresa en
CDs (Figura 11B, D). La cantidad de SP140 asociada con el SIT de TNF-a volvi6 al valor basal 8 horas después del
tratamiento con LPS (Figura 11C). Estos datos proporcionan la primera evidencia de que SP140 puede asociarse
con la cromatina y son consistentes con la idea de que SP140 desempefia un papel en la regulacion de la expresion
de citoquinas inflamatorias a través de su capacidad para asociarse con la cromatina en los loci de genes de
citoquinas.

En resumen, estos datos demuestran un papel inesperado para la proteina SP140 que contiene bromodominios en
la respuesta inmunitaria inflamatoria. La inhibicion de la expresion y/o la funcidon de esta proteina representa un
enfoque innovador para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias.

Procedimientos:

Aislamiento de CMSPs humanas: (Preparacion realizada en RT). La sangre humana desfibrinada (25-30 ml/tubo) se
centrifugd a 2.000 rpm durante 10 min, después de lo cual se separé el suero y se inactivo por calor a 56 °C durante
30 min. Los tubos se llenaron hasta 50 ml con TFS (+ Ca + Mg) y se mezclaron a fondo. 25 ml de sangre diluida se
dispusieron en capas sobre 15 ml de Lymphoprep y se centrifugaron a 2.500 rpm durante 20 min a TA (suspension).
Las monocapas se transfirieron a tubos limpios etiquetados (dos monocapas agrupadas/tubo). Los tubos se llenaron
hasta 50 ml con TFS y se centrifugaron durante 10 min a 2.500 rpm.

Aislamiento de linfocitos T CD4*: CMSP se volvieron a suspender en 1 ml de SFB al 2 % en TFS en un tubo de 50
ml. Se contaron las células y el volumen de la suspensién de CMSP se ajust6 a 1 x 107 células/0,1 ml de SFB al 2 %
en TFS. Se afiadieron 20 ul de mezcla de anticuerpo (proporcionada en kit)/1 x 107 células. Las células se incubaron
durante 10 minutos a 4 °C (en frigorifico). ElI volumen en el tubo se llevoé hasta 50 ml con SFB al 2 % en TFS,
después de lo cual el tubo se centrifugd durante 5 minutos a 1.600 rpm. Las células se volvieron a suspender en 0,9
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ml de SFB al 2 % en TFS/107 células. Se afiadieron 100 pl de perlas Dynal lavadas/107 células. Las células se
mezclaron con las perlas a TA durante 15 minutos. Las rosetas se volvieron a suspender por pipeteado cuidadoso y
el volumen en el tubo se aumento mediante la adicién de 1 ml de SFB al 2 % en TFS/107 células. Después, el tubo
se colocd en un iman Dynal durante 2 minutos y el sobrenadante se transfirio (linfocitos T CD4*) a un tubo reciente.
Las células se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos en una centrifuga de sobremesa Sorvall. Las células se
volvieron a suspender en 1 ml de medio en un tubo Eppendorf y se colocaron en un iman Eppendorf para eliminar
cualquier contaminacion de perlas Dynal restantes. Las células se transfirieron a un Eppendorf limpio y el
procedimiento se repitié una segunda vez. Las células se contaron y se volvieron a suspender en medio a 5x108
células/ml. En algunos casos, se purificaron linfocitos T CD4* de memoria/efectores de un total de linfocitos T CD4*
utilizando el kit T cell memory negative selection de Miltenyi (Miltenyi Biotech Ltd) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.

Preparacion de CDs derivadas de monocitos: CMSPs se volvieron a suspender en 108 células/ml en tampon Miltenyi
a 4 °C. Se ariadieron 100 pl de perlas CD14 MACS por cada 108 células y la mezcla se incubd en hielo durante 15
minutos. Se anadié 10 X al volumen de tampodn Miltenyi y las células se sedimentaron por centrifugacion. Las células
se volvieron a suspender en 1 ml de tampdn Miltenyi/108 células. Se analizaron 3 ml de tampdn Miltenyi a través de
una columna LS en lugar del iman, tras lo cual se afiadi6 la suspension celular a la columna. Una vez que las células
habian entrado en la columna, se afadieron 3 ml de tampdn Miltenyi y esta etapa se repiti6 dos veces mas. Las
columnas LS se sacaron del iman y se colocaron sobre tubos de 15 ml. Se afiadieron 5 ml de tampén Miltenyi y las
células se eluyeron utilizando el cuerpo de jeringa como un émbolo. Las células se sedimentaron por centrifugacion
y se volvieron a suspender en 1 ml de medio para un recuento de células. Los monocitos purificados se volvieron a
suspender en 108 células/ml en RPMI 1640/L-GIu/P/S/10% SFB CI + 30 ng/ml de GMCSF y 20 ng/ml de IL-4 (R&D
Systems n.° 204-IL).

Activacion de CD: Después de 7 dias de cultivo en GMCSF vy IL-4, las células se recogieron en un tubo Falcon de 50
ml, se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos, se contaron y se volvieron a suspender en 1 x 10 células/ml. Se
afadié curdlano (WAKO numero cat. 034-09901) en 100 pg/ml, o se afiadié LPS a 100 ng/ml y las CDs se cultivaron
durante 4 horas a 37 °C/CO2 al 5 %. Las células se centrifugaron a 1.600 rpm durante 5 minutos y se descarto el
sobrenadante. Las células se lavaron una vez con medio IMDM (IMDM (Gibco) suero humano autélogo inactivado
por calor al 10 %/ penicilina/ estreptomicina/L-glutamina) y luego se volvieron a suspender en medio IMDM.

Transfeccion y activacion de linfocitos T: Después del cultivo durante la noche a 37 °C/CO2 al 5 %, los linfocitos T
primarios se transfectaron con ARNips por nucleofeccion (kit T cell nucleofecter Amaxa - DHPA-1002). Los reactivos
de ARNip se pre-sembraron en placas (2 pl de 20 yM de solucion) en una placa de fondo en u de 96 pocillos de
manera tal que se alcanzaria una concentracion final de 2 uM. Los linfocitos T se centrifugaron a 1.500 rpm durante
10 minutos y todos los medios de crecimiento se eliminaron. Se afadié tampdn Nucleofecter (mas suplemento,
fabricado de acuerdo con el protocolo del fabricante) a las células de manera que cada 20 pl contenian 100.000
células. Se afiadieron las células (20 pl) al reactivo de ARNip en las placas de fondo en u. 20 pl de alicuotas de
células/reactivo se anadieron cuidadosamente a cada pocillo de placas nucleofecter de 96 pocillos. Las placas se
colocaron en el nucleofector Amaxa y se aplicé el programa EH-100 a todos los pocillos. Después de la retirada de
la placa de Amaxa, se afiadieron 100 yl de medio pre-calentado (IMDM/suero autdlogo inactivado por calor al
10 %/penicilina/estreptomicina/L-glutamina), mas 1 ng/ml de IL-7 a cada pocillo. Las células se retiraron
inmediatamente de los pocillos de la placa Amaxa (100 pl por pocillo recuperado) y se afiadieron a una segunda
placa de fondo en u que contiene 100 ul adicionales de medio pre-calentado. Las células se cultivaron durante otras
48 horas a 37 °C para permitir que se proceda a la disminucion. Posteriormente, se eliminaron 160 pl de medio y se
afiadieron 80 ul de medio reciente. Para la activaciéon de linfocitos T por CDs, 100 pl de la suspension celular se
transfirieron a continuacién a una placa de fondo plano de 96 pocillos junto con 100 pl de CDs activadas por LPS o
curdlano por pocillo. Los sobrenadantes de cultivo se recogieron 3-4 dias mas tarde para el andlisis de citoquinas.
Para la activacion de linfocitos T por los anticuerpos, las células se estimularon con 0,1 mg/ml de a-CD3 y 3 mg/ml
de a-CD28.

Transfeccién y activacion de células HuT78: 108 células se suspendieron en 100 ul de tampdn de nucleofeccion
(Lonza, n.° cat VCA-1001) y 20 yl de ARNip (20 uM) se afadieron a la suspension celular. Ademas de ARNips que
se dirigen a SP140, ARNip versus IL-13 (Ambion, n.° de cat AM16704) se utilizé en estos estudios. La suspension
que contiene células y ARNips se transfiri6 a cubetas Amaxa, colocadas en un nucleofector Amaxa y se aplicé
voltaje (programa V-001). 500 pl de medio (RPMI 1640, SFB al 10 %, Glutamax 2 mM, penicilina/estreptomicina) se
afiadieron, después de lo cual la suspension de células se transfirié a una placa de 24 pocillos y se cubrié con otros
500 pl de medio. Las células se incubaron a 37 °C durante 48 horas, se recogieron, se sedimentaron y se volvieron a
suspender en 1 ml de medio. Se afiadieron 12,5 pl de humano T-activator Dynabeads (Invitrogen, n.° cat. 11131D_
(50254642)) a cada pocillo de muestra. Las células se incubaron durante 24 horas, después de lo cual se retiraron
los sobrenadantes para el analisis de citoquinas.

Anadlisis de citoquinas: Las citoquinas se ensayaron utilizando placas de MSD y se leyeron en un lector de placas
MSD Sector 6000.

Inmunohistoguimica: Un anticuerpo anti-SP140 producido en conejo (HPA006162; Sigma Prestige Antibody) se
utilizé para visualizar la proteina SP140 en una micromatriz de tejido humano normal Cambridge Bioscience
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69571061, una matriz autoinmunitaria humana Cambridge Bioscience 4.013.301, una matriz de colitis humana
Cambridge Bioscience 4.013.101 y en muestras sinoviales de artritis reumatoide internas. El anticuerpo anti-SP140
se detectd con un anticuerpo secundario polimérico Leica. Las secciones se desparafinaron utilizando tampones
patentados ER1, bajo pH 6 y ER2, alto pH 8 durante 20 minutos a ~98 °C. Los sitios de unién a anticuerpo se
visualizaron con peroxidasa y DAB. La tincidon se realizé en un instrumento de inmunotincién Leica Bondmakx,
utilizando el protocolo IHC F.

Membrana de Western:

Lisados de células enteras se prepararon mediante la resuspension de los sedimentos celulares en una lisis y la
reduccion de tampon que contiene 100 pyl de DTT 1,5 M, 275 pl de H20 y 375 pl de tampén de muestra LDS
NuPAGE® (Invitrogen). Las muestras de SDS-PAGE se calentaron durante 5 min a 80-95°C (termobloque) y
después se sometieron a ultrasonidos durante 1-5 segundos. Las muestras se cargaron en un gel de Bis-Tris al 4-
12 % IVUPAGE® (Invitrogen) y se analizan durante una hora a 100 mA/gel. Las proteinas se transfirieron a
membranas mediante transferencia semi-seca utilizando mini kits Gel Transfer Stacks Nitrocellulose iBlot™
(Invitrogen). Para la deteccion, la membrana de nitrocelulosa se incubé con 10 ml de TFS que contenia leche
descremada al 3 %, pH 7,4 (Sigma) durante 1-3 horas a temperatura ambiente con agitacion para bloquear los sitios
no especificos. Se afiadio el anticuerpo primario (anticuerpo anti-SP140 Prestige, HPA006162, Sigma, utilizado a
1:500) y la membrana se incubd durante la noche a 4 °C con agitacion. La membrana se lavé en mQ TFS-Tween 20
al 0,1 % para eliminar el exceso de anticuerpo primario. Se afiadié el anticuerpo secundario (anti-conejo 1gG-PR,
Sigma) y la membrana se incub6 durante una hora a TA con agitacion y se lavé en TFS-Tween 20 al 0,1 % como se
ha descrito anteriormente. La imagen de la membrana se desarroll6 utilizando el kit West Femto Maximun Sensitivity
Substrate SuperSignal® (Thermo Scientific) o solucion Femto (Pierce, Northumberland, R.U.) y se capturé utilizando
el generador de imagenes de quimioluminiscencia LAS-3000 (Fujiflm o Carestream). Los anticuerpos se eliminaron
y la membrana se volvié a sondar con un anticuerpo anti-histona H3 (Abcam). La histona H3 sirvi6 como control de
carga.

Estudios de CHIP en CDs:

CDs se sembraron en placas a una concentracién de 1x108/ml en 4 ml en placas de 6 pocillos y se incubaron
durante 0, 2, 4, 6 o 24 horas con 100 ng/ml de LPS. Se incubaron las células en la misma concentracion sin
estimulacion como control. Después de la incubacion, las células de un pocillo tratadas con LPS y un pocillo sin
estimular se contaron como representativas de la placa. 5x10° células se recolectaron para cada condicion.

Se ariadieron 400 yl de solucién fija a cada pocillo, se mezclaron y se incubaron las células a 37 °C durante 10
minutos. Se afiadio glicina 125 mM (200 pl/pocillo) para detener la fijacion y las células se incubaron a TA durante 5
minutos. Las células se recolectaron y se lavaron dos veces con TFS enfriado en hielo por centrifugacion a 1.500
rpm a 4 °C durante 5 minutos después de cada lavado. El sedimento celular se congel6 rapidamente en nitrégeno
liquido y se almacend a -80 °C durante cuatro dias.

Los sedimentos celulares se descongelaron en hielo y se volvieron a suspender en 100 pyl de tampdn de lisis/IP, se
incubaron en hielo durante 10 minutos con mezclado cada pocos minutos. Los nlcleos se sometieron a ultrasonidos
utilizando el Bioruptor ultrasonicador durante 30 minutos, 30 segundos encendido y 30 segundos apagado. Los
restos celulares se eliminaron por centrifugacion (5 minutos a 1.500 rpm) y la cromatina se transfirié a un nuevo
tubo.

2,4 ml de perlas de proteina A/ADN de esperma de salmoén se lavaron cinco veces con TFS (+PIC) y dos veces con
tampon de dilucién (+PIC), centrifugandose a 2.000 rpm durante 1 minuto entre lavados. 25 pl de cromatina se
reservaron como entrada y se almacenaron a -20 °C mientras que el resto se alicuoté en tubos Eppendorf en 100 pl
de alicuotas y se diluydé 1:10 con tampén de dilucién. 40 pl de perlas de proteina A/ADN de esperma de salmén se
afnadieron a cada Eppendorf con el fin de pre-limpiar la cromatina y la cromatina se incubd con rotaciéon a 4 °C
durante 3 horas. Después de la incubacion, la cromatina se centrifugé a 2.000 rpm 1 minuto y se llevé a un tubo
reciente. Se afiadieron a las muestras 5 ug de anticuerpo segun se indica:

Anticuerpo  Compaiiia Lote y conc.
Entrada - -
Conejo IgG  Abcam ab37415 681902 5mg/mi

a-SP140 Abnova H00011626-MO7  08221-359 WULZ 1mg/ml

La cromatina se incubd con el anticuerpo con rotacion a 4 °C durante la noche.

Se afadieron 80 ul de perlas de proteina A pre-lavada/ADN de esperma de salmén para cada muestra y la
cromatina se incub6 en un mezclador rotatorio durante 5 horas a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 2.000 rpm
durante 1 minuto, se eliminé el sobrenadante y las perlas se lavaron en los siguientes tampones de lavado durante 5
minutos con rotacion a TA: tampon con bajo contenido en sal x1, tampdn con alto contenido en sal x1, tampon LiCl
x1, TE x2.
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Después del lavado final, las perlas se volvieron a suspender en 100 ul de tampon de elucion y se incubaron a TA
con rotacion durante 10 minutos. La cromatina eluida se llevé a un tubo reciente y las perlas se incubaron con 100 pl
mas de tampdn de elucion. Los dos eluatos se combinaron y se incubaron con 8 pl de NaCl 5 M a 65 °C durante la
noche. Las muestras se incubaron con 0,2 pl de 20 mg/ml de ARNasa A durante 1 hora a 37 °C y luego con 4 pl de
EDTA 0,5 M, 8 pl de Tris-HCI 1 M pH 6,5 y 0,4 pl de 20 mg/ml de proteinasa K durante 1 hora a 45 °C. El ADN se
purificé utilizando el Kit Zymo ChIP DNA Clean & Concentrator de Tagman. Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se afiadié a cada muestra 1 ml de tampdn de union de ADN, se mezcld y las muestras se cargaron en las
columnas. Para las muestras inmunoprecipitadas con H3, el 50 % de la muestra se cargé en las columnas. Las
columnas se lavaron dos veces con 200 pl de tampdn de lavado de ADN y el ADN se eluy6 con 100 ul de tampén de
elucion.

ADN se amplificé utilizando SYBR Green y los cebadores contra SIT de TNFa y 5' B-globina humana (cebadores de
Invitrogen).

TNFaF (SIT_TNFaF) GGGACATATAAAGGCAGTTGTTGG
TNFaR (SIT_TNFaR) TCCCTCTTAGCTGGTCCTCTGC
B-globina F humana (5C_HBBF) AACAGCCAAGTCAAATCTGC
B-globina R humana (5C_HBBR) GGCACACGTGTATCCCTGAG

PCRs se realizaron en un volumen de 10 pl con 4 pl de ADN, 5 pl de mezcla SYBR Green y 0,1 ul de cebador
directo 25 mM y 0,1ul de cebador inverso 25 mM. Las PCR se realizaron por triplicado en Applied Biosystems
9700HT, utilizando el siguiente programa: 50 °C, 2 minutos, 95 °C, 10 minutos y 40 ciclos de 95 °C, 15 segundos,
60 °C, 1 minuto. 1-1x10° copias de patrones de ADN genomico humano se utilizaron para obtener la curva
convencional.

La cantidad de ADN obtenido después de la amplificacion se determiné por el software de Applied Biosystems SDS
a partir de la curva convencional. La cantidad se promedio a partir de los triplicados y se expresé como el porcentaje
de entrada. N.B. Cualquier resultado discrepante obvio que ocurre debido a errores de pipeteo, particularmente
notable cuando hay niveles bajos de plantilla, no se incluye en los calculos.

Reactivos y soluciones
Reactivo detalles de la orden de fuente
Materiales:

Tampon Miltenyi: TFS sin Ca 'y Mg, ASB al 0,5 %, EDTA 5 mM

Perlas CD14 Miltenyi (MACS): microperlas CD14, 2 ml humano, contiene ASB al 0,1 %, azida al 0,05 % (en
temperatura fria).

ASB: Albumina, polvo V de fraccion bovina (Sigma, A-1933)

EDTA: acido etilendiaminotetraacético (Sigma, E-7889). Conc. madre 0,5 M
ARNips: Todos los ARNips se obtuvieron en Qiagen.

Tampon de muestra NuPage 4X SDS (Invitrogen, NP0O0O07)

DTT 1,4 ditiotreitol (Roche, 10708984001)

Antioxidante NuPage (Invitrogen, NP0005)

Tampon de migracion NuPage MES SDS (Invitrogen, NP0002)

Gel Bis Tris al 4-12 % NuPage 1,5 mm 15 pocillos (Invitrogen, NP0O336BOX)
Gel transfer stacks nitrocellulose iBlot (Invitrogen, IB3010-01)

Patron pretefiido SeeBlue Plan2 (Invitrogen, LC5925)

TFS + 3 % leche descremada (Sigma, P2194)

Kit de tincion con azul coloidal Novex (Invitrogen, LC6025)

Kit Super signal West femto (Thermo Scientific, 34096)

Tampodn de elucion de IgG (Thermo Scientific, 21004)

Solucion de secado de gel seco (Invitrogen, LC4025)

DMEM (Invitrogen, 32430027)

Perlas de proteina A/ADN monocatenario (Fisher Scientific, MZ16157)
Céctel inhibidor de la proteasa (Roche Diagnostics, 11836170001)
Sol. De formaldehido (Sigma, F1635)

EDTA (Sigma, E-7889)

NaCl (Sigma, S5886)

Tris-HCI pH 8 (Sigma, T3038)

Triton X-100 (Sigma, x-100)

NP-40 (Fluka, 74385)

SDS (Sigma, L4509)

Cloruro de litio (Sigma, L7026)

Desoxicolato de sodio (Sigma, D6750)

Proteinasa K (20 mg/ml) (Invitrogen, AM2548)

Kit para limpieza de ADN Zymo ChIP (Cambridge Bioscience, D5201)
Placas de 384 pocillos 6pticas (Invitrogen, 4326270)
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Pelicula adhesiva optica (Invitrogen, 4311971)

Mezcla maestra de Sybr Green (Invitrogen, 4364344)

Proteinasa K (20 mg/ml) (Invitrogen, AM2548)

Kit para limpieza de ADN Zymo ChIP (Cambridge Bioscience, D5201)

Placas de 384 pocillos 6pticas (Invitrogen, 4326270)

Solucion fija: formaldehido al 10 %, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM, EGTA 0,5 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8

Tampon de lisis: 1 % de SDS, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8

Tampén de dilucién: 0,01 % de SDS, 1,1 % Triton X-100, EDTA 1,2 mM, Tris-HCI 16,7 mM pH 8, NaCl 167 mM
Tampon bajo en sal: 0,1 % de SDS, 1 % de Triton X-100, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8
Tampon rico en sal: 0,1 % de SDS, 1 % de Triton X-100, EDTA 2 mM, NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8
Tampon de lavado de cloruro de litio: LiCl 0,25 M, NP40 al 1 %, desoxicolato de Na al 1 %, EDTA 1 mM, Tris-HCI
10 mMpH 8

TE: Tris-HCI 10 mM pH8, EDTA 1 mM

Tampon de elucion: 1 % de SDS, NaHCO3 100 mM
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de la proteina SP140 que contiene bromodominios, en la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e inflamatorias o cancer, en el que el inhibidor se
selecciona entre un ARNip, una ribozima o un oligonucleétido antisentido complementario al ARNm de SP140, o un
anticuerpo que se une a la proteina SP140.

2. Una formulacién farmacéutica que comprende un inhibidor de la proteina SP140 que contiene bromodominios, en
el que el inhibidor se selecciona entre un ARNip, una ribozima o un oligonucleétido antisentido complementario al
ARNm de SP140, o un anticuerpo que se une a la proteina SP140, junto con al menos un portador
farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias e
inflamatorias o cancer.
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