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DESCRIPCIÓN

Polipéptido cíclico para el tratamiento de PHA tipo 1B

La presente invención se refiere a polipéptidos cíclicos y a su uso en el tratamiento de pseudohipoaldosteronismo
autosómico recesivo tipo 1 (PHA tipo 1B).

Antecedentes5

El pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo (AR) tipo 1, (PHA tipo 1B) es una enfermedad rara y
potencialmente mortal que se presenta en los primeros días de vida con retraso del crecimiento, pérdida de peso,
pérdida de sal, hiperpotasemia y acidosis metabólica. El estado se caracterizó por primera vez en 1958 (Cheek &
Perry, 1958). El pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo 1 es un estado potencialmente mortal en el que
el canal de iones de sodio, ENaC, que se encuentra en los riñones, colon, glándulas salivales y sudoríparas y en el10
pulmón ha perdido la función de promover el movimiento del ion de sodio (ion Na+) a través de las capas celulares.
La falta de función de ENaC da como resultado pérdida de sodio en la orina y las heces y un grave desequilibrio de
sal en el cuerpo. Las características distintivas son niveles bajos de sodio (hiponatremia) y niveles altos de potasio
(hiperpotasemia) en la sangre. El trastorno involucra múltiples sistemas de órganos y, por tanto, también se
denomina PHA sistémico tipo 1 para distinguirlo del PHA autosómico dominante (AD) o renal tipo 1 más leve, en el15
que la pérdida de sal se limita principalmente al riñón y está provocada por mutaciones en un gen diferente (Riepe,
2009). La diferenciación entre el PHA renal y sistémico tipo 1 puede hacerse basándose en los requisitos de Na, la
facilidad de manejo del desequilibrio electrolítico, los resultados de las pruebas de sudor y las pruebas genéticas
(Amin et al, 2013). Concretamente, los niños con pseudohipoaldosteronismo sistémico, pero no renal, tienen
enfermedades frecuentes de las vías respiratorias bajas de causa desconocida y a menudo se diagnostican20
erróneamente como que padecen fibrosis quística (Hanukoglu et al, 1994; Marthinsen et al, 1998; Huber et al, 2010).

Los recién nacidos diagnosticados por primera vez con PHA tipo 1B tienen valores de renina y aldosterona
característicamente elevados, pero no pueden mantener la presión arterial. La evaluación de laboratorio de
pacientes con PHA tipo 1B muestra actividad de la renina plasmática aumentada con altas concentraciones de
aldosterona en suero e hiponatremia, así como la hiperpotasemia ya mencionada. El reemplazo agresivo de sal y el25
control de la hiperpotasemia son necesarios para garantizar la supervivencia.

El pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo I (PHA tipo 1B) está provocado por una mutación
homocigótica o heterocigótica compuesta en cualquiera de los tres genes que codifican para las subunidades del
canal de sodio epitelial (ENaC) (la subunidad alfa, la subunidad beta, la subunidad gamma).

Debido a mutaciones en uno cualquiera de los tres genes que codifican para las subunidades alfa, beta y gamma del30
canal de sodio epitelial (ENaC), la secuencia de aminoácidos de la proteína ENaC expresada mutante es incompleta
o diferente del ENaC maduro (no mutante). El ENaC mutante está prácticamente inactivo y no promueve el
transporte de iones de sodio a través de las células y las membranas.

La manifestación clínica del PHA sistémico tipo 1 se produce dentro del periodo neonatal con un diagnóstico
generalmente basado en una concentración elevada de Na en el sudor y ausencia de diferencias de voltaje35
transepitelial nasal o rectal (Riepe, 2009). El fenotipo clínico es uno de pérdida de sal renal grave, hiperpotasemia,
acidosis metabólica y niveles elevados de renina y aldosterona en plasma. Los niños que padecen PHA AR tipo 1 a
menudo muestran complicaciones pulmonares como resultado de una absorción de líquido reducida dependiente de
Na y un volumen aumentado de líquido de la superficie de las vías respiratorias (Kerem et al, 1999). El inicio de los
síntomas respiratorios normalmente se produce en el plazo de semanas o meses desde el nacimiento,40
observándose frecuentemente rinorrea persistente, infecciones recurrentes de los oídos y sinusitis, congestión en el
pecho, tos y taquipnea a menudo asociados con fiebre, sibilancias y crepitaciones. Durante estos episodios de
enfermedad respiratoria, que pueden producirse varias veces al año, la radiografía de tórax del paciente puede
mostrar engrosamiento peribronquial, atelectasia y/o pequeños infiltrados esponjosos (Thomas et al, 2002). Las
complicaciones pulmonares ocasionalmente pueden resultar mortales (Sharma et al, 2013).45

El pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo I es una enfermedad de por vida y muestra poca mejoría con
el tiempo (Zennaro et al, 2004). Los pacientes que padecen PHA tipo 1B corren el riesgo de crisis potencialmente
mortales de pérdida de sal, en combinación con hiperpotasemia y deshidratación graves a lo largo de toda su vida
(Riepe, 2009).

Actualmente, el tratamiento del PHA tipo 1B se limita al manejo de líquidos y electrolitos. El tratamiento sintomático50
actual del PHA tipo 1B es una combinación de terapia agonista beta2 para reducir el exceso de líquido pulmonar y el
reemplazo agresivo de sal y el control de la hiperpotasemia para restablecer el equilibrio electrolítico.

Breve descripción de la invención

Actualmente, no existe ninguna terapia basada en fármacos que restablezca o al menos aumente la capacidad de
transporte de los iones Na+ de ENaC con pérdida de función mutante.55
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Por tanto, un objetivo de la presente invención es proporcionar una terapia basada en fármacos que restablezca la
capacidad de transporte de los iones Na+ de ENaC con pérdida de función mutante a nivel fisiológico.

Este objetivo se resuelve mediante un

polipéptido cíclico que comprende al menos seis aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos SEQ ID
NO:15

para su uso en el tratamiento de pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo 1 (PHA tipo 1B) y para el
restablecimiento de la capacidad de transporte de los iones Na+ de ENaC con pérdida de función mutado.

Aunque actualmente no existe una terapia basada en fármacos que convierta ENaC mutante, prácticamente inactivo
en ENaC fisiológicamente activo, se ha encontrado que los polipéptidos cíclicos según las invenciones restablecen10
la capacidad de transporte de los iones Na+ y para compensar las mutaciones de aminoácidos de ENaC con pérdida
de función mutante a niveles normales. Aunque los péptidos cíclicos tal como se detallan a continuación se han
descrito para modular la actividad de ENaC de ENaC no mutante “normal” (activo silvestre), es sorprendente que los
péptidos cíclicos también puedan compensar las mutaciones de aminoácidos y restablecer ENaC con pérdida de
función mutante de nuevo a niveles normales.15

En una realización preferida, el polipéptido cíclico comprende al menos nueve aminoácidos contiguos de la
secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 1.

Resultó que los polipéptidos cíclicos que comprenden la secuencia de aminoácidos

(= SEQ ID NO: 5)

de SEQ ID NO: 1 muestran la unión más fuerte al receptor de ENaC. Por tanto, en una realización, se prefiere que20
los polipéptidos cíclicos comprende la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO:5

de SEQ ID NO:1

En una realización, el polipéptido cíclico se caracteriza por la secuencia de aminoácidos

25

Hay diferentes maneras de formar un anillo para proporcionar un polipéptido cíclico según la invención.

a) En una realización, el anillo cíclico se forma mediante enlaces amida en el polipéptido entre los aminoácidos
individuales para formar un esqueleto peptídico y un enlace disulfuro entre dos aminoácidos cisteína para formar un
anillo. Por tanto, una realización incluye un enlace disulfuro entre dos aminoácidos de cisteína.

En esa realización, el polipéptido comprende preferiblemente SEQ ID NO:230

en la que el enlace disulfuro se forma entre Cys 1 y Cys 17 de SEQ ID NO:2.

Un polipéptido cíclico preferido sería entonces SEQ ID NO:3

también denominado AP301.35

b) En una realización, el anillo cíclico se forma mediante enlaces amida en el polipéptido entre los aminoácidos
individuales para formar un polipéptido circular. En una realización, un anillo cíclico de este tipo incluye un
aminoácido no natural tal como ácido -aminobutírico (GABA).
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Un polipéptido cíclico preferido sería entonces SEQ ID NO:4

también denominado AP318.

Lo más preferiblemente en todas las realizaciones mencionadas anteriormente, el polipéptido cíclico se caracteriza
porque el anillo cíclico comprende al menos 10, preferiblemente al menos 14 aminoácidos de SEQ ID NO: 1.5

Un aspecto de la presente divulgación se refiere a una composición farmacéutica que comprende un polipéptido
cíclico tal como se mencionó anteriormente.

La presente invención se refiere a una composición farmacéutica que contiene el péptido cíclico según la presente
invención (o una mezcla de péptidos según la presente invención) y moléculas de portador farmacéutico. Esta
composición farmacéutica se usa para el tratamiento de PHA tipo 1B.10

El término “composición farmacéutica” se refiere a cualquier composición o preparación que contiene un péptido
cíclico, tal como se definió anteriormente, que restablece la capacidad de transporte de los iones Na+ de ENaC con
pérdida de función mutante a niveles normales. En particular, la expresión “una composición farmacéutica” se refiere
a una composición que comprende un péptido cíclico según la presente invención y a moléculas o excipiente de
portadores farmacéuticamente aceptables (ambos términos se usan de manera intercambiable). Los portadores o15
excipientes adecuados son conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo, solución salina, disolución de Ringer,
disolución de dextrosa, tampones, disolución de Hank, compuestos formadores de vesículas, aceites fijos, oleato de
etilo, dextrosa en solución salina, sustancias que potencian la isotonicidad y la estabilidad química, tampones y
conservantes. Otros portadores adecuados incluyen cualquier portador que no induzca por sí mismo la producción
de anticuerpos en el paciente que sean perjudiciales para el paciente. Ejemplos son proteínas bien tolerables,20
polisacáridos, poli(ácidos lácticos), poli(ácido glicólico), aminoácidos poliméricos y copolímeros de aminoácidos.
Esta composición farmacéutica puede administrarse (como fármaco) mediante procedimientos apropiados conocidos
por el experto. La vía de administración preferida es la inhalación pulmonar como aerosol o administración
intravenosa. Para la administración parenteral, la composición farmacéutica de la presente invención se proporciona
en forma de unidad de dosificación inyectable, por ejemplo, como una disolución, suspensión o emulsión, formulada25
junto con los excipientes farmacéuticamente aceptables definidos anteriormente. La dosificación y el método de
administración, sin embargo, dependen del paciente individual a tratar. En general, el péptido según la presente
invención se administra a una dosis de entre 1 g/kg y 10 mg/kg, más preferiblemente entre 10 g/kg y 5 mg/kg, lo
más preferiblemente entre 0,1 y 2 mg/kg. Preferiblemente, la composición se administrará como una dosificación de
bolo intraperitoneal. También puede aplicarse infusión continua. En este caso, el péptido se administra a una dosis30
de 5 a 20 g/kg/minuto, más preferiblemente una infusión de 7-15 g/kg/minuto.

Para la inhalación pulmonar como aerosol, la composición farmacéutica de la presente invención se proporciona
como polvo seco o preparación líquida en forma de unidad de dosificación adecuada, por ejemplo, como partículas
de polvo seco preparadas por liofilización y/o secado por pulverización, como disolución, suspensión y emulsión,
formuladas junto con los excipientes farmacéuticamente aceptables definidos anteriormente. Las partículas de35
aerosol adecuadas para inhalación pulmonar, o bien partículas de polvo seco o bien partículas de aerosol líquidas,
tienen diámetros de partículas por debajo de 50 m, más preferiblemente por debajo de 10 m. Las partículas de
polvo seco pueden inhalarse mediante inhaladores de polvo seco. Las partículas líquidas pueden inhalarse mediante
nebulizadores. La dosificación y el método de administración para la inhalación pulmonar, sin embargo, dependen
del paciente individual a tratar. En general, el péptido según la presente invención se administra a una dosis de entre40
1 g/kg y 10 mg/kg, más preferiblemente entre 10 g/kg y 5 mg/kg, lo más preferiblemente entre 0,1 y 2 mg/kg.
Preferiblemente, la composición se administrará como dosificaciones de inhalación repetidas. También puede
aplicarse inhalación continua. En este caso, el péptido se administra a una dosis de 5 a 20 g/kg/minuto, más
preferiblemente de 7-15 g/kg/minuto.

Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un método para tratar a un paciente que padece45
pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo 1 (PHA tipo 1B) que comprende un péptido cíclico tal como se
mencionó anteriormente.

El canal de iones de sodio epitelial sensible a amilorida (ENaC)

El ENaC funcionalmente activo generalmente se compone de una o dos subunidades alfa o delta junto con una
unidad beta y una unidad gamma. Cada cadena de polipéptidos de ENaC se compone de extremos terminales -NH250
y -COOH cortos ubicados a nivel intracelular y dos regiones transmembrana a cada lado de un gran dominio de
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bucle extracelular.

El ENaC se ubica en la membrana apical de las células epiteliales polarizadas del pulmón, colon distal, nefrona
distal, glándulas sudoríparas y salivales, y otros órganos y tejidos. En epitelios estrechos polarizados, ENaC es la
etapa limitativa de la tasa para la absorción de los iones Na+; la función de ENaC anómala perturba la homeostasis
de agua y sal y el funcionamiento fisiológico de los órganos y tejidos en los que se produce (Garty y Palmer, 1997;5
Kellenberger y Schild, 2002). El transporte transepitelial de iones Na+ a través de una célula puede describirse como
un proceso de etapas, cuya fuerza impulsora se proporciona por el gran gradiente electroquímico para el ion Na+

existente a través de la membrana apical. ENaC activo funcional media la entrada de iones Na+ desde el lado apical
de la membrana. Esta entrada apical de Na+ a través de ENaC puede bloquearse mediante la aplicación de
concentraciones submicromolares de amilorida.10

En el pulmón de mamíferos, la regulación del transporte de iones Na+ es crucial para mantener un nivel óptimo de
líquido de revestimiento alveolar necesario para un intercambio de gases eficaz (Eaton et al, 2009).

Las mutaciones dentro de los genes de ENaC o en las regiones reguladoras en el sentido 5’ interrumpen la
expresión normal de ENaC, lo que da como resultado disfunción y regulación aberrante del canal.

Los pacientes con PHA tipo 1B portan mutaciones con pérdida de función en la subunidad alfa de ENaC,15
observándose con menos frecuencia mutaciones en las subunidades beta y gamma.

El péptido AP301 original imita el dominio similar a lectina o TIP de TNF-alfa, correspondiente a los residuos C101-
E116 de TNF humano silvestre (Lucas et al, 1994). En AP301, ciclo(CGQRETPEGAEAKPWYC), masa molecular
promedio teórica 1923,1, C101 se ha reemplazado por glicina y E116 por cisteína, se añade una cisteína N-terminal
y la secuencia de residuos de aminoácidos que representan el dominio similar a lectina se limita a una estructura20
cíclica a través de un enlace disulfuro entre las cadenas laterales de los residuos de cisteína terminales. La ciclación
se logra mediante la oxidación de los residuos terminales de cisteína para formar un enlace disulfuro.

El AP318 ciclo(ácido 4-aminobutanoico-GQRETPEGAEAKPWYD), masa molecular promedio teórica 1901,0, es un
péptido TIP en el que la ciclación se logra creando un enlace amida entre el grupo amino del ácido 4-
aminobutanoico N-terminal y el grupo carboxilo de la cadena lateral unido al carbono beta del residuo de ácido25
aspártico C-terminal.

AP301

[CGQRETPEGAEAKPWYC] (ciclo Cbeta1-Cbeta17)

30

AP318

[Gaba-GQRETPEGAEAKPWYD-OH] (ciclo 1-D17)

Descripción detallada

Se representan detalles adicionales de la invención en las figuras y su descripción.35

La figura 1 muestra una comparación de péptidos AP301 y AP318.

La figura 2 muestra el efecto de AP301 sobre G70S-hENaC. Relación I/V de células completas de células HEK-
293 que expresan de manera transitoria G70S-hENaC representadas gráficamente para el control, en presencia
de AP301 240 nM y después de la adición de amilorida 10 M.

La figura 3 muestra el efecto de AP301 sobre G40S-hENaC. Relación I/V de células completas de células HEK-40
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293 que expresan de manera transitoria G40S-hENaC representadas gráficamente para el control, en presencia
de AP301 240 nM y después de la adición de amilorida 10 M.

La figura 4 muestra el efecto de AP301 sobre G71S-hENaC. Relación I/V de células completas de células HEK-
293 que expresan de manera transitoria G71S-hENaC representadas gráficamente para el control, en presencia
de AP301 240 nM y después de la adición de amilorida 10 M.5

La figura 5 muestra el efecto de AP301 sobre G37S-hENaC mutante de PHA tipo Ib. Relación I/V de células
completas de células HEK-293 que expresan de manera transitoria G37S-hENaC representadas gráficamente
para el control, en presencia de AP301 240 nM y después de la adición de amilorida 10 M.

La figura 6 muestra gráficos de barras de corrientes de sodio interiores sensibles a amilorida. Las células HEK-293
transfectadas de manera transitoria con subunidades mutantes indicadas se parchearon en el modo de célula10
completa; se produjo corriente interior a -100 mV. Se aplicaron 200 nM de AP318 o AP301.

Síntesis de péptidos cíclicos

Todos los péptidos se sintetizan por métodos en fase sólida; se han diseñado para retener la conformación nativa 
del dominio similar a lectina tanto como sea posible mientras que al mismo tiempo exploran soluciones de enlace 
alternativas para provocar la ciclación de la secuencia lineal.15

Los péptidos se sintetizan mediante síntesis de péptidos en fase sólida según la estrategia de protección de 
fluorenilmetiloxicarbonilo/t-butilo en resina de cloruro de 2-clorotritilo. La diisopropil carbodiimida y el N-
hidroxibenzotriazol se usan como reactivos de acoplamiento Todas las etapas de acoplamiento se llevan a cabo en 
N-N-dimetilformamida. Los aminoácidos protegidos se acoplan sucesivamente a la cadena peptídica, comenzando 
con el aminoácido C-terminal. La desprotección de fluorenilmetoxicarbonilo se lleva a cabo en piperidina al 20% en 20
N-N-dimetilformamida. La escisión del péptido parcialmente protegido completo de la resina se lleva a cabo en una 
mezcla 1:1 de ácido acético y diclorometano. En el caso de solnatida y péptido TIP mutante, después de la escisión 
de la resina, se lleva a cabo la desprotección de la cadena lateral en el 95% de ácido trifluoroacético al 95%, el 5% 
de agua, seguido de ciclación por oxidación de residuos de cisteína terminal, lograda por aireación del péptido lineal 
bruto a pH 8,5 durante 90 horas. El producto peptídico bruto se purifica por cromatografía de líquidos de presión 25
media en fase inversa (RP-MPLC) en una columna de gel de sílice RP-C18 con un gradiente del 5% - 40% de
acetonitrilo. Finalmente, el contraión de trifluoroacetato se reemplaza por acetato en una columna Lewatit MP64 
(forma de acetato). Después de un lavado final en agua, el péptido purificado como sal de acetato se liofiliza y se 
obtiene como un polvo blanco a blanquecino. En el caso de péptidos libres de cisteína, la etapa de ciclación se lleva 
a cabo en el péptido lineal parcialmente protegido después de la escisión de la resina de cloruro de 2-clorotritilo. 30
Después de la ciclación selectiva de los péptidos libres de cisteína, la desprotección de la cadena lateral en ácido 
trifluoroacético seguido de RP-MPLC preparativa, el reemplazo del ion de trifluoroacetato por acetato y la liofilización 
de la forma de acetato del péptido se llevó a cabo como para los péptidos que contienen cisteína. En el caso de 
AP318, en el que la ciclación implica la formación de enlaces amida a través del grupo carboxilo de la cadena lateral 
del ácido aspártico, la ciclación selectiva se logra al comenzar la síntesis usando el ácido aspártico C-terminal 35
protegido en N con el grupo fluorenilmetiloxicarbonilo y con el grupo C-alfa carboxilo protegido con un grupo butilo 
terciario (OtBu). La síntesis continúa mediante la unión del residuo de ácido aspártico C-terminal a la resina de tritilo 
a través del grupo carboxilo de cadena lateral, seguido de la adición por etapas de los residuos de aminoácidos 
protegidos a la cadena peptídica. Después de la desprotección del grupo amino del ácido 4-aminobutanoico N-
terminal y la escisión del péptido protegido de cadena lateral de la resina, la ciclación se lleva a cabo a través del 40
grupo carboxilo de la cadena lateral libre y el grupo amino del ácido 4-aminobutanoico N-terminal. Finalmente, los 
grupos protectores de la cadena lateral se retiran con ácido trifluoroacético y el péptido se purifica por RP-MPLC 
como para los otros péptidos.

Las masas moleculares de los péptidos se confirman por espectrometría de masas por ionización por 
electropulverización o MALDI-TOF-MS y su pureza se determina por cromatografía de líquidos analítica de alto 45
rendimiento.

Ensayo electrofisiológico de la activación de AP301 y AP318 de ENaC expresado de forma endógena y heteróloga

Las propiedades activadoras de ENaC de los péptidos cíclicos se someten a prueba electrofisiológicamente in vitro
usando técnicas de pinzamiento zonal de células completas y unicelulares Hazemi et al, 2010; Tzotzos et al, 2013; 
Shabbir et al, 2013). Se usa un ensayo de pinzamiento zonal de células completas para medir la corriente de Na+ 50
sensible a amilorida inducida, calcular las curvas de concentración-respuesta y, por tanto, estimar la potencia 
medida como concentración efectiva a la mitad de la respuesta máxima (CE50), para péptidos cíclicos.

Los experimentos de pinzamiento zonal se realizan para estimar la potencia de AP301/AP318 en -hENaC 
expresado de manera transitoria en células HEK-293, CHO y células A549

Resumen de la justificación para investigar la posible aplicación de AP301 y AP318 para el tratamiento de los 55
síntomas pulmonares de pacientes que padecen PHA tipo 1b
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El pseudohipoaldosteronismo tipo 1B (PHA tipo 1B) está provocado por mutaciones de pérdida de función en los 
genes que codifican el canal de sodio epitelial sensible a amilorida (ENaC). El estado se presenta en los recién 
nacidos como deshidratación grave, hiponatremia e hiperpotasemia potencialmente mortales debido a la pérdida de 
sodio en los riñones, el colon, los pulmones y las glándulas sudoríparas y salivales; los niños padecen dolencias 
pulmonares porque la absorción de líquido dependiente de sodio reducida da como resultado niveles elevados de 5
líquido pulmonar. La enfermedad no muestra mejoría con la edad y los pacientes requieren suplementos de sal de 
por vida y manipulación dietética para reducir los niveles de potasio.

AP301 y AP318 pueden aplicarse en un ensayo de pinzamiento zonal para someter a prueba la respuesta de las 
células que expresan de manera heteróloga en subunidades de ENaC humanas en las que se han introducido 
mutaciones de pérdida de función que se sabe que provocan PHA tipo 1B por mutagénesis dirigida al sitio. De esta 10
manera, puede medirse la capacidad de AP301 y AP318 para restablecer la corriente de sodio sensible a amilorida
en las células que expresan estas subunidades de ENaC con pérdida de función mutadas. El aumento de la 
corriente de sodio en presencia de péptidos cíclicos indica su capacidad para restablecer el movimiento de iones 
Na+ por ENaC con pérdida de función que porta mutaciones de PHA tipo 1B, para restablecer la función de ENaC y 
su potencial como terapias para pacientes con PHA tipo 1B.15

Sorprendentemente, se ha detectado que los péptidos cíclicos tales como AP301 y AP318 pueden restablecer la 
actividad de transporte de iones Na+ a ENaC mutante con pérdida de función. Por tanto, AP301 y AP318 son 
terapias potenciales para los síntomas pulmonares de PHA tipo 1B.

Protocolo experimental

Estudio in vitro del efecto de AP301 y AP318 sobre ENaC expresado de manera heteróloga que porta de mutaciones 20
de PHA tipo 1B

El efecto de los péptidos cíclicos sobre la corriente de Na+ sensible a amilorida se observó en células HEK que 
expresan de manera heteróloga las subunidades de ENaC humanas (las células HEK no muestran expresión 
endógena de ENaC [Ruffieux-Daidie et al, 2008]) en las que mutaciones puntuales individuales de ENaC alfa, beta y
gamma, la misma que las encontradas responsables del fenotipo patológico de pacientes que padecen PHA tipo 1B, 25
se introdujo mediante mutagénesis dirigida al sitio. Además, las subunidades de ENaC delta mutantes también se 
construyeron mediante mutagénesis dirigida al sitio, que contiene mutaciones homólogas a las observadas en 
posiciones conservadas en las otras tres subunidades de ENaC.

Construcción de mutantes de PHA tipo I de ENaC y expresión en HEK 293

Pueden reproducirse diversos tipos de mutaciones de ENaC mediante mutagénesis dirigida al sitio del ADN de la 30
subunidad de ENaC silvestre clonada en vectores plasmídicos.

Mutagénesis dirigida al sitio

Se introdujeron mutaciones puntuales en ADNc que codifica para ENaC alfa, beta, gamma y delta usando un kit de 
mutagénesis dirigida al sitio disponible comercialmente (kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Lightning; 
Agilent Technologies). Los ADNc que codifican para hENaC alfa, beta y gamma se habían donado por el Dr. Peter 35
Snyder (Universidad de Iowa, Carver College of Medicine, Iowa City, IA); el ADNc que codifica para hENaC delta se 
había donado por el Dr. Mike Althaus (Universidad Justus-Liebig, Giessen, Alemania).

Los cebadores mutagénicos se diseñaron individualmente basándose en las descripciones de las mutaciones 
individuales en los informes científicos originales. El programa de diseño de cebadores proporcionado en el sitio web 
del fabricante se usó como una guía y los cebadores se pidieron de Sigma-Aldrich. Las cadenas mutantes se 40
sintetizaron por PCR con una ADN polimerasa basada en Pfu usando 100 ng de ADNc silvestre (WT) que codifica 
para hENaC alfa, beta, gamma o delta. Las cadenas parentales (WT) se retiraron y el ADN plasmídico resultante 
que contenía ENaC mutado se transformó en células competentes de E. coli. Después del crecimiento en cultivo, el 
ADN plasmídico se extrajo de las células de E. coli usando un kit de aislamiento de plásmidos disponible 
comercialmente (GeneJET Plasmid Miniprep Kit; Thermoscientific) y se aisló por cromatografía en columna. Todos 45
los constructos mutantes se verificaron mediante mapeo y secuenciación de sitios de restricción.

Transfección de células HEK-293 para la expresión heteróloga de hENaC

Las células HEK-293 se transfectaron con ADN plasmídico de hENaC alfa, beta, gamma y delta mutante y hENaC 
alfa, beta, gamma y delta WT usando un kit comercialmente disponible (reactivo de transfección X-treme Gene HP 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Una subunidad 50
mutante junto con las dos subunidades WT restantes se transfectaron simultáneamente para proporcionar la 
expresión de ENaC mutante trimérico. La expresión de ENaC WT se logró mediante transfección simultánea con 
ADN plasmídico de hENaC alfa, beta y gamma WT o con ADN plasmídico de hENaC delta, beta y gamma WT.

Prueba de pinzamiento zonal de la capacidad de activación de ENaC de AP301 y AP318 en células HEK que 
expresan de manera transitoria ENaC mutante55
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Cada línea celular HEK-293 que expresa de manera transitoria -hENaC WT, -hENaC WT o una subunidad de 
hENaC mutante coexpresada con subunidades WT, se sometió a prueba en un ensayo de pinzamiento zonal de 
células completas con AP301 y mutantes seleccionados en posiciones conservadas con AP318. Se registraron 
corrientes de células completas tal como se describió previamente (Shabbir et al, 2013).

Mediciones de respuesta de concentración5

Se trazaron curvas de concentración-respuesta, y se determinaron los valores de CE50 y los coeficientes de Hill 
usando Microcal Origin 7.0. La corriente de sodio de células completas de las células HEK-293 transfectadas de 
manera transitoria con -hENaC WT, -hENaC WT o un hENaC mutante, se registró a un potencial de retención 
(Eh) de -80 mV después de la adición acumulativa de disolución madre de AP301 a la disolución de baño, dando 
como resultado concentraciones finales de solnatida que oscilan desde 3,5 hasta 240 nM. Finalmente, se añadió10
amilorida para permitir la estimación del aumento inducido por péptidos en la corriente de Na+ sensible a amilorida. 
La actividad de AP301 se expresó como un porcentaje de la respuesta de amilorida emparejada, debido a la 
variabilidad en la expresión de hENaC entre diferentes lotes de células cultivadas. Se usó amilorida a 10 M para 
-hENaC WT, -hENaC WT o hENaC mutante; estas concentraciones produjeron una inhibición de hENaC 
superior al 95%. Sólo las células con respuesta clara de amilorida se incluyeron en el análisis de datos.15

Relaciones corriente-voltaje

Se determinaron las relaciones corriente-voltaje (I/V) de células completas de células HEK-293 infectadas de 
manera transitoria con -hENaC, -hENaC WT o un hENaC mutante para el control (antes de la adición de 
AP301), tratamiento con AP301 240 nM y tras la adición de amilorida 10 M, respectivamente. Después de la 
formación del sello GOhm (sello G’) y un periodo de equilibrio de 5 min, se registró corriente de sodio a Eh de 20
desde -80 hasta +80 mV en incrementos de 20 mV mantenidos durante 1 min en cada Eh.

Análisis estadístico

Los datos representan la media ± EE a menos que se indique lo contrario; los experimentos se realizaron en tres a 
siete lotes de células transfectadas independientemente en el sistema de expresión heterólogo HEK-293. La 
significación estadística entre los diferentes grupos se determinó usando una prueba de la t de Student de dos colas 25
no apareada usando GraphPad Prism versión 3.02 (GraphPad Software, San Diego).
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RESULTADOS

Tabla 1. Resultados de AP301 en un ensayo de pinzamiento zonal de células completas con células HEK-293 que 
expresan hENaC mutante de PHA tipo 1B y homólogos

(a - mutantes observados en pacientes)5
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Efecto de AP301 sobre G37S-hENaC de PHA tipo 1B y homólogos

El efecto de AP301 sobre las células HEK-293 que expresan el G37S-hENaC mutante de PHA tipo 1b o uno de 
sus homólogos construidos en laboratorio se muestra en las siguientes figuras. Se muestran relaciones de corriente-
voltaje (I/V) de células completas para cada hENaC con pérdida de función mutante expresado de manera transitoria
en células HEK-293, así como valores medios absolutos de densidad de corriente interior a un potencial de retención 5
de -80 mV durante la fase de control, después de la adición de AP301 240 nM y después de la adición final de 
amilorida (10 M) a la disolución de baño (las figuras a continuación).

Efecto de AP318 sobre ENaC mutante de PHA tipo 1B

Para someter a prueba si el efecto de restablecimiento de la actividad en el ENaC mutante de PHA tipo 1B es 
exclusivo de AP301 o si es una propiedad de péptidos cíclicos en general, tres ENaC mutantes de PHA tipo 1B que 10
contienen mutaciones en las subunidades de -, - y -hENaC, respectivamente, se sometieron a prueba en un 
ensayo de pinzamiento zonal de células completas en presencia de AP318 así como de AP301. Los tres mutantes 
se han observado en pacientes que padecen PHA tipo 1B y se producen en posiciones conservadas en las 
subunidades de ENaC; dos de estos mutantes, Q101K-hENaC y G37S-hENaC se habían sometido a prueba 
previamente con AP301. El tercer mutante se produce en la subunidad : V543fs-hENaC y, en contraste con 15
todos los mutantes sometidos a prueba hasta ahora, es un mutante de desplazamiento de marco que da como 
resultado una subunidad  truncada. Los resultados de la prueba de células HEK-293 que expresan estos ENaC 
mutantes en un ensayo de pinzamiento zonal de células completas en presencia de AP318 y AP301 se muestran en 
la tabla 2 y la figura 6.

Tabla 2. Corriente sensible a amilorida en un ensayo de pinzamiento zonal de células completas de células HEK-293 20
que expresan de manera transitoria ENaC WT y ENaC que contiene mutaciones de PHA tipo 1b en ausencia 
(control) y presencia de AP301 y AP318 (valores medios ± EE para la corriente interior medida en pA, n = 5; 
concentración de péptido 220 nM).

Las siguientes conclusiones pueden extraerse de los resultados obtenidos hasta ahora:25

1) Las mutaciones de PHA tipo 1B dieron como resultado una pérdida de función en la corriente de sodio sensible a 
amilorida a través de ENaC en comparación con hENaC WT.

2) AP301 restableció la capacidad de transporte de iones Na+ y compensó las mutaciones de aminoácidos de todos 
los hENaC con pérdida de función mutantes observados en pacientes con PHA tipo 1B: G37S-hENaC, 
Q101K-hENaC y G327C-hENaC.30

3) En comparación con el nivel fisiológico de la corriente de iones de sodio sensible a amilorida observada con -
hENaC y -hENaC WT, AP301 restableció la corriente de iones de sodio sensible a amilorida de ENaC con 
pérdida de función mutante a niveles comparables con ENaC activo no mutante.

4) Las curvas de concentración-respuesta y los valores de CE50 para G37S-hENaC mutante de PHA tipo 1B y 
los homólogos correspondientes indican que AP301 tiene el potencial de restablecer la actividad y compensar las 35
mutaciones de aminoácidos en todos estos canales de ENaC mutantes, que tienen pérdida de función en 
comparación con -hENaC y -hENaC WT.
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5) Las relaciones de corriente-voltaje (I/V) para G37S-hENaC mutante de PHA tipo 1B y los homólogos 
correspondientes caracterizan el efecto restablecedor de AP301 en estos canales mutantes con mayor detalle. La 
misma mutación que se produce en una posición conservada en las diferentes subunidades de hENaC da como 
resultado un canal de iones de sodio con diferentes propiedades funcionales y efecto fenotípico, tal como se refleja 
claramente por la actividad restablecida en presencia de AP301 (tabla 3).5

6) Los resultados del ensayo electrofisiológico de células completas en ausencia de AP301 y AP318 muestran que, 
en comparación con el tipo silvestre, las mutaciones de PHA tipo 1B en todas las subunidades de -hENaC dan 
como resultado pérdida de función. En presencia de AP301 y AP318, se observó un aumento significativo de la 
corriente de iones de sodio sensible a amilorida a través de mutantes de PHA-1B que demuestran el 
restablecimiento de la función normal del canal de iones de sodio.10

Conclusión global

Puede concluirse a partir de estos resultados que AP301 y AP318 pueden restablecer el transporte de iones Na+ y 
compensar las mutaciones de aminoácidos en los hENaC mutantes de PHA tipo 1B con pérdida de función, lo que 
indica el potencial de los péptidos cíclicos para restablecer la función deteriorada de ENaC y compensar las 
mutaciones de aminoácidos en estos mutantes y, por tanto, actuar como terapia para tratar a los pacientes que 15
padecen PHA sistémico tipo I.
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Lista de secuencias

<110> APEPTICO Forschung und Entwicklung GmbH

<120> Polipéptido cíclico para el tratamiento de PHA tipo 1B

<130> TY10471

<160> 55

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial10

<220>

<223> SEQ ID NO:1

<400> 1

<210> 215

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SED ID NO:220

<400> 2

<210> 3

<211> 17

<212> PRT25

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cierre de anillo entre la Cys C-terminal y Cys N-terminal mediante enlace disulfuro

<400> 3

30

<210> 4

<211> 16
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cierre de anillo entre Asp C-term. y Gly N-term. mediante enlace amida entre el grp. amino de Gly N-term. y
el grupo carboxilo c1 de ácido gamma-aminobutírico y entre el grp. amino del ácido gamma-aminobutírico y C del 5
grp. carboxilo del

<400> 4

<210> 5

<211> 610

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SEQ ID NO:5

<400> 515
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido cíclico que comprende al menos seis aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos
SEQ ID NO:1

para su uso en el tratamiento de pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo tipo 1B (PHA tipo 1B).5

2. Polipéptido cíclico para su uso según la reivindicación 1, caracterizado porque el polipéptido cíclico
comprende la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO:5

de SEQ ID NO:1.

3. Polipéptido cíclico para su uso según la reivindicación 1, caracterizado por al menos siete aminoácidos10
contiguos de la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO:1.

4. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por la secuencia de
aminoácidos SEQ ID NO:1

5. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el anillo cíclico15
incluye un enlace disulfuro entre dos aminoácidos cisteína.

6. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el polipéptido
comprende SEQ ID NO:2

7. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el anillo cíclico20
incluye un aminoácido no natural.

8. Polipéptido cíclico para su uso según la reivindicación 7, caracterizado porque el aminoácido no natural es
ácido -aminobutírico (GABA).

9. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el anillo cíclico
comprende al menos 10, preferiblemente al menos 14 aminoácidos de SEQ ID NO:1.25

10. Polipéptido cíclico para su uso según una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque es

o

11. Composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de pseudohipoaldosteronismo autosómico recesivo30
tipo 1B (PHA tipo 1B) que comprende al menos un polipéptido cíclico según una de las reivindicaciones 1 a
10.

12. Composición farmacéutica para su uso según la reivindicación 11, caracterizada por al menos una molécula
de portador farmacéutico.

35
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