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DESCRIPCION

Composiciéon farmacéutica para inhibir la respuesta inmunitaria a través de la induccién de la diferenciacion en
células T reguladoras y la promocién de la proliferacion de células T reguladoras

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo uso médico de (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-
il)metil-1H-indol-7-illamina. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un método para la prevencion o
el tratamiento de diversas enfermedades inmunitarias, incluida la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) a
través de la accién de (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina para inducir
la diferenciacion y promover la proliferacion de células T reguladoras, y la acciéon reguladora inmunitaria de las
células T reguladoras activadas; una composicion farmacéutica para su uso en dicho método; y un método para
obtener células T reguladoras para su uso en la prevencion o el tratamiento de enfermedades inmunitarias mediante
el uso de la composicién farmacéutica.

Antecedentes de la técnica

La inmunidad se refiere a la accién de autoproteccion de sustancias extrafias al reconocer y eliminar sustancias
antigénicas extrafias existentes en el cuerpo. La respuesta inmunitaria puede dividirse en gran medida en respuesta
inmunitaria mediada por células y respuesta inmunitaria humoral. En la respuesta inmunitaria humoral, los
anticuerpos secretados por las células B reconocen antigenos extrafios y los neutralizan, ayudan a la fagocitosis de
los macrdéfagos al unirse a la superficie de otras células reconocidas como no propias, 0 aumentan la respuesta
inmunitaria especifica activando el sistema complementario. En la respuesta inmunitaria mediada por células, las
células T citotoxicas (células Tc) inactivan directamente antigenos extrafios o activan los macréfagos secretando
citocinas tales como la IL-2 y el IFN-gamma. Como tal, en la respuesta inmunitaria, la capacidad de distinguir entre
antigenos propios y no propios es absolutamente importante.

Sin embargo, en una situacion especifica de trasplante de células, tejidos u érganos alogénicos o xenogénicos, es
necesario suprimir la respuesta inmunitaria para prevenir el rechazo de injertos extrafios beneficiosos. Por ejemplo,
para tratar canceres de la sangre tales como la leucemia, el mieloma, el linfoma y la anemia aplasica, el trasplante
alogénico de médula dsea o el trasplante de células madre hemotopoyéticas, se han utilizado como un método de
tratamiento eficaz. Sin embargo, en el caso de la respuesta de rechazo inmunitario al reconocer a un huésped como
antigeno no propio, el injerto derivado del donante puede provocar dafios en los tejidos, la piel, los 6rganos y
similares del receptor, e incluso la muerte en el peor de los casos. Como tal, una enfermedad en la que un injerto
dana los tejidos de un huésped al provocar una respuesta de rechazo inmunitario se denomina enfermedad de
injerto contra huésped (EICH). Por ejemplo, en el caso de trasplante de células madre, se refiere a que células
madre nuevas (injerto) trasplantadas a la médula ésea reconocen los tejidos del paciente (huésped) como algo
extrafio, de tal forma que las células madre del donante alogénico dafian el tejido, la piel, el 6érgano digestivo, u
organos tales como el higado y similares del receptor. En la patogenia de la enfermedad de injerto contra huésped,
las células del paciente que presentan antigenos activan las células T entre las células de médula ésea
trasplantadas para diferenciarse en células Th1 y aumentar la secrecién de citocinas tales como la IL-2 y el IFN-
gamma, activando asi las células T citotoxicas y las células citoliticas naturales, y que atacan los érganos del
paciente provocando la enfermedad de injerto contra huésped. La principal causa de la enfermedad de injerto contra
huésped es el trasplante alogénico de médula dsea o el trasplante de células madre hemotopoyéticas.
Concretamente, se ha informado que la enfermedad de injerto contra huésped la provoca el trasplante de células
madre hemotopoyeéticas, y el 15-30% de los pacientes fallecieron. Por lo tanto, para prevenir la aparicion de la
enfermedad de injerto contra huésped y asegurar que el injerto sobreviva durante un largo periodo de tiempo, debe
evitarse el sistema inmunitario del receptor que reconoce el antigeno extrafio o suprimirse la respuesta inmunitaria.

Ademas, en la reaccion de hipersensibilidad inmunitaria tal como la reaccién alérgica, en el caso de que la reaccion
inmunolégica de un sujeto provoque un dafio mayor que la invasion de sustancias extrafas, la supresion de la
reaccion inmunitaria es necesaria. Ejemplos de este tipo de enfermedades alérgicas son la rinitis alérgica, el asma,
la dermatitis atdpica y similares. Ademas, las enfermedades autoinmunitarias se refieren a enfermedades en las que
el sistema inmunitario es demasiado sensible a la parte del cuerpo del sujeto de manera que la capacidad de
diferenciacion de las propias de las no propias es deficiente, destruyendo su propio cuerpo. Las enfermedades
autoinmunitarias también necesitan tratamiento para la supresién de la respuesta inmunitaria. Ejemplos de este tipo
de enfermedades autoinmunitarias son la artritis reumatoide, la diabetes mellitus insulinodependiente, la esclerosis
multiple, el lupus, la psoriasis, la enfermedad inflamatoria del intestino, la colitis ulcerosa, la miastenia grave, la
polimiositis, la dermatomiositis, las citopenias autoinmunitarias, el sindrome de vasculitis, el lupus eritematoso
sistémico y similares. En todo el mundo, las enfermedades provocadas por la reaccion de hipersensibilidad
inmunitaria se han aumentado, pero la causa fundamental de tales enfermedades no se ha investigado
suficientemente. Por tanto, la supresion de la reaccion inmunitaria se ha utilizado extensamente como terapia util
para el tratamiento de pacientes que padecen enfermedades inmunitarias tales como el rechazo de trasplante, la
enfermedad de injerto contra huésped, la enfermedad alérgica y la enfermedad autoinmunitaria. En la actualidad, se
han desarrollado numerosos inmunosupresores quimicos para la supresion de la reaccion inmunitaria, y la
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ciclosporina A ha mostrado el mejor efecto clinico, utilizandose ampliamente para enfermedades autoinmunitarias
incluida la enfermedad de injerto contra huésped, el rechazo de trasplante y diversas enfermedades inflamatorias.
Cuando la ciclosporina A se usa en dosis altas, suprime completamente la activacion de las células T para tratar
enfermedades, pero presenta el inconveniente de mostrar efectos secundarios considerables, incluyendo la toxicidad
renal. Por lo tanto, se recomienda su uso en dosis bajas. Ademas, para ayudar a superar el efecto medicinal
reducido debido al uso de dosis bajas, se ha llevado a cabo la administracién conjunta con otros 2 6 3
inmunosupresores. Sin embargo, para la administracion conjunta, existe el requisito previo de que el mecanismo de
accion y el sitio de toxicidad de dos compuestos sean diferentes. Por tanto, existe la necesidad de desarrollar un
inmunosupresor mas eficaz que reemplace a los inmunosupresores convencionales.

Mientras tanto, las células T, uno de los grupos celulares que desempefian un papel central en el sistema
inmunitario, maduran en el timo y se clasifican en células T auxiliares (células Th) positivas para CD4 y células T
citotdxicas positivas para CD8. A través de una serie de procedimientos de diferenciacion, las células T auxiliares se
diferencian en células T que tienen propiedades intrinsecas: Th1 (T auxiliar de tipo 1 ), Th2 (T auxiliar de tipo 2),
Th17 (T auxiliar de tipo 17), célula T reguladora (célula Treg) y similares. Las células T reguladoras tienen la
propiedad de controlar la reaccién inflamatoria mediante la supresion de la funcién de las células inmunitarias
anormalmente activadas, de forma que las enfermedades inmunitarias pueden tratarse mediante la accién de la
actividad creciente de la célula T reguladora. La célula T reguladora emplea CD4°CD25" como un marcador y
expresa el factor de transcripcion Foxp3. La importancia de la célula T reguladora en la tolerancia inmunitaria y en
las enfermedades autoinmunitarias es evidente en un ratén “Scurfy” con mutacién de Foxp3. El ratén “Scurfy” que
tiene mutacién de Foxp3 muere solamente un mes después del nacimiento debido a una excesiva activacion de
células T CD4" y a una excesiva produccién de citocinas inflamatorias (Sakaguchi S. et al., Cell 2008, 133:775-787),
y en humanos es la causa de la enfermedad hereditaria por mutacion del gen Foxp3, IPEX (sindrome de
inmunodeficiencia, poliendocrinopatia, enteropatia, ligado a X), la cual provoca numerosas enfermedades
autoinmunitarias tales como la diabetes mellitus de tipo 1, la alergia, la enfermedad inflamatoria del intestino y
similares (ltoh M. et al., J Immunol 1999, 162:5317-5326). Por lo tanto, puede esperarse que diversas enfermedades
inmunitarias, incluidas las enfermedades autoinmunitarias y las enfermedades inflamatorias croénicas, puedan
tratarse activando las células T reguladoras o administrando un medicamento que contenga células T reguladoras
como principio activo. Sin embargo, las células T reguladoras son células diferenciadas que presentan funcion
inmunosupresora en comparacion con otros linfocitos T producidos a partir del timo, y ya se encuentran estimuladas
por el autoantigeno en el timo. Las células T reguladoras estan compuestas por aproximadamente el 5% de los
linfocitos T del timo, y aproximadamente el 10-15% de los linfocitos T CD4" existentes en el 6rgano especifico.
Como resultado, es muy dificil obtener una cantidad terapéuticamente eficaz de células T reguladoras, por lo que se
requiere un método para la obtencion de una gran cantidad de células T reguladoras de forma eficaz.

Mientras tanto, la publicacion de solicitud de patente coreana n.° 10-2009-0018593 proporciona nuevos compuestos
derivados de indol o indazol que poseen actividad inhibidora de la necrosis celular y un agente terapéutico para el
tratamiento de enfermedades asociadas con necrosis que comprenden los mismos. Sin embargo, el documento de
patente anterior divulga la actividad de los compuestos de indol o indazol anteriores para inhibir la necrosis celular y
la asociacion con algunas enfermedades asociadas con la necrosis, como la enfermedad hepatica, la enfermedad
neurodegenerativa y similares, y no menciona una asociacion de los compuestos anteriores con las células T
reguladoras, la eficacia en la supresion de la respuesta inmunitaria o la posibilidad de ser utilizadas en el tratamiento
de enfermedades asociadas a la reaccion de hipersensibilidad inmunitaria.

Por consiguiente, los presentes inventores intentaron proporcionar compuestos que tuvieran una excelente eficacia
inmunosupresora que puedan reemplazar o ayudar a los inmunosupresores convencionales. Como resultado, los
presentes inventores encontraron que los compuestos de la publicaciéon de solicitud de patente coreana n.° 10-2009-
0018593, especificamente (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJlamina, que se
conoce como un inhibidor de la necrosis celular, promueve la diferenciacién de células T inmaduras en células T
reguladoras y la proliferacion, y muestra una eficacia inmunosupresora excelente, por lo que puede aplicarse
ampliamente para el tratamiento de rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, enfermedades
alérgicas, enfermedades autoinmunitarias y similares para lograr la presente invencion.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica para su uso en
la supresidon de la respuesta inmunitaria, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-
il)metil-1H-indol-7-illamina, una sal o isdmero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion y
el tratamiento de enfermedades inmunitarias tales como el rechazo de trasplante, la enfermedad de injerto contra
huésped, la enfermedad alérgica, la enfermedad autoinmunitaria y la enfermedad inflamatoria, que comprende
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o] isdbmero
farmacéuticamente aceptable de la misma.
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Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar una composicion para su uso en la supresion de la
respuesta inmunitaria al inducir la diferenciacion de células T inmaduras en células T reguladoras y/o promover la
proliferacion de células T reguladoras, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-
1H-indol-7-ilJamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma .

Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar un método ex vivo para la obtencion de células T
reguladoras mediante la induccién de la diferenciacion en células T reguladoras y la promocion de la proliferacion,
que comprende una etapa de tratamiento de células T inmaduras con una composicion que comprende
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o] isdbmero
farmacéuticamente aceptable de la misma.

Solucién al problema

Para lograr el objeto anterior, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para su uso en la
supresion de la respuesta inmunitaria mediante la activacion de células T reguladoras, al inducir la diferenciacién en
células T reguladoras y/o promover la proliferacion, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-
tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina, una sal o isdmero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Como un aspecto, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la supresién de
la respuesta inmunitaria, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-
illamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Como otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion o
tratamiento de enfermedades inmunitarias tales como el rechazo de trasplante, la enfermedad de injerto contra
huésped, la enfermedad alérgica, la enfermedad autoinmunitaria y la enfermedad inflamatoria, al suprimir la
respuesta inmunitaria mediante la activacion de células T reguladoras, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-
5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Como todavia otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicién para su uso en la
induccion de la diferenciacion de células T inmaduras en células T reguladoras y/o promover la proliferacion de
células T reguladoras, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-
illamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Como todavia otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método ex vivo para la obtenciéon de
células T reguladoras mediante la induccion de la diferenciacion en células T reguladoras y la promocion de la
proliferacién, que comprende una etapa de tratamiento de células T inmaduras con una composicién que comprende
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o] isdbmero
farmacéuticamente aceptable de la misma.

El método para preparar el compuesto de la presente invencion, (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxotiomorfolin-
4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, puede referirse al método divulgado en la publicacion de solicitud de patente coreana
n.° 10-2009-0018593.

El compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina segun la presente
invencion puede formar una sal farmacéuticamente aceptable. Dicha “sal farmacéuticamente aceptable” incluye una
sal de adicién acida no tdxica que contiene un anién farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una sal con acidos
inorganicos tales como acido sulfurico, acido clorhidrico, acido nitrico, acido fosférico, acido bromhidrico, acido
yodhidrico, etc.; una sal con acidos carboxilicos organicos tales como acido tartarico, acido férmico, acido citrico,
acido acético, acido tricloroacético, acido trifluoroacético, acido glucénico, acido benzoico, acido lactico, acido
fumarico, acido maleico, acido salicilico, etc.; o una sal con acidos sulfénicos tales como acido metanosulfénico,
acido etanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenosulfénico, etc. Ademas,
también se incluye una sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable, por ejemplo una sal con metales
alcalinos o alcalinotérreos como litio, sodio, potasio, calcio, magnesio, etc.; una sal con aminoacidos tales como
lisina, arginina, guanidina, etc.; o wuna sal organica con diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina,
tris(hidroximetil)metilamina, dietanolamina, colina, trietilamina, etc. EI compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-
dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina, segun la presente invencion, puede convertirse en sus sales por
cualquiera de los métodos convencionales, y la formacién de la sal podria llevarse a cabo facilmente por un experto
en la técnica sin explicaciones adicionales al respecto.

El término “isdbmero” en la presente memoria descriptiva se refiere a aquellos que tienen la misma férmula quimica o
molecular, pero que difieren 6ptica o estéricamente del compuesto o sales del mismo. El compuesto (tetrahidropiran-
4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-i)metil- 1H-indol-7-ilJamina segun la presente invencién puede tener uno(s)
centro(s) de carbonos asimétrico(s) en la estructura, y por lo tanto puede existir en forma de isémero 6ptico (isémero
R o S), racemato, mezcla de diasteredmeros o diasteredmero individual, etc. Todos los isdbmeros y sus mezclas
también estan cubiertos por la presente invencion.
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A continuaciéon en el presente documento, el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-
il)metil-1H-indol-7-illamina segun la presente invencion incluye sales e isdmeros farmacéuticamente aceptables de la
misma, a menos que se explique lo contrario.

La presente invencion se caracteriza por proporcionar una composicion que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-
5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma
para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria.

En la presente memoria descriptiva, el término “inmunosupresion” o “supresién de la respuesta inmunitaria” se
refiere a la supresion de la respuesta inmunitaria perjudicial en el cuerpo provocada por un antigeno extrafio o
autoantigeno.

El compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illJamina de la presente
invencion puede usarse en la supresion de la respuesta de rechazo inmunitario que puede producirse en el
trasplante de todas las células, tejidos y érganos. Por ejemplo, puede usarse en la supresion de la respuesta de
rechazo inmunitario en el momento del trasplante de piel, sangre, cornea, higado, pulmén, intestino, pancreas,
corazoén, rifibn, médula dsea, células madre, células precursoras, etc., y preferiblemente puede usarse en la
supresion de la respuesta de rechazo inmunitario provocada por el injerto de piel, trasplante de médula 6sea,
trasplante de células madre, transfusion de sangre y trasplante de 6rganos.

Por consiguiente, una composicion farmacéutica de la presente invencion es util en el tratamiento y la prevencion de
rechazo de trasplante y/o enfermedad de injerto contra huésped al suprimir la respuesta inmunitaria al érgano, tejido
o célula trasplantados.

En la presente memoria descriptiva, “tratamiento” se refiere a interrumpir o retrasar el progreso de la enfermedad
cuando se aplica a un sujeto que muestra la aparicion de los sintomas de la enfermedad, y “prevencion” se refiere a
interrumpir o retrasar el signo de la aparicion de la enfermedad cuando se aplica a un sujeto que no muestra, pero
esta en riesgo de, la aparicion de los sintomas de la enfermedad.

Ademas, una composicion farmacéutica de la presente invencion es util en el tratamiento y la prevencion de diversas
enfermedades asociadas con hipersensibilidad inmunitaria provocadas por la reaccidon de hipersensibilidad
inmunitaria, preferiblemente enfermedades alérgicas, enfermedades autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias.
Ejemplos de enfermedades alérgicas son rinitis alérgica, asma, dermatitis atépica y similares. Ademas, ejemplos de
enfermedades autoinmunitarias son artritis reumatoide, diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple,
lupus, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa, miastenia grave, polimiositis, dermatomiositis,
citopenias autoinmunitarias, sindrome de vasculitis, lupus eritematoso sistémico y similares.

En el ejemplo especifico de la presente invencion, para determinar el efecto del compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-
fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencién en la supresion de la respuesta
inmunitaria, se preparé un modelo de ratén de respuesta inmunitaria alogénica mediante el trasplante de células de
la médula 6sea y del bazo del raton donante al ratén receptor irradiado con radiaciéon, y el compuesto
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencion se
administré para medir si se producia rechazo al trasplante inmunitario. Como resultado, la tasa de supervivencia del
grupo tratado con el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de
la presente invencién aumentd considerablemente en comparacién con el grupo no tratado, y se observaron
resultados significativos en la evaluacion del peso corporal y la reaccion de injerto contra huésped (figuras 1y 2). En
la observacion histologica, como resultado de la tincion con H&E del intestino grueso, se observé que las
vellosidades y la membrana mucosa del intestino grueso se destruyen en el modelo de ratén de la enfermedad en el
que no se tratdé el compuesto de la presente invencion, pero el grupo en el que el compuesto de la presente
invencion se tratd es similar al intestino grueso normal (figura 3).

Ademas, como resultado de la observacion de la respuesta inmunitaria por estrés oxidativo en un modelo de ratén
de respuesta inmunitaria alogénica, se observo que en el grupo en el que se traté el compuesto de la presente
invencion, la razén de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células se suprimio
significativamente de manera dependiente de la dosis y del tiempo (figura 4), y la expresion de la proteina B1 del
grupo de alta movilidad (a continuacion en el presente documento denominada “HMGB1”), que es un marcador de la
funcién reguladora inmunitaria, se suprimié significativamente (figura 5), en comparacion con el grupo en el que no
se traté el compuesto de la presente invencion.

Como tal, en el modelo de ratén de respuesta inmunitaria alogénica se confirmé que el compuesto (tetrahidropiran-4-
il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencion disminuye el rechazo del
trasplante inmunitario y reduce la produccién de ROS y HMGB1, y la necrosis celular en los tejidos. Ademas, como
resultado de determinar la posibilidad de regular la respuesta inmunitaria a nivel celular, en el grupo en el que se
traté el compuesto de la presente invencion, las células reguladoras inmunitarias CD4+CD25+Foxp3+ (células T
reguladoras) aumentd 6 veces o mas, y las células CD4+IL-4 aumentaron, pero CD4+IFN-y se redujo a mas de la
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mitad, en comparacioén con el grupo en el que el compuesto de la presente invencion no se tratd (figura 6). IFN-y es
una citocina que provoca enfermedad de injerto contra huésped representativa secretada por células T de donantes
trasplantados, y se sabe el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-
illamina de la presente invencidon suprime la activacion de las células T trasplantadas por la regulacion por
incremento de las células T reguladoras y la IL-4.

De los resultados de tal experimento, puede confirmarse que el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-
tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencién aumenta las células T reguladoras, suprime la
activacion de las células T trasplantadas mediante la accion inmunosupresora de las células T reguladoras
aumentadas, controla la reaccion inflamatoria, y es eficaz en la supresion de la respuesta inmunitaria mediante la
reduccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células y la expresion de HMGB1. Por tanto, el
compuesto de la presente invencion puede usarse de manera Util como composicién farmacéutica para suprimir la
respuesta inmunitaria, y aun mas ampliamente aplicado al tratamiento de enfermedades inmunitarias tales como
rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad alérgica, enfermedad autoinmunitaria,
enfermedad inflamatoria y similares, que necesitan la supresion de la respuesta inmunitaria.

Una composicion farmacéutica para la inmunosupresion que comprende el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-
5-(1,1-dioxotiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJlamina de la presente invencion puede usarse en combinacion con otros
conocidos inmunosupresores. Ejemplos de otros inmunosupresores combinables son, pero no se limitan a,
ciclosporina A, rapamicina, tacrolimus, sacrolimus, metotrexato, azatioprina, micofenolato de mofetilo y diversas
preparaciones de esteroides.

Como todavia otro aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica para su
uso en la supresion de la respuesta inmunitaria mediante la induccién de la diferenciaciéon de células T inmaduras en
células T reguladoras y/o la promocioén de la proliferacion de células T reguladoras, que comprende (tetrahidropiran-
4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina, una sal o isdmero farmacéuticamente aceptable de
la misma.

En la presente memoria descriptiva, el término “célula T reguladora” se refiere a una célula que puede regular la
respuesta de las células T, utiliza CD4+CD25+ como marcador y expresa el factor de transcripcion Foxp3. La célula
T reguladora tiene la propiedad de controlar la reaccion inflamatoria mediante la supresion de la funcion de las
células inmunitarias anormalmente activadas, y suprime la reaccién inflamatoria crénica de tal forma que puede
mostrarse el efecto en el tratamiento de la tolerancia inmunitaria y las enfermedades autoinmunitarias.
Concretamente, se sabe que el factor Foxp3 tiene un papel importante en la diferenciacion y activacion de células T
reguladoras.

Por tanto, las células T reguladoras inducidas por el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-
4-il)metil-1H-indol-7-ilJamina de la presente invencion pueden emplearse en la supresion de la respuesta de rechazo
inmunitario que puede producirse en el trasplante de todas las células, tejidos y 6rganos. Por ejemplo, puede usarse
en la supresion de la respuesta de rechazo inmunitario en el momento de trasplante de piel, sangre, cérnea, higado,
pulmén, intestino, pancreas, corazon, rifién, médula 6sea, células madre, células precursoras, etc., y preferiblemente
puede emplearse en la supresion de la respuesta de rechazo inmunitario provocada por injerto de piel, trasplante de
médula 6sea, trasplante de células madre, transfusion de sangre y trasplante de 6rganos. Por consiguiente, la célula
T reguladora inducida por el compuesto de la presente invencion es Util en el tratamiento y la prevencion del rechazo
de trasplante o la enfermedad de injerto contra huésped mediante la supresion de la respuesta inmunitaria al 6rgano,
tejido o célula. Ademas, la célula T reguladora inducida por el compuesto de la presente invencién es util en el
tratamiento y la prevencion de diversas enfermedades asociadas a hipersensibilidad inmunitaria provocadas por la
reaccion de hipersensibilidad inmunitaria, preferiblemente enfermedades alérgicas, enfermedades autoinmunitarias y
enfermedades inflamatorias. Ejemplos de enfermedades autoinmunitarias son artritis reumatoide, diabetes mellitus
insulinodependiente, esclerosis multiple, lupus, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa,
miastenia grave, polimiositis, dermatomiositis, citopenias autoinmunitarias, sindrome de vasculitis, lupus eritematoso
sistémico y similares.

En el ejemplo especifico de la presente invencion, se confirmé que el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-
dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencién promueve la diferenciacion de células T
CD4+ aisladas de células de bazo de ratén en células T reguladoras (figuras 7 y 8), y dicho efecto resulta excelente
en comparacion con retinal o acido retinoico, los cuales son conocidos como inductores de diferenciaciéon en el
pasado. Aun mas, se confirmé que en el caso de que el compuesto de la presente invencion se trate en combinacion
con retinal o acido retinoico, el efecto de promocion de la diferenciacion en la célula T reguladora se aumenta adn
mas (figuras 9 y 10). Ademas, en un experimento in vitro, las células T reguladoras inducidas por el tratamiento del
compuesto de la presente invencion mostraron el efecto de la supresion de la proliferacion de células T y una
respuesta inmunitaria alogénica de las células, y en el modelo de ratén de enfermedad de injerto contra huésped in
vivo, se confirmo su efecto en la funcidn reguladora inmunitaria de las células T reguladoras (figuras 11 a 14).

Por tanto, el compuesto de la presente invencién o una composicion que comprende el mismo pueden usarse
provechosamente en la produccién a gran escala o a concentraciones en cantidades terapéuticamente eficaces de
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células T reguladoras para el tratamiento de enfermedad inmunitaria y enfermedades inflamatorias cronicas
mediante la induccién de la diferenciacion de células T inmaduras en células T reguladoras y/o promover la
proliferacion de células T reguladoras.

Preferiblemente, una composicion farmacéutica para inducir la diferenciacién de células T inmaduras en células T
reguladoras y/o promover la proliferacion de células T reguladoras, que comprende el compuesto de la presente
invencion, puede comprender ademas anticuerpo anti-CD3, anticuerpo anti-CD28 y TGF-beta para la diferenciacion
en células T reguladoras, y puede comprender ademas retinal o acido retinoico que es un inductor de diferenciacion
convencional para mejorar ademas el efecto sobre la promocion de la diferenciacion y la proliferacion.

Las células T reguladoras diferenciadas por el compuesto de la presente invencién muestran el fenotipo CD4",
CD25" y Foxp3®, y tienen la funcién de regular y suprimir la respuesta inmunitaria en células de respuesta
inmunitaria alogénicas y ratén con EICH.

Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender un portador, diluyente, excipiente o una
combinacion de los mismos farmacéuticamente aceptable, en caso necesario, junto con los compuestos de la
presente invencion. Una composicion farmacéutica facilita la administracién del compuesto en un organismo vivo.
Existen diversas técnicas para administrar el compuesto, las cuales incluyen, pero no se limitan a, via oral,
inyectable, aerosol, parenteral y administracion tépica.

En la presente memoria descriptiva, un portador farmacéuticamente aceptable significa un portador o diluyente el
cual no estimula considerablemente el organismo vivo y no inhibe actividades biolégicas y propiedades del
compuesto a administrar. Ademas, el aditivo puede facilitar la preparacion, la compresibilidad, el aspecto y el sabor
de la formulacion. Por ejemplo,pueden afadirse, si fuera necesario, un estabilizador, un surfactante, un modificador
de deslizamiento, un agente solubilizador, un agente de tamponamiento, un agente edulcorante, un compuesto
base, un absorbente, un potenciador del sabor, un agente de unién, un agente de suspension, un agente
endurecedor, un antioxidante, un agente de pulido, un componente de fragancia, un agente de sabor, un pigmento,
un agente de recubrimiento, un agente humectante, un agente de ajuste de la humedad, una carga, un agente
antiespumante, un agente refrescante, un agente de masticacion, un agente antiestatico, un agente colorante, un
agente de recubrimiento de azucar, un agente isoténico, un agente suavizante, un agente emulsionante, un agente
adhesivo, un agente espesante, un agente espumante, un agente de ajuste de pH, un excipiente, un agente
dispersante, un agente disgregante, un agente impermeable, un agente antiséptico, un conservante, un adyuvante
de solubilizacién, un disolvente, un plastificante, etc.

La dosis del compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJlamina
comprendida en una composicion farmacéutica de la presente invencién depende de la prescripcion de un médico,
teniendo en cuenta factores como el peso corporal, el sexo, la edad, el estado de salud, y la dieta del paciente, la
naturaleza especifica de la enfermedad, el tiempo de administracion del agente, el método de administracion, la
razéon de mezclado de los agentes, la gravedad de la enfermedad, etc. Sin embargo, la dosis necesaria para el
tratamiento de un adulto es normalmente desde aproximadamente 1,0 mg hasta 2.000 mg al dia, dependiendo de la
intensidad y frecuencia de la administracion. Cuando se administra a un adulto por via intramuscular o intravenosa,
una dosis total que varia normalmente desde aproximadamente 1,0 mg hasta 300 mg al dia seria suficiente cuando
se administra por separado en una Unica dosis, pero para algunos pacientes puede ser conveniente una dosis diaria
mas alta.

Efectos de la invencion

Una composicién farmacéutica de la presente invencidon puede usarse provechosamente como composicion
farmacéutica para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria, y puede aplicarse todavia mas al tratamiento
del rechazo de trasplante, la enfermedad de injerto contra huésped, enfermedades alérgicas, enfermedades
autoinmunitarias y similares. Ademas, puede usarse provechosamente en la obtencién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de células T reguladoras para el tratamiento de enfermedad inmunitaria y enfermedades
inflamatorias cronicas a gran escala mediante la promocién de la diferenciacion de células T inmaduras en células T
reguladoras y la proliferacion, y las células T reguladoras obtenidas segun la presente invencion pueden aplicarse
ampliamente empleadas al tratamiento de rechazo de trasplante, enfermedad autoinmunitaria tal como enfermedad
de injerto contra huésped, enfermedad inflamatoria crénica y similares, las cuales necesitan la supresiéon de la
respuesta inmunitaria.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 son fotografias de raton con EICH en las que el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-
dioxotiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina (a continuacién en el presente documento denominado “compuesto A”)

no se trata, y ratéon con EICH en el que se trata el compuesto A.

La figura 2 son graficas que muestran el puntaje clinico de EICH (A), la tasa de supervivencia (B) y el peso corporal
(C) segun el dia transcurrido tras el trasplante de modelo de ratén con EICH en el que se trasplantan células de
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médula ésea y bazo de un ratdon donante a un raton receptor irradiado. m representa un ratén con EICH preparado
mediante trasplante de células de médula ésea y de bazo, e representa un raton en el cual la EICH no se induce
mediante trasplante de células de médula 6sea ni de bazo, A representa un modelo de ratén con EICH en el cual se
administran 0,3 mg/kg de compuesto A, y ¥ representa un modelo de ratén con EICH en el cual se administra
1 mg/kg de compuesto A.

La figura 3 son fotografias que muestran los resultados de la tincion con H&E de cada intestino grueso de ratén con
EICH no tratado con el compuesto A y de ratéon de compuesto A con EICH tratado con el compuesto A.

La figura 4 son graficas que muestran la razén de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) de ratén con
EICH no tratado con el compuesto A y de ratones con EICH en los que el compuesto A se trata en cada dosis en el
dia7 (A) y en el dia 14 (B) tras el tratamiento.

La figura 5 son graficas que muestran la expresion relativa de HMGB1 del ratén con EICH no tratado con el
compuesto Ay de ratones con EICH en los que el compuesto A se trata en cada dosis en el dia 7 (A) y en el dia 14
(B) tras el tratamiento.

La figura 6 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo para células T reguladoras
(CD4+CD25+Foxp3+) y células CD4+IFN-y de los bazos aislados de ratéon con EICH no tratado con el compuesto A
y de ratén con EICH tratado con el compuesto A.

La figura 7 es una grafica que muestra los grados de diferenciacion en células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+)
de células CD4" aisladas de células de bazo de ratén en las que se tratan anti-CD3 (aCD3) y anti-CD28 (aCD28),
TGF-beta se trata adicionalmente, y entre 40 uM y 80 uM de compuesto A se trata adicionalmente.

La figura 8 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo para el grado de expresion de Foxp3+ de células
diferenciadas, las cuales son células CD4" aisladas de células de bazo de ratén en las que se tratan anti-CD3 y anti-
CD28, TGF-beta se trata adicionalmente, y entre 40 uM y 80 uM de compuesto A se trata adicionalmente.

La figura 9 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo para el efecto de la diferenciacion en células T
reguladoras en cada grupo. En el transcurso de la induccion de la diferenciacion en células T reguladoras mediante
el tratamiento de células CD4" aisladas del bazo de ratén con anti-CD3 y anti-CD28, o TGF-beta adicional, los
grupos se dividen en grupo tratado con 40 uM de compuesto A, grupo tratado con 80 uM de compuesto A, grupo
tratado con 0,1 uM de acido retinoico (a continuacion en el presente documento denominado “RA”), grupo tratado
con 1 uM de retinal, grupo tratado con 0,1 uM de RA y 40 uM de compuesto A, grupo tratado con 0,1 uM de RA 'y
80 uM de compuesto A, grupo tratado con 1 uM de retinal y 40 uM de compuesto A, y grupo tratado con 1 uM de
retinal y 80 uM de compuesto A.

La figura 10 es un grafico que muestra los grados de diferenciacion en células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+).
En el transcurso de la induccion de la diferenciacion en células T reguladoras mediante el tratamiento de células
CD4" aisladas del bazo de ratén con anti-CD3, anti-CD28 y TGF-beta, los grupos se dividen en grupo solamente
tratado con compuesto A, grupo solamente tratado con retinal, grupo solamente tratado con RA, grupo
conjuntamente tratado con compuesto A y retinal, y grupo conjuntamente tratado con compuesto Ay RA.

La figura 11 es un grafico que muestra los resultados del efecto supresor sobre la proliferacion de células T a través
del analisis de [3H]timidina para células T reguladoras inducidas por la adicion de aCD3 y aCD28, células T
reguladoras inducidas por la adicion de aCD3, aCD28 y TGF-B (denominadas “TGF-beta Treg”), células T
reguladoras inducidas por la adicion de aCD3, aCD28, TGF-B y RA (denominadas “RA Treg”), células T reguladoras
inducidas por la adicién de aCD3, aCD28, TGF-f y 40 uM de compuesto A, y células T reguladoras inducidas por la
adiciéon de aCD3, aCD28, TGF-B y 80 uM de compuesto A (denominadas “compuesto A Treg”).

La figura 12 es un grafico que muestra los resultados del efecto supresor sobre la proliferacion celular de la
respuesta inmunitaria alogénica a través del andlisis de [3H]timidina para células T reguladoras inducidas por la
adicion de aCD3 y aCD28, células T reguladoras inducidas por la adicion de aCD3, aCD28 y TGF- (denominadas
“TGF-beta Treg”), células T reguladoras inducidas por la adicion de aCD3, aCD28, TGF- y RA (denominadas “RA
Treg”), células T reguladoras inducidas por la adicién de aCD3, aCD28, TGF-f y 40 uM de compuesto A, y células T
reguladoras inducidas por la adicion de aCD3, aCD28, TGF-B y 80 uM de compuesto A (denominadas “compuesto A
Treg”).

La figura 13 es un grafico que muestra los resultados del analisis comparativo del efecto sobre la induccion de la
diferenciacion en células T reguladoras en funcién de la concentracion de compuesto A en células inmunitarias
alogénicas.

La figura 14 es un grafico que muestra los resultados del analisis comparativo del efecto sobre la promocion de la
diferenciacion en células T reguladoras en funcién de la concentracion de compuesto A en un modelo de ratén con
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enfermedad de injerto contra huésped (EICH).

Modo para la invencion

A continuacion en el presente documento, la presente invencién se explica en mas detalle con los siguientes
ejemplos. Sin embargo, los siguientes ejemplos soélo pretenden facilitar la comprensién de la presente invencion, y el

alcance de proteccion de la presente invencion no se encuentra limitado a los mismos.

Ejemplo 1: Establecimiento del modelo de ratén de respuesta inmunitaria alogénica

El raton C57BL/6/6 (H-2kb) y el ratdon BALB/c (H-2kd) de 6-8 semanas de edad que presentan distinta clase MHC
entre ellos se adquirieron de OrientBio Co., Ltd. Tras pasar la regulacion del comité de gestion del Departamento de
Animal de Laboratorio, Universidad Catolica de Corea, los ratones se usaron bajo su cuidado. Se irradié un raton
BALB/c (H-2kd) receptor con radiacion sistémica a 800 cGy. En el plazo de 24 horas, se trasplantaron 5 x 10°
células de médula ésea y 5 x 10° células de bazo aisladas de un ratén C57BL/6 (H-2kd) donante al ratén receptor
alogénico por via intravenosa para inducir un modelo de reaccién de rechazo de injerto contra huésped. Se observo
el raton trasplantado con médula dsea y se evaludé de la siguiente manera: peso, postura, actividad, estado del
pelaje y densidad de la piel, con criterios de evaluacidon en una escala total de diez puntos, dos puntos por cada
parametro (tabla 1).

Puntuacion Peso Postura Actividad Estado del pelaje Densﬁ;cli de la

0 <10% Normal Normal Normal Normal

Ligeramente Pequena Ligeramente Decapado de
0, 0,

! >10% a <25% doblada disminucion enredado pata y cola

Gravemente Inmovil sin Decapado
0,
2 >25% doblada estimulo Muy enredado evidente de piel

Ejemplo 2: Citometria de flujo (analisis FACS)

Los ratones se dividieron en un grupo con EICH en el que se tratd (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-
tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina (LG Life Sciences Ltd., Daejeon, Corea, a continuacion en el presente
documento denominado “compuesto A”) como grupo de prueba y un grupo con EICH en el que el compuesto A no
se traté como grupo de control. Los bazos de cada grupo se aislaron y se llevo a cabo el aislamiento de células
individuales. La expresion de CD4+CD25+Foxp3+, que es el fenotipo de la célula T reguladora, y las células
CD4+IFN-y y las células CD4+IL-4 se analizaron mediante el uso de anticuerpos monoclonales fluorescentes y un
citometro de flujo.

Ejemplo 3: Medicién de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se sacrificaron los animales de cada grupo y se aislaron los bazos. Tras el aislamiento de las células individuales,
las células obtenidas se lavaron dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Se llevé a cabo la
reaccion con carboxi-H2DCFDA 3 uM a 37°C durante 10 minutos. Tras el lavado con PBS, el andlisis se llevé a cabo
en un citémetro de flujo a 540 nm.

Ejemplo 4: RT-PCR

Se extrajo ARN total de las células mediante el uso de reactivo TRIzol. Se hizo reaccionar 1 ung de ARN con
transcriptasa inversa de AMV y hexamero aleatorio a 45°C durante 1 hora para sintentizar ADNc. Se llevo a cabo
PCR en tiempo real mediante el uso de una mezcla de 1 ug de ADNc como molde, cebador S, cebador AS y agua
destilada, y SYBR Green. La PCR se llevé a cabo mediante el uso de HMGB1 (5-GAT GGG CAA AGG AGA TCC
TAAG-3y5-TCACTTTTT TGT CTC CCC TTT GGG-3’) a una condicion de 35 ciclos a 95°C durante 15 segundos,
a 60°C durante 10 segundos y a 72°C durante 30 segundos. Los datos de fluorescencia se midieron mediante el uso
del sistema en tiempo real Rad CFX96 (Bio-Rad Laboratories).

Ejemplo 5: Inmunocitoguimica

Se obtuvieron secciones en serie de 4 um de tejido embebido con parafina, se trataron con xileno tres veces para
eliminar la parafina, y después se hidrataron gradualmente en etanol al 95%, al 90% y al 70%. Tras eliminar la
peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno al 0,5%, la muestra se tratdé con suero de cabra normal durante 30
minutos y después se hizo reaccionar con anticuerpo primario diluido con albumina de suero bovino (BSA) al 3% en
PBS durante 1 hora, segun las instrucciones del fabricante. Después de la reaccién del anticuerpo primario a las
proteinas expresadas dirigidas a los genes que muestran la diferencia de expresion en el estudio anterior, la muestra
se lavo tres veces con solucion salina tamponada con Tris (TBS), se hizo reaccionar con IgG anti-raton
biotinilado/anti-conejo 5 pg/ml diluida en BSA al 3% durante 30 minutos, y se lavo tres veces con TBS. La muestra



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2738 658 T3

se mantuvo en peroxidasa de rabano picante - estreptavidina 3 pug/ml durante 30 minutos, se llevé a cabo desarrollo
del color mediante el uso de DAB y peroxido de hidrégeno, y se llevd a cabo una contratincion con hematoxilina de
Meyer o verde de metilo al 1%.

Resultados

1. Supresion del rechazo del trasplante inmunitario en modelo de ratén mediante el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-
[2-fenil-5-(1, 1-dioxo-tiomorfolin-4-il metil-1H-indol-7-illamina de la presente invencion

En la presente invencion, se observoé el efecto del compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-
ilmetil-1H-indol-7-illamina de la presente invencién sobre la supresion de la respuesta al rechazo inmunitario a
través del modelo de raton con EICH. Como resultado, la tasa de supervivencia del grupo en el que el compuesto de
la presente invencion se trata aumentoé considerablemente en comparacion con el grupo no tratado, y se observaron
resultados significativos en la evaluacion del peso corporal y la reaccion injerto contra huésped (figuras 1y 2). En la
observacion histologica, como resultado de la tincion con H&E del intestino grueso, se observé que las vellosidades
y la membrana mucosa del intestino grueso se destruyeron en el modelo de ratén de la enfermedad en el que el
compuesto de la presente invencion no se trato, pero el grupo en el que el compuesto de la presente invencién se
tratd es similar al intestino grueso normal (figura 3).

2. Regulacion del estrés oxidativo mediante (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1, 1-dioxo-tiomorfolin-4-il metil-1Hindol-7-
illamina

Las ROS desempefian un papel muy importante en la regulacion de la funcion celular en el cuerpo y contribuyen a la
accion defensiva de células inmunitarias en el sistema inmunitario. En células necroticas, la mitocondria genera
ROS, oxidando asi a la HMGB1. Finalmente, la HMGB1 oxidada provocada tolerancia inmunitaria.

Por consiguiente, los presentes inventores observaron una respuesta inmunitaria mediante estrés oxidativo a través
del modelo de raton con EICH. Como resultado, se observé que en el grupo en el que se tratdé el compuesto de la
presente invencion, la razon de generacion de especies reactivas de oxigeno en las células se suprimio
significativamente segun una manera dependiente de la dosis y del tiempo, en comparacién con el grupo de control
(figura 4).

3. Supresion de la generacién de HMGB1 mediante (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1, 1-dioxo-tiomorfolin-4-il) metil-1H-
indol-7-illamina

Es bien conocido que la liberacion de HMGB1 presenta la posibilidad de que la funcion regule la inflamacion y la
inmunidad. Por tanto, en este estudio los animales del grupo de prueba en el que el modelo de ratén con EICH se
traté con el compuesto de la presente invencion y el modelo de control se sacrificod, se extrajo el ARN de las células
del bazo, y después se sintetizd el ADNc, y se realizd un estudio comparativo sobre la expresion de HMGB1
mediante PCR en tiempo real. Como resultado, se confirmé que la liberacion de HMGB1 en el grupo en el que el
compuesto de la presente invencion se traté se suprimio significativamente de manera dependiente del tiempo, en
comparacion con el grupo de control (figura 5).

4. Regulacion de la respuesta inmunitaria mediante (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1, 1-dioxo-tiomorfolin-4-il) metil-1H-
indol-7-illamina

Los presentes inventores encontraron que en el modelo de ratén con EICH, se redujo el rechazo de trasplante
inmunitario, y se suprimieron la produccion de ROS y HMGB1 y la necrosis celular en tejidos mediante el compuesto
de la presente invencion, de forma que se intentd observar la posibilidad de regular la respuesta inmunitaria en el
modelo animal de enfermedad inmunitaria. Por consiguiente, ratones del grupo de prueba en el que se traté el
compuesto de la presente invencion y el grupo de control se sacrificd, se aislaron sus bazos, se llevé a cabo
aislamiento de células individuales, y la funcion de regulacién inmunitaria se exploré mediante citometria de flujo.
Como resultado, en el grupo en el que se traté el compuesto de la presente invencion, las células reguladoras
inmunitarias CD4+CD25+Foxp3+ (células T reguladoras) se aumentaron 6 veces o mas, en comparacion con el
grupo de control. Ademas, aumentaron las células CD4+IL-4, y las células CD4+IFN-y se redujeron a mas de la
mitad (figura 6). En el modelo de EICH, tras la irradiacion de altas dosis de radiacion, las células T trasplantadas del
donante son activadas y proliferadas por células del huésped que presentan antigenos para secretar IFN- vy, el cual
es conocido como una citocina representativa que provoca EICH. Los resultados experimentales anteriores
mostraron que el compuesto de la presente invencion suprimié el IFN-y mediante la regulacion por incremento de
células T reguladoras y de IL-4. Por tanto, puede saberse que el compuesto de la presente invencion puede suprimir
la respuesta inmunitaria mediante la supresion de la activacion de las células T trasplantadas.

Ejemplo 6: Confirmacién sobre el efecto de inducir la diferenciacion en células T reguladoras mediante
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-illamina en experimentacion in vitro

Se llevé a cabo la experimentacion para investigar el efecto del compuesto de la presente invencion sobre la
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diferenciacién de células Th de linfocitos. Se dispensaron 5 x 10° células T CD4+ aisladas del bazo del raton en una
placa de 24 pocillos recubierta con 1 pg/ml de anti-CD3 (aCD3), y a continuacion se trataron con 1 pug/ml de anti-
CD8 (aCD28) y 5 ng/ml de TGF-beta para inducir la diferenciacion en las células T reguladoras durante 3 dias. Antes
de la diferenciacion en las células T reguladoras, el compuesto (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-
4-il)metil-1H-indol-7-illJamina (a continuacion en el presente documento denominado “compuesto A”) (LG Life
Sciences Ltd., Daejeon, Corea) de la presente invencion se traté con la concentracion de 40 uM y de 80 uM. Para la
citometria de flujo, se afiadieron a lo mismo anticuerpos marcados con fluorescencia con PE CD4 PerCP, CD25
APC y FoxP3 anti-ratén y se hicieron reaccionar a 4°C durante 30 minutos. Tras lavar con PBS, se llevo a cabo la
medicion con un citdmetro de flujo (FACSCalibur™).

Como tal, como resultado del tratamiento con el compuesto A tras crear un entorno de diferenciacion de células T
reguladoras mediante la estimulacion de células T CD4+ con aCD3, aCD28 y TGF-beta, la expresion de Foxp3+ se
duplicé practicamente mediante la promocion de la diferenciacion en células T reguladoras, en comparacion con el
grupo de control en el que el compuesto A no se tratd, y la diferenciacion en células T reguladoras se aumenté de
manera dependiente de la concentracion del compuesto A. Especificamente, puede saberse que el compuesto A
promueve la diferenciacién en células Foxp3® Treg mediante la regulacién de sefiales de TGF-beta (figuras 7'y 8).

Ejemplo 7: Comparacién de la proliferacion de células T reguladoras mediante inductor de diferenciacién
convencional retinal/acido retinoico y compuesto A, y confirmacion sobre el efecto de la terapia de combinacién en
experimentacion in vitro

Se sabe que el RA aumenta la diferenciacion en Foxp3® Treg en presencia de TGF-beta. De los resultados
experimentales del ejemplo 6, se confirmé que el compuesto A aument6 en gran medida la expresion de Foxp3*
especificamente, de forma que se realiz6 la experimentacion en la que el compuesto A se comparé con el efecto del
convencionalmente conocido RA.

Se dispensaron 5 x 10° células T CD4+ aisladas de células del bazo del ratén en una placa de 24 pocillos recubierta
con 1 ug/ml de anti-CD3 (aCD3), y a continuacion se trataron con 1 pg/ml de anti-CD8 (aCD28) y 5 ng/ml de TGF-
beta para inducir la diferenciacion en las células T reguladoras durante 3 dias, y los grupos se dividieron en (1)
grupo tratado solamente con 40 uM u 80 uM de compuesto A, (2) grupo tratado solamente con 0,1 uM de acido
retinoico (RA), (3) grupo tratado con 1 uM de retinal, (4) grupo tratado con 0,1 uM de RA 'y 40 uM u 80 uM de
compuesto A, y (5) grupo tratado con 1 uM de retinal y 40 uM u 80 uM de compuesto A, y entonces se comparo el
efecto sobre la diferenciacion en células T reguladoras de cada grupo.

Como lo anterior, como resultado de tratar células CD4" con cada compuesto solo 0 en combinacién en presencia
de aCD3, aCD28 y TGF-beta, en el caso de tratar con compuesto A solo, la expresion de Foxp3" se aumentd en un
grado similar que en el caso de tratar con retinal o RA. Ademas, en los casos de tratar con compuesto A en
combinacién con RA o retinal, la expresion de Foxp3® se aumenté en comparacion con los grupos en los que cada
compuesto se traté solo. Estos resultados confirmaron que el compuesto A promovia la diferenciacion en células T
reguladoras en la diferenciacion de células Th (figuras 9 y 10).

Ejemplo 8: Confirmacién sobre el efecto de células T reguladoras inducido por el compuesto A en la supresién de la
proliferacién de células de respuesta inmunitaria alogénicas

Para confirmar la funcion de células T reguladoras inducidas por el compuesto A (a continuacion en el presente
documento denominado “iTreg”), se evalud si las células iTreg podrian suprimir la proliferacion de células T
(estimulacion aCD3+aCD28+) y la actividad de las células de respuesta inmunitaria alogénicas (alorespuesta de B6
CD4" y 2000 cGy B/c APC). Para ello, se llevé a cabo un andlisis comparativo mediante la prueba de cultivo mixto
de leucocitos de (1) células Treg inducidas mediante la adicion de aCD3 y aCD28, (2) células Treg inducidas
mediante la adicion de aCD3, aCD28 y TGF-B (nombradas “TGF-beta Treg”), (3) células Treg inducidas mediante la
adicion de aCD3, aCD28, TGF- y RA (nombradas “RA Treg”), (4) células Treg inducidas mediante la adiciéon de
aCD3, aCD28, TGF-B y 40 uM de compuesto A (nombradas “compuesto A Treg”), y (5) células Treg inducidas
mediante la adicion de aCD3, aCD28, TGF-p y 80 uM de compuesto A (nombradas “compuesto A Treg”).

En primer lugar, se llevé a cabo el analisis de la proliferacion de células T. Se dispensaron 1 x 10° células T CD4" de
ratén en una placa de fondo redondo de 96 pocillos recubierta con 1 pg/ml de anti-CD3 (aCD3), y a continuacion se
estimularon con 1 pg/ml de anti-CD8 (aCD28) para crear un entorno para la proliferacién de las células T CD4".

En segundo lugar, mediante la incubacién conjunta de 1 x 10° células de bazo del donante y 1 x 10° células de bazo
del receptor irradiadas con radiacion de 20 Gy, se indujo la respuesta inmunitaria alogénica de las células de bazo
del donante a las células de bazo del receptor.

Se afiadieron a cada pocillo 1 x 10° células T reguladoras inducidas in vitro de 5 grupos en razén 1:1 de células T

CD4" e se incubaron a 37°C durante 3-4 dias. Entonces, se afiadi6 [3H]timidina a lo mismo y se incub6 durante 8-14
horas antes de la recoleccién. Se midié la radiactividad de las células obtenidas mediante filtracion con una maquina
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de recoleccion Tomtec.

De los resultados experimentales, se confirmo que las Treg inducidas por el compuesto A suprimian de manera mas
eficiente la actividad de las células T de acuerdo con la proliferacion de células T y la respuesta inmunitaria
alogénica, en comparacion con TGF-beta Treg y RA Treg (figuras 11y 12).

Ejemplo 9: Confirmacién sobre el efecto en la diferenciacién de células T reguladoras mediante el compuesto A en
experimentacion in vitro

Se afiadieron 1 x 10° células T CD4" aisladas de células de bazo de células que presentan antigenos (APC)
C57BL/6 y BALBc irradiadas a 20 Gy a una placa de 48 pocillos y se incubaron a 37°C durante 5 dias. La incubacion
se llevo a cabo bajo la condicion de que la respuesta inmunitaria alogénica por células que presentan antigenos se
induce a las células de bazo, y se llevo a cabo el tratamiento con el compuesto A a diversas concentraciones antes
de que la incubacion se llevara a cabo para un analisis comparativo. Las células se recogieron tras una incubacion
de 5 dias, y para la citometria de flujo se afiadieron anticuerpos marcados con fluorescencia con PE CD4 PerCP,
CD25 APC y FoxP3 anti-ratén, y se hicieron reaccionar a 4°C durante 30 minutos. Tras lavar con PBS, se llevo a
cabo la medicion con un citometro de flujo (FACSCalibur™).

Como resultado, se confirmo que las células T reguladoras se aumentaron segun la concentracion de compuesto A
(figura 13).

Ejemplo 10: Confirmacién sobre el efecto en el incremento de células T requladoras mediante el compuesto A en un
modelo de ratén de enfermedad de injerto contra huésped (EICH) in vivo

Se usaron el raton C57BL/6/6 (H-2kb) y el raton BALB/c (H-2kd) de 6-8 semanas de edad que presentan distinta
clase MHC entre ellos. Se irradié un ratén receptor BALB/c (H-2kd) con radiacion sistémica a 8 Gy. En el plazo de 24
horas, se trasplantaron 5 x 10° células de médula 6sea y 5 x 10° células de bazo aisladas del ratén donante
C57BL/6 (H-2kd) al raton receptor por via intravenosa para inducir el modelo de reaccion de rechazo de injerto
contra huésped (modelo de EICH). Se inyect6 el compuesto A por via intravenosa en el modelo de EICH cuatro
veces por semana durante dos semanas. Los ratones se sacrificaron, se llevd a cabo aislamiento de células
individuales, y la funciéon de la regulacién inmunitaria en el bazo se investigé mediante citometria de flujo. Como
resultado, se confirmd que en el grupo en el que se administré6 el compuesto A, se aumentaron las células T
CD4"CD25'Foxp3" reguladoras.
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REIVINDICACIONES

Composicion farmacéutica para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria, que comprende
(tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxo-tiomorfolin-4-il)metil-1H-indol-7-ilJlamina, una sal o isémero
farmacéuticamente aceptable de la misma.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria
segun la reivindicaciéon 1, que es para suprimir la reaccion de rechazo inmunitario al trasplante de piel,
sangre, cornea, higado, pulmon, intestino, pancreas, corazon, rifidn, médula ésea, célula madre o célula
precursora.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria
segun la reivindicacion 1, que es para su uso en el tratamiento y prevencion de enfermedad de injerto
contra huésped, enfermedad alérgica, enfermedad autoinmunitaria o enfermedad inflamatoria.

Composiciéon para su uso en la supresion de la respuesta inmunitaria mediante la induccién de la
diferenciacion de células T inmaduras en células T reguladoras y/o la promocion de la proliferacion de
células T reguladoras, que comprende (tetrahidropiran-4-il)-[2-fenil-5-(1,1-dioxotiomorfolin-4-il)metil-1H-
indol-7-illJamina, una sal o isémero farmacéuticamente aceptable de la misma.

Composicion segun la reivindicaciéon 4 para su uso segun la reivindicacion 4, que ademas comprende un
anticuerpo anti-CD3, un anticuerpo anti-CD28 y TGF-beta.

Composicion segun la reivindicacion 4 para su uso segun la reivindicacion 4 que ademas comprende acido
retinoico (RA) o retinal.

Composiciéon segun la reivindicacion 4 para su uso segun la reivindicacion 4, en la que la célula T
reguladora tiene el fenotipo de CD4", CD25" y Foxp3".

Método ex vivo para inducir la diferenciacion en células T reguladoras, que comprende una etapa de
tratamiento de células T inmaduras con la composiciéon tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7 ex vivo.

Método ex vivo para promover la proliferacion de células T reguladoras, que comprende una etapa de
tratamiento de células T inmaduras con la composicién tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7 ex vivo.

Método ex vivo para la obtencion de células T reguladoras mediante la induccion de la diferenciacion y la

promocion de la proliferacion de células T reguladoras, que comprende una etapa de tratamiento de células
T inmaduras con la composicion tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 ex vivo.
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[Fig. 1]
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[Fig. 4]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 12]
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[Fig. 14]
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