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METHODS AND COMPOSITIONS FOR TREATING
GASTROINTESTINAL TOXICITY INDUCED BY CYTOABLATIVE THERAPY

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

[0001] This epplication claima benefit of U.S Provisional Patent Application No 60/380 211 filed
February 28, 2002 the entire contents of which s Incorporated hersin by refarence

FIELD OF THE INVENTION

[0002] The flaid of this invention relates to nove! treatments for individuals suffering from
pastrontestinal complications of chemotherapy and radlotherapy, Including dlarrhea, mucositis
stomatitis and prociiie

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0003] Over the past several decades potentially curative chemotherapy and radlotherapy
tachniques have bean developed for the treatment of aimast all human tumors  Although they have
meesurahly improved survival ime and decreased cancer mortality major toxdcities induced by these
therapies stlil represent the rate-imiting stap in achleving a cure WBmore Cancer 78-1784-1803

(1897)

[o004] chemMempoutlca and radiation exart their cytoablative effects on rapidly-proliferating edll
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cylotoxic actions of these tharaples are not tumor specific, howaver and normal tissues that typically
axhibit rapid cell tumover are the moet sensitive to the toxic effect of chemotherapy [n particular
Injury to normalf cells in the bone marrow and gastrointestinal mucosa often complicates patient
treatment. Although significant advances have been made In combating the myslosuppresslon and
naufropenia brought on by bone masrow toxicity, e.g. through the use of recombinant colony-
stimulating factors such as Neupogen® and Epogen® no agents ere currently avallable that can
selectively prevent cytoablative gastrointestinal injury Boushey et al. Cancer Res. 81 687-83 (2001)
As a result, gastrointestinal toxicity characterized by severe mucositls and dlarrhea often limftes both
the dose and duration of cytoabiative therapy leading to reduced effectivenasa In susceptible
patlents. /d The gastrointestinal tract therefore represents the next rate-limiting organ preventing
further dose sscalation in many patients with cancer id Wiimore, supra

[0003) The epiihelial lining of the intestinal mucosa l» maintained by continuous proliferation of cells
In crypts which are ulimately dependent on crypt stem cells. Thia proiiferation Is followed by cellular
differentiation and migration up the villl where the mature enterocytes ere replaced and shed from the
tips Cytoablative doses of chemotherapy or radiotherapy compromise the absorptive and barrier
acton of the mucosa by kiling the crypt stam calls, thereby Impeiring normal regeneration Famell of
al Cancer Res. 56:933-39 (1688). As the damaged cells slough the mucosa becomes thin and
denuded accompanied by delaysd celluiar renewal mucosal atrophy inflammation and often
ulcerstion Balsarl of &/, Br J Cancer 85 1064-87 (2001)

[0008] Hance patients undergoing cytoablative theraples frequently develop enteric mucositis and
diarrhea which can belethal Cascinu Curr Opin Oncol. 7.325-28 (1995) Moreover the
gastrointestinal effects of these cytosbliative theraples can be aggravated and prolonged by the lack of
enteral intake that fraquently occure  Anorexda mucosits, abdominal cramps exploalve diarrhea with
food intake and the reliance on intravenous therapy (which suppresses appetite) all compromiase the
exposure of the gut to enteral nutrisnis thus limiting the body’s ablity to stimulate normal Intestinal
epithallal proliferation Wimore, supra Moreover, In patisnts with severs granulocytopenia the
ulcarations causead by mucositis can isad to widespread hematogenous bacterial dissemination, since
the lesions serve as entry for bacteria into the bloodstreamn Balsart of al. supma Hosphaltzation ls
oftan necessary to maintein body hydration to control pain and to prevent or manage Infection

{
[00a7] Wih combination cytoablative therapy in particular gastrointsstinal symptome may become
so severe that the treatment must be modified or discontinued altogether thus compromising the
efficacy of the therapy on the neoplastic disease in adjunctive therapy the abliity to minimkze or
attanuate severe gastrointestinal sympioms may greatly Influence both quality of Iife during therapy as
weli as overall patient survival This is perticulerly true with dose escalation therapies used in patients
with gastrointestinal cancers or those undergoing bone marrow franaplantation associated with high
doaa combination cytoablative therapy Wimore, aupre
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[0008] Unfortunataly however, there are no universally recognized agents aveliable for prophylexis
or therapy of the gasirointestinal ioxdcities Induced by chemotharapy and/or radiotherapy Boushey of
al supra Agenis which are commonly amployed for treatment of one gastrointestinal complication
8.g. high-dose loperamide for dimsthea, typically have littie or no effect on other serious toxicitles e g
mucositis Moreover the therapeutic effects obtained with existing agents directed to specific
symptoma such as diarrhea and mucositis are insufficlent. What Is neaded therefore is an agent that
Is capable of alleviating the gestrointestinal toxicities inducad by cytoablative therapy

[0008] Relevant Literature

Wimore supra reviews the effects of cytoloxic therapy on the gastrointestinel tract and describes
metabalic means of support. Protection against the gesirointeatinal toxicity caused by linotecan has
been attempted using thalldomide (Govinderajan ef & Lancet 358 566-7 (2000), intedeukin 15 (Cao
ot al., Cancer Res. 58.3270-74 (1968), a synthetic bectearial lipopeptide (Shinohara ef al. Céin. Cancer
Res. 5:22148-58 (1690) and giucagon-ike peptide (GLP)-2 (Boushey ef al. supra) Use of
keratinocyts growth factor to protect against gastrointestinel injury caused by combined chemotherapy
and radiation regimens Is described in Farrell of al, supra, while Oraxl of al. dieciose the use of
Interleukin-11 Lab, Invest, 75.33-42 (1896). Protection against advarse gesirointestinel effects of
doxorublcin using chitosan Is described by Kimura ef a. J. Pharm. Phannacol. 63 1373-78 (2001),
while Balsari of al, Br J Cancer 85 1684-7 (2001) disciose the use of a doxorublcin-spacific
monocional antbody Woo ef @/ infra describe the use of darithromycin to attenuate
cyclophosphamide-induced mucositis in mice

[0010] Buelow etal Transplantation 50-649-654 (1996) and references cited therein Manolics st
al Nature Medicine 3.84-88 (1697) deacribes oligopeptides derived by rational design which
modulata T cell activity WO 86/13288 by Clayberger et al which deecribes peptides capeble of
modulating T cell activily References describing methods for deeigning compounds by computer
using struciure activity relationships Include Grassy et al , J. of Molecular Graphics 13-356-367
(1665), Halech st al J of Molactlar Graphics 13:48-48 (1905); Yasrietal Profein Engineering 11
950-976 {1066); Ashion etal Drug Discovery Today 1 71 78 (1896); and lyer etal Curr Phem.
Des 8.2217-2229 (2002)

SUMMARY OF THE INVENTION

[0011] The present invention relates to pharmacsutical preparations and methods for treating end
alleviating gastrointestinal toodelty and dysfunction resuiting from intensive cytoablative theraples In
particular the methods and compositions disciosed herein provide effective prophylaxis and therapy
of the gastrointestinal complications induced by chemotherapy and radiotherapy including dismhea,
mucositis (e.¢., oral and esophageel), stomatils and pmciitle  The methods and compositions
provided herein significantly improve quality of life during ongoing cancer theraples and enable
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increased dosages of chemotherapeutic agents and radiotherapy sxposures to maximbs killing of
metastatic cells for improved long-term survival

[0012] In one embodiment, a method for reducing the gastrointestinal toxicity and dysfunction
induced by cytoablative therapy Is provided comprising the administration of immunomodulsatory
peptides elther alone or In combinetion with additional therapeutic agents, e.g antHnammatory
agents, anti-dlarrheal agents, anaigesics and the Ike When used In combination with additional
therapeutic agents the iImmunomodulatory peptides and additional agenta may be administerad sither
simultanseously or saquentially In a particularly prefarred ambodiment, the Immunomodulatory
peptides are administered in combination with ant-diarrheal agents such as [operamide

[po13] In e further embodiment, pharmaceutical preparations and kits are provided comprising a
novel combination of the iImmunomodulatory paptides described herein together with at least one
additional therapeutic agent including e.g. enti-inflammatory agents anti-diarrheal agents
analgesics, and the ke

[0014] In another embodiment, the invention provides methoda for increasing the maximum tolerated
dosage of cytoablative theraples e.g chemotherapy and radiotherapy, comprising the administration
of iImmunomodulatory peptides to reduce dose-limiing gastrointestinal toxicities. The dose of
immunomodulatary peptide Is preferably effective to increase the maximum tolerated dosage (MTD)
of cytoablative therapy by at least a quarter (1.25x) or & third (1.33x) more preferably by a half (1.6x)
moat preferably by 1 5x io 2x or more In a further embodiment, improved methods of treating cancer
are providad employing these increased dosages of chemotherspy end radiotherapy, along with novel
combination theraples for alleviation of assoclated toxicities

[0045] Suitable mmunomodulatory peptides for use In the subject compositions and methods are
capable of modulating the aclivity of various inmune system cells particularly T cells, and/or inhblting
the production of inflammatory cytokines In a preferred ambodiment, the subjact peptides comprise
onhe or mare of the cytomodulating peptides dieclosed In co-pending U.S Patent Applications U S 8 N
08/028 083 & U S S N 08/838,918 as well as corresponding Intamational Publication WO 08/48833
the disciosuras of which are expressly incorporated herein by reference In a particularly prefemed
embodiment, the immunomodulating peptide compriees the sequence Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-
Gly-Tyr where nL Is norieucine and all amino acids are the D-stsreclsomer (also referred to herein as
be 1nL and/or RDP58)

[©016] In one espect, the peptides have amino acid extensions &t the N- or C- terminus to provide
addiienal functionality such as targeting the peptide to the affected tissus, increasing half-life, or for
attechment of various compounds [n another aspect, the cytomodulaling peptides are ofigomers,
particularly dimers of the active sequence, or are in the form of cyclic peptides  The peptides may
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comprise naturalty-occurring amino ackis or, more preferably one or more D-sterecisomers.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0017] Figure 1 is a depiction of the conformational spacs cluetering of the bc 1nL peplide also
referred to herein as RDP58 The conformations drawn are obtainad from cluster analysis of be 1nL

trajectory

[0018] Figure 2 In a dapiction of a projection of peptide trajectories Into the principal plan of D2
peptide refarence trejectary

[vo18] Figure 3 Is a graph showing the dose-dependent effect of RDP58 peptide administration on
moriality in a murine tumor model utiikdng CPT-11

[0020] Figure 4 is a graph showing the eaffect of RDP58 peptide edministration In reducing mortality
In & murine tumor modet utiiing 5-FU

[0021] Figure 5 Is a graph demonstrating the preservation of ant-umor efficacy when RDP58
peptide Is adminletered in combination with CPT 11 in a murine tumor model

[0022] Figure 6 Is a graph showing the effect of RDP58 peptide administration In reducing mortality
in a murine tumor model utitzing CPT-11

[o023] Figure 7 Is a graph Hustrating the significant increase in the mexdmum folerated dose of CPT-
11 enabled by RDP58 pepfide administration In a murine tumor model

[0024] Figure 8 le a graph showing the Impraved survival of tumor-baaring mice administered an
increesed dose of CPT-11 in combination with RDP58 peptide

[0025] Figure 9 Is a bar graph lllusireting the Improved tumor response obtained with the
combination of CPT 11 dose escalation and RDPG8 peptide treatment.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0026] Methods and compositions are provided for treating major gastrointestinal complications
induced by chemotherapy and/or radlotherapy including diarrhea, mucositis stomatitis and proctilla
The methods Involve the oral administration of membare of a new class of synthetic peptides
developad by computer-aided ratlonal deeign from known HLA-derlved molecules See e g. U.S
Patent Application No 06/026,083 end Intemsational Publication No. WO 88/48633, the disclosures of
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which are expressly Incorporatad by reference hersin  These new peptides have been shown to have
distinct immunomodulatory activities Inciuding, @ g effective inhibition of TNF-a production at the
transietional level (lyer of &/ J Blod Chem 275 17061-57 (2000)) and upreguiation of cellular
expression of heme axygenase-1 (HO-1) (lyer of af 1898 Cuturl sf a/ Mo/ Med. 5.820-32 (1968))
The lead compound kdentifiad heraein as RDP58 s a ten-amino acid peptide conslsting of D-amino
acids with the following sequence Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr (SEQ ID NO ), where nL
indicates D-norleucine

[0027] As demonstrated herein oral administration of these new peptide compounds can be
efficacious In alleviating a variety of gastrointestinal toxicities induced by cytoablative therapy Thus
the subject peptides will find use in prophylads and therapy of gastrointestinal complications such as
diasrhea and mucositis resuiting from cytoablative theraples as well as the cramping discomfort,
dehydration electrolyte imbalance and secondary infections typically attendant to the primary
complication In a further embodiment, use of the subject peptides advantageously enables dose
escalalion of the cytnablative agent or combination cytoablative therapies to increase fumor call kil
and thereby improve overall patient survival

[0028] The methods of the present invention will find advantageous use with viriually any
cytoablative regimen inducing gastrointsstinal toxiclty inciuding radictherapy and chamatherapeutics
Acute mucosiiis Is common efter mdiotherapy for head and neck cencers for example, and this
mucosa! toxicity [s recognized as the principal limiting factor to further treatment intenelffication See
eg. Beneadoun et @l Eur Arch Oforhinolaryngol. 268.481-7 (2001) The subject peptides will find
use In alleviating the mucositis induced with radiotherapy regimens directad to head and neck
cancers ae well as for madiotherapy treatmeants impinging eleewhere upon the gastrointestinal tract
such as iradiation In prostate cancer which can cause In prociitis In the colorectal porlion of the
gastrointestinal tract, and whole-body imadlation protocols utiilzed in bone marrow traneplentation

[0020] The subject peptides will alao find use in alleviating the gastrointestinal toxdcities inducad by
chemotherapeutic agents elther elone or in combination with radiotherapy For example the major
dose-imiting toxicity associatad with the campiothecan analog kinotecan (CPT-11) Is delayed or late-
onset diarhea, which can be axtremely severe when assoclated with neutropenia Rougler ef af., J
Clin Oncol 15251-80 (1897). In up to 30% of patients the dlarrhea does not respond fo conventional
agents such as loperamide and hospital admisslon dose modification and/or Interruption of
chernotherapy I8 required Cunningham ef af , Lancet 352 1413418 (1888) As demonstrated herain
cral administretion of the subject peptides is effective in alleviating this toxicity

[0030] The subject peptides wil also find use In treating mucoeliis induced by other commonly-used
chemotherapeutic agenta Inciuding e g. methotrexate, 5-flucrourac cyclophoaphamide, and
doxorubicin, as well as taxanes and vinca alkaloids Severe gestrointestinal mucositis in patients
undergoing cytoablative therapy causes significant morbkilty and mortalily due to the mucositis ltsalf
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as well as secondary local and systemic infactions predisposed by it Woo et a/ Pherm Rea.

41 527-32 (2000) Despite years of study the mucositis freatments developed thus far have not had
sufficient beneficlal effects /d. As a result, mucositis also remeins a primary doge-limiting toxicity
assoclated with many types of chemotherepeutic agents ncluding desorubicin which s widely usad in
treating many types of solid tumors. See Marina ef al. Ciin. Cancer Res. 8.413-8 (2002).
Prophylactic end/or therapeutic treaiment of mucosal Injury using the subject peptides allows for
increased dosages of these agents as well as more effective dosing schadules which may be contra-
indicated due to gastrointestinal toxicity

{0031] As describad herain, administration of the subject peptides alleviatas the gestrointestinal
tondcities and dysfunction resulting from thess Intensive cyloablative thereples Reducing or
alleviating gastrointestinal taxicity and dysfunction in the context of cytoablative freatment includes as
non-limiting examples, reduction In clinical manifestations such as diarrhea, mucositis, stomatitle,
prociitis, rectal bleeding malabsorption abdominal pain weight loss, fever anemia fecal occult
blood fecal leukocytes, and histological indications such as crypt abcesses, leukocyte infiitration cell
apopiosis transmural granulamotous inflammation superficial mucoea! and eubmucosal
inflammation eic. Furthermore, included within the definition of sympioms as used herein are
changes in levels of biochemical and molecular markers associated with intestinal dysfunction and
inflammation arising from cytoablative therapy Including but not imMed to Increase in pro-
inflammatory cytokines (e g  TNF-e, interferony -1 IL-8, IL-12, i), changes In enzyme markers
of leukocyte activation (e.g myeloperoxidase, COX-2 expression INOS expression, efc.) cellular
apoplosls (e g DNA fragmentation caspase activation, efc.) and others known inthe art Although
one marker may be used as en Indication of reduction in gastrointeatinal dysfunction, preferably more
than one Is used and more preferably a combination of markers [s used, inciuding combinations of
clinical manifestations, histological Indications and molecular/blochemical merkers

[0032] For use in allaviating and/or reducing the gastrointestinal toxiciies and dysfunction of patients
undergoing cytoablative treatment, the immunomadulatory peptides may be used alone or In
combination with other therapeutic agents such a8 e.g oxygen radical scavenging agsnts such as
superoxide dismutase or ent-Hnflammatory agents such as corlicostsrolds hydrocortisone
prednisone and the like; anti-diartheal agents such aa loperamide end the llke antibacterial agents
such as penicillin, cephalasporins, bacitracin and the like; antiparasitic agents such as quinacrine
chioroquine and the ike; antifungal agents such as nystatin, gentamicin and the like- antiviral agents
such as acyclovir gancyclovir, ribevirin Interferons and the like; anaigesic agents such as salicyilc
acld, acataminophen buprofen, firbiprofen, morphine and the likke local anesthetios such as
lidocaine, bupivacaine, benzocaine and the like; growth fectors such aa colony stimulating factor
granulocyte-macrophage colony stimulating factor and the like; anthistamines such as
diphenhydramine chlorphencramine and the like, anti-nausea medications nuiritional additives such
as leukovorin and other ilke substances
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[0033] Thus a pluralily of therapeutic agents may be used In the present invention These mulitl-
drug combinations, include but are not limited to combinations of the subject peptides with antl-
diarrheal agents anti-inflammatory agents and/or analgesics For example one embodiment mey
comprise a combination containing the iImmunomodulatory peptides disciosed herein particularly the
D-stereo isomer of sequence Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr; loperamids, and an anaigssic.
Other combinations may be made by those ekilled In the ert (e g. different ant-Hnflanmatory agents
and anaigesic combinalions). In this contexdt, the peptides used are either a aingle pepiide sequence,
or an admbcdure of different peptide saquencas of the present invention or an admbdure that Includes
natural analogs of the peptides of the present Invention (e.g B2702.75-84)

[0034] The methods and compositions described herein may find advantageous use in reducing or
alleviating the gastrointestinal toxdcily and/or dysfunction caused by any form of cytoablative therapy,
end in particular, those theraples targeting repidly-dividing cells Including both tumor cells and
epithellai calls Non-imiiing examples of potential antinecplastic agents that may banefit from the
subject Invention include platinum compounde {(e.g splropiatin clsplatin and carbopiatin),
camptothecan and related analoga such as Idnotecan (CPT-11), taxanes such as taxol mitotic
inhibkors such as atopositde and the vinca alkalolds Including e g. vincristine, vinblastine and
vinorelbine methotrexate, fluorouracl (5-FUJ), adriamyein mitomycin, ansamitocin blsomyecin
cytosine arabinoside, anabinosyl adenine mercaptopolylysine, busulfan chiorambuci meiphalen
{e.g PAM L-PAM or phenylalanine musterd) mercaptopurine mitotane, procarbazine hydrochloride
dactinomycin (actinomycin D), daunorublcin hydrochioride, doxorubicin hydrochloride, plicamycin
{mithramycin), aminogiutethimide, estramustine phoephate sodium, flutamide, leuprolide acetate
megesirol acetate, tamaxdfen citrate testolactone, trllostane amsacrine (m-AMSA), asparaginase (L-
asparaginase) Erwina asparaginase etoposide (VP-18) interferon aipha.-2e, interferon .aipha.-2b
teniposide (VM-26) vinblastine aulfate (VLB), vincristine sulfate, bleomycin sulfate, arablnosyl,
hydraxyurea procarbazine, and dacarbazine, as well as radiopharmacsuticals such es radioactive
lodine and phosphorus products and the Rke.

immunomodulatory Peptides

[o033] Immunomodulatory peptides sultable for ues in the compositions and methods of the present
invention ere capable of inhbiting the callular production of Inflanmatory cytokines induding, e g,
fumor necrosls factor-g (TNF-a) Interferon-y (INF-y), Interleukin (IL)-1 IL-8, IL-12 as well as other
cytokines chemokines hematopoletic growth factors and the llke Prefemred immunomodulatory
peptides Includa or comprise one or more of the cytomodulating oligopeptides deacribed In co-
pending U 8 Patont Applications U.S.8 N 08/838,016 and U.8.8.N 08/028,083, the disclosures of
which are incorporated by reference herein Particulasly preferred for use In the instant methods and
compoeltions Is an immunomodulstory peptide comprising the sequence Arg-hL~nL-nL-Arg-nl-nL-nL-
Gly-Tyr where nL s norleucine and all amino acida are the D-sterecisomer
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[oa3é} In addition previcusly-known active compounds which may also find use in the subject
invention include HLA-B a,-domain perticularly the amino acids from 75 to 84 end variations of this
saquence where not more than 2 amino ackis are replaced and in which amino acids do not Include R
and Y (see, 6 g WO 65/13288 and Buelow et al , supra) Also known ere sequences based on the
human TCR-a fransmambrane repion conelsting of thet sequence and sequences having not more
than 2 mutations from that ssquence (see Australlan Application Nos PN 0580 and PN 0580 filed
January 16, 1685) These sequences Inciude 2 basic amino acids where the 2 basic amino aclds are
aeparated by 4 eliphatic hydrophobk amino acids although the application Indicates that from 3 to 5
hydrophoblc amino acids may be present. By mutation Is intended each substitution of one amino
acld for another or an nsartion or deletion, each being countad as one mutation In certein
embodiments fhe iInmunostimulatory pepiides prefermed for use hereln may exclude such previously-
known active compounds

[0037] Generally the phrase “immunomodulatory peptides® or “tmmunomodulating peptides” as used
harein is meant o encompeass ail of the foregoing peptide compounds, as well as analoge
derivatives, fusion proteins and the lke. In the prefemed embodiment, the core sequence of the
immunomoduletory peptide desimably compriees two basic amino ackde separated by from three to
four hydrophobic emino acids particularly three hydrophabic amino acids and particularly where the
N-tarminus Is a basic amino acid  More desirably, the C-terminal amino acid Is an aromatic amino
acid parficulary tyrosine Of particuler interest ls where et lsast one of the oligopeplide core terminal
amino acids Is an oligopeptide terminal amino acki which may be In the monomeric or oligomeric
form of the compound

[oo3s] More particularly the preferred iImmunomodulatory peptiies for use in the compositions and
methods of the present Invention comprise oligopeptides having the seguence B-X(-X-X-B-X-X-X~J
Tyr where B Is a basic amino acid preferably Lys or Arg particularly Arg on at least one position
prefarably at both positions, J is Gly B or an aliphatic hydrophobic amino acid of from & to 8 carbon
etoms particularly Gly or B and X Is an aliphatic or aromatic amino acld in one embodiment, at lsast
three X amino ecid reskiues are the same non-polar aliphatic amino acki Preferably at least four are
the same non-polar aliphatic amino acld more preferably st least five are the same non-polar afiphatic
amino acid and most preferably all are the same non-poler aliphatic amino acid In & prefermed
embodiment, the non-polar aliphatic amino acids are of from 5 o 6 carbon atome particularly 8
carbon atoms, particularly the non-polar aliphatic amino acids Val He, Leu, andnl. Thus, In some
embodiments, X is any amino acid other than a charged allphatic amino ecld and preferably any
amino ackd other than s polar aliphatic amino acld

[003s] Of the six amino acids indicated by X in the B-X-X-X-B-X-X-X~J-Tyr paptide sequence
prefarably at least 3 are aliphatic amino aclde of from 5 to 6 carbon atoms more preferably et least 4
are allphatic amino acids of from 5 to 8 carbon atoms, most preferably at least 5 are aliphatic amino
acids of 5-8 carbon atome more particutariv 8 carhon atnma  In 8 nrfarad amhadimant da allal 4o
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amino acids are non-polar afiphatic amino eclds of from & to 6 carbon atoms, particularty Val lle, Leu
and nL. The othar amino acids may be other uncharged aliphatic amino acids particulerly non-polar
aliphatic amino acids or aromatic amino acids

[op40] Compositions of particular intereet will have the following formuia
Arg-U-X-X-Arg-X-X-X-J-Tyr

wherein all of the symbols have been defined previously except U, which compriass an uncharged
afiphatic amino acld or aromatic amino acid particularly a non-polar ellphetic amino acld or aromatic
amino acid

[0041) The amino ackis may bs naturadly occurring amino aecids or D- lsomern thereof  The peplides
may have one or more D-sterecisomer amino acide up to all of the amino acids Additfonally the

immunomodidatory peptkies may comprise oligomaers of the subject peplides particularly dimers
thereof or comprise a cyciic peptide, that s a ring structure, as further described below

[0o42) For the purpoees of this Invention the amino aclds (for the moest part natural amino acide or
thelr D-sterecisomers) will be broken down inio the following categories

1 Albhatic
{a) non-polar allphatic:
Gly Ala, Vel, nL lle Leu
(b)  polar aliphatic:
(1)  uncharged.
Cys Met, Ser Thr Asn Gin
(2 champed
Asp Glu Lys Arg
2 Aromstic:
Phe,His Trp Tyr

wherein Pro may be included In the non-polar aliphatic amino acids but will normally not be Included
‘nL" represents narleucine where the non-polar aliphatic amino acids mey be substituted with other
Isomers

[0043] Elther or both the N- and C-terminus of the peptide may be extended by not more than a total
of about 100 usuafly not more than a total of about 30 more usually not more than sbout 20 amino
acids, often not more than about 8 amino acids, where the amino acids will have fewer than 25%
more usually fewer than 20% polar amino acids more particularly fewer than 20% which are chargad
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aminoacids Thue, extansians of the above sequences In elther direction are malnly done with
lipophllic, uncharged amino acids pariicularly non-polar aliphatic amino acids and aromatic amino
acide The pepiides may camprise L-amino scide D-amino acids or mixtures of D and L amino
acids Exceptions to the number of amino acid extensions are contemplated when the oligopeptides
are expreasad as fusion or chimeric proteins as described below

[0044] The peptides may be in the form of oligomers particulady dimers of the paptides, which may
be head to head tal to tall, or head to tall, there being not more than about 6 repeats of the peptide
The allgomer may contain one or more D-stereclsomer amino aclds, up fo all of the amino acikis The
oligomers may or may not include linker sequences between the peptides When linker saquences
are used, sultable Iinkers include those comprising uncharged amino aclds and (Gly)n where nls 1-7
Gly-Ser (e.g (GS). (3SGGS), and (3GES), whera n is at least 1), Gly-Ala, Ale-Ser or other flexdble
nkers, as known [n the art. Linkers of Gly or Gly-Ser may be used since these amino acids are
relativaly unsiructured which aliows inferaction of individual peptidas with cellular target molecules
and imits struciural perturbations between peptides of tha oligomer

[0045] Immunomodulatory peptides may be in a struciurally constrainad form such as cyclic peptides
of from about 8-50 usually 12 to 36 amino acids where amino aclds other than the specffied amino
acids may be present s a bridge Thus, for example addition of terminal cysteines allows formation
of disulfide bridges to form a ring peptide In some Inatances, one may use other than amino acids to
cycitza the peptide Bifunctional crosslinking agents are useful In linking fwo 6r more amino acids of
the peptida Other methods for ring formation are deacribed in Chen et al , Proc. Natl, Acad. Sol. USA
80:5872-6876 (1982); Wu et al Profein Engineering 6.471-478 (1893); Anwer etal Int J Pep.
Proiein Rea. 38:302-389 (1990), and Rivera-Baeza, at al Neuropeptides 30 327-333 (1996); all
referencas incorporated by reference. Allematively stucturally constrainad peplides are made by
addition of dimerization sequances to the N- and C- iarminal ends of the peptide, where Interaction
between dimerization sequences lead to formation of a cydlic type structure (see WO/0108585
incorporated by reference) In other insiances the subject peptides are expressed as fusions to other
proteine which provide a scaifold for constrained display on a surface exposed structure, such as a
loop of a colled-coll or p-tum etructure.

[0048] One or both, usually one tarminus of the iImmunomodulatory peptide may be substituted with
a fipophilic group usually aliphatic or aralkyl, of from 8 to 38 usually 8 fo 24 carbon atoma and fewer
than two heteroatoms in the aliphatic chaln, the heterostoms usually being oxypen nitrogen and
eulfur As further described below, the chain may be saturated or unsaturatad desiably having not
moare than 3 sites, usually not more than 2 sites of aliphatic unssturation Convenlently, commercially
avalable aliphatic fatly acide alcohols and amines may be used such as capryllc acid, capric acid
leuric acld, myristic acld and myristyl alcohal paimitic acid paimiiolelc ackd stearic acid and stearyl
amine, oleic acid, linolelc acld docosahexaenoic acid efc (see U S Patent No 8,225,444 hereby

7
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carbon atomns in length  Other lipohiiic molecules Include glyceryl lipids and eterols such as
cholesterol  The fipophilic groups may be reacted with the appropriate functional group on the
oligopeptide in accordance with conventional methods frequently during the synthesis on a support
depending on the aite of attachment of the cligopeptide to the support. Lipid attachment Is useful
where oligopeptides may be infroduced Into the lumen of the iposome, along with other therapeutic
agents (6. Immunosuppressive agents) for administering the peptides and agents Into a host.
Incraasing lipophiiicity is also known to Increase fransport of compounds across endothelial cells and
therefore useful In promoting uptaks of such compounds from the intestine or blood siream Info
surrounding tissues

[0047] The tarminal amino group or carboxyl group of the Immunomodulatory peptide may be
medified by akylation amidation or acylation to provide esters, amides or substituted emino groups
where the alkyl or acyt group may be of from about 1 to 30 ususlly 1 #0 24, preferably elther 1 to 3 or
8 to 24, particularly 12 to 18 carbon atoms The peptide or derivativee thereof may aiso be modified
by acelylation or methylation to alter the chemical properties, for sxample fipophllicity Other
modifications Inciude deamingtion of giutamyl and asparaginyl reaidues to the comesponding glutamyl
and aspartyl residues respectively” hydroxylation of proline and lysine; phosphorytation of hydroxyl
groups of serine or threonine" and methyiation of amino groups of lysine, arginine, and histidine side
chaine (sse T E Creighton Profeina, Structure and Molecular Proparties W H Freeman & Co. San

Franclaco, CA, 1983)

[0o48] Dapending upon thelr intended use, particularly for administration o mammallan hosts, the
subject peptidea may be modified or atiached to other compounds for the purposes of incorparation
Into carrier molecules changing peptide bioavallability extend or shorien half-life, contral distribution
to various tissues or the blood stream diminish or enhance binding to biood components, and the like.
The subject peptides may ba bound to these other components by linkers which are cleavable or non-
clsavable In the physlological envkonment such as blood cerebrospinal fiukd, digestive fluids, elc.
The peptides may be joined at any point of the peptida whera a functional group is presant, such as
hydraxyl, thiol carboxyl, amino, or the llke Desirably modificetion will beat elther the N-tarminus or
the C-larminus  For these purposes the subject peptidea may be modifiad by covalently atteching
polymers such as poiyethylene glycal polypropylens giycol carbaxymethyl cellulose, dextran
polyvinyl alcohol, polyvinylpyrrolidine polyproline poly{divinyl-ether-co-maleic anhydride),
poly(styrens-c- malelc anhydrkis) eic. Watar soluble polymers, such a polysthylene glycol and
poiyvinyipyrroiidine are known to dacrease clearance of attached compounds from the bicod stream
as compared o unmodified compounda  The modifications can also increase solubllity in aqueous

media and reduce aggregation of the peptides.

[004] In another aspect, the peptide is prefanably conjugaied to small moleculas for detection and
isolation of the peplides &nd to target or transport the Immunomodulatory peptide Into specific cells

- - -
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Initiate an Immune response when introduced by themaselves into an enimal Generally haptens are
small molecules of molecular weight less than about 2 kD and more prefersbly Iess that about 1 kD
Haptens Include small organic molecules (e.g. p-nitrophenol digoxin heroin, cocalne, morphine
mescaline, lyserpic acld tetrahydrocannabinol cannabino! sterolds pentamidine biotin efc.)
Binding to the hapten for example for purposes of detection or purification ere dons with hapien
specific antibodies or specific binding pariners such as avidin which binde blotin

[0050] Small molecules that target the conjugate to specific cells or tissues may also be used Itis
known that presence of a biotin-avidin complex increases uptake of such modified peptides across
endothellal cells Linkage of peptides fo carbohydrate moleties, for example to a f-glycoside through
a sorine realdua on the peptide to form a p-O Inkad glycoside, enhances tranaport of the glycoside
derivative via glucose transportars (Polt, R. et al Proc. Net! Acad. Scl. USA 91 7144-7118 (1004)
Oh etal Drug Transport and targeting In Membrane Transporters as Drug Targets Amidon G L and
Sades W eds., pg 50-88, Plahum Press, New York, 1888). Both of these types of modifications are
sncompassad within the scope of the preaent invention

[oo31] The mmunomodulatory peptides may have attached various label moleties such as
radiocactive lsbela and fluorescent labels for detection and tracing Fluorescent labels include, but are
not imiied to fluoresceln eocsin Alexa Fluor Oregon Green, rhodamine Green
tetramethyirhodamine, rhodamine Red Texas Red coumarin and NBD fluorophores the Q8Y 7

debcyl and dabsyl chromophores, BIODIPY Cy* eic.

[0082] I one aspect, the peptides are joined to a wide varety of other peptides or protelns for a
variety of purposes  The peptides may be linksd to peptides or proteins to provide convenlent
functionalties for bonding such as amino groups for amide or substituted amine formation, e.g
reductive amination thiol groups for thicether or disulfide formation carboxyl groups for amide
formation, and the ke  Of particuler Interest are peptides of at least 2 more usually 3 end not more
than about 60 lysine groups particularly polylysines of from about 4 to 20 usuelly 8 o 18 lyaine uniis
referred to as multiple antigenic peptiie system (MAPS), where the subject paptides are bonded to
the lysine amino groupe generally at least ebout 20% more usually at least about 50%, of avaliable
amino groups to provide & multipeptiie product (Butz, 8 et el Pept Res. 7 20-23 (1884)) Inthis
way molecules having a plurality of the subject peptides are obtalned where the orlentation of the
aubject paptides Is In the same direcfion In effect ane has a linking group to provide for tall to tal di-
or oligomerization

[0oss] in anather aspect, other naturally ocaurting or synthetic peptides and protsins may be used to
provide a carier inmunogen for generating antfbodies io the subject paptides, where the antibodles
serve as reagents for detecting the immunomodulatory peptides or for identifying other peptides
having a comparable conformetion Sultable carriere for generating entibodies Include, among others,
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hemocyanine (e g Keyhole Limpet hemocyanin - KLH); albumins (e.g bovine serum albumin
ovalbumin human serum albumin etc.), iImmunoglobulins thyroglobuling (e g  bovine thyroglobulin)
toxine (e g , diptheria toxoid tetanus toxold); and polypeptides such as polylysine as described
above or polyaianine-lysine. Although proisine ere prefemed carriers other carriers preferably high
molecular weight compounds may be used including carbohydrates, polysaccharides
lipopolysaccharides nuclelc acids, and the llke of sufficlent size and immunogenicity In addition the
resulting antibodies may be used to prepare anfl-diotypic antibodies which may compete with the
subject peptides for binding to a target site These antiHdiotypic antibodles are useful for identifying
proteins to which the subject peptides bind

[0034] In another aspect, the paptides are conjugated to other peptides or proteine for targeting the
immunomodulatory peptide {o cells and tiesues or adding additionel functionalities to the peptides
For targeting the protsin or peptide used for conjugation will be selected based on the cefl or tiasue
being targeted for therapy (Lee R. etal Arthritis. Rheum. 48. 2109-2120 (2002), Pasqualinl R Q J
Nucl, Med. 43 159-62 (1999); Pasgualinl, R. Nature 380 364-388 (1096) hereby Incorporated by
refersnce) The protsine mey also compromise poly-amino acids including, but not Limfted to,
polyarginine aend polylysine poiyaspartic acld, etc. , which may be Incorporated Into other polymers
such as polysthylens glycol for preparation of vesicles or particles contalning the conjugated
peptides

[0055] In another aspect, the subject peptides may be exprassed in conjunction with other peptides
or protaine so as to ba a portion of the polypeptide chain etther intemal or &t the N- or C- terminus to
form chimeric protelns or fusion proteins By "Tuslon polypepiide” or “fusion protsin® or “chimeric
protsin® herein is meant a protein composed of a plurality of protein components that, while typically
joined in the native state, are joined by the respective amino and carboxy termin] through a peptide
linkage to form a continuous polypeptide Plurality in this context means at least two, and prefarred
embodiments generally utiilze three to twelve components, although more may be used [t will be
appreciated that the proteln components can be joined directly or joined through a peptide
Enker/spacer s outlined below

[0068] Fusion polypeptides may be made to a variety of pepiides or proteaine to display the subject
peptides In a conformationally restricted form, for targeting to calls end tissues, for targeting fo
intraceliular compariments tracking the fusion proteln In a cell or an organism and screening for
other molacules that bind the peptides. Proteins ussful for generating fusion proteins include various
reporter protsins structural proteins, cell surface receptors receptor igands toxdns and enzymes
Examplary protsins include flucrescent proteins (e g , Aequoria viclorfa GFP  Renflia reniformis GFP
Renitfa mueflerl GFP luciferases, elc , and variants thereof); f-galactosidase; alkaline phosphatase
E. coll. maltose binding protein, coat proteina of filamentoue bacteriophage (e.g . minor coat protein
pll), or the major coat protein, pVAll, for purposes of phage display); T cell receptor charybdotoxin
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[0087] Fuslon proteins also encompass fusions with fragments of proteins or other peptides elther
alone or as part of a larger protein sequence Thus the fuslon polypeptides may compriae fusion
partners By “Tuslon partners® herein Is meant a sequence that Is assoclated with the pepiide that
confers all members of the proteins In that class a common function or abllity Fuslon pariners can be
heterologous (1@ not native to the host cell) or synthetic (e not native to any cell). The fuaion
partners include, but are not limited to &) presentetion structureas which provide the subject peptides
In a conformationally restricted or stable form b) targeting saquences which allow locallzation of the
peptide to a subcsllular or extracellular compariment; ¢) stability sequences which affects atablity or
protection from degradation to the peptide or the nucleic acld encoding it; d) linker sequances which
conformationally decouples the oligopeptide from the fusion partner and e) any combination of the
above.

[0058] In one aspect, the fusion pariner Is a8 presentation structure By “presentation structure® as
used herein Is meant a sequence that when fused fo the subject peptides presents the peptides n a
conformationally restricted form Prefermed presentation struciures snhance binding interactions with
other binding pariners by presenting a peptide on a solvent exposed exterior surface, such as a foop
Generally such presentation siructures comprise a first portion joined to the N-terminua of the
immunomodutatory peptide and a second portion joined fo the C-tarminal end of the subject peptide
That Is, the paptide of the present Invention Is inserted into the presentation structures. Prefarably
the presentation structures are selected or designed to have minimet blological activity when

exprossad In the target celle

[0059] Preferably the presentation structures maximize accessibilty to the paptides by dispiaying or
presenting the peptide or an extarior loop Sultable presentation structures include, but are not limited
to, colled coll stem structures minibody structures, loops on f<tums dimerization sequences, cysteine
linked structures transglutaminase linked structures cyclic peptides, helical barrels leucine zipper
motifs ete.

[008o] [n one embodimaent, the presentation structure Is a colled-coll structure which aliows
presentation of the subject peptide on an axterior loop (see Myszka et al Blochemisiry 33 2362-2373
(1884)), such as a colled-coll leucine Zipper domaln (see Martin etal EMBO J 13 5303-6309
(1994)). The presentation siructure may also comprise minlbody structurea, which ls sssentially
comprised of a minimal antibody complementarity region The minibody structure generally provides
two peptide reglons thet are presented along a aingle face of the tertiary siructure in the folded protein
(see Blanchl et al J Mol Bial 236 649-850 (1004); Tramontano etal J Mol. Recognl. 7 8-24
(1884))



WO 03072061 PCT/US03/06333
[vos1] In ancther aspect, the presentation structure comprises two dimerization ssquences The
dimerization sequences which can be same or different, associate non-covalently with sufficient
affinity under physlological conditions to structurally consirain the displeyed peptide; thet is e
dimerization sequance Is used at each terminus of the subject oligopeptide, the resulting structure can
display the subject paptide In a siructurally limited form A varlety of sequences are sultable as
dimerization saquencas (see for example WO 08/61826, Incorporated by reference) Any number of
protein-protein Interaction saquences known In the art are useful

[0a82] In a further aspeci, the presentation ssquence confers the abllity to bind metal ione to
generate a conformationally restrictad secondary structure Thus, for example, C2H2 zinc finger
sequences are used C2H2 sequences have two cysisines and iwo histidines placed such that a zinc
lon Is chelated Zinc finger domaine are known to occur independently in multiple zinc-finger peptides
to form structurally independent, fiexibly linked domalins (see Nakaseko, Y etal J. Mol Biol 228
610-838 (1962)) A general consensus sequence Is (5 amino acids)-C-(2 to 3 amino ackis)-C{4 1o 12
amino acids)-H-(3 amino ecide)-H-(6 amino acids) A preferred example would be -FQCEEC-random
peptide of 3 to 20 amino acids-HIRSHTG Simierly CCHC baxas having a consensus saquence -C-
(2 amino ecids)-C-(4 to 20 randor peptide)-H-{4 amino acids)-C- can be used (see Bavoso, A. et al
Blochem. Biophys. Res. Commun. 242 385-389 (1088)) Other examples include (1) -VKCFNC4 o
20 random amino acids-HTARNCR-, based on the nucleocapeld protein P2; (2) a sequence modifled

from that of the neturally occuiting zinc-binding peptide of the Lasp-1 LIM domain (Hammarstrom A.
ot al Biochemisiry 35 12723-32 (1968)): and (3) -MNPNCARCG-4 to 20 rendom amino acids-

HKACF-, based on the NMR structural ensembie 1ZFP (Hammersirom et al , supra)

fo083] In yut ancther aspect, the presentation structure ie a sequence that comprises two or more
cystelne residues such that a disulfide bond may be formed, resulting in a conformationally
constrained structure. That Is, use of cysteine containing peptide saquences et each terminus of the
subject Inmunomodulatory peptides results In cycllc peptide stuchxes, as described above. A cyclic
structure reduces susceptblity of the presented peptide fo proteclysls and increases accesshhliity to
its target molaculas As will be appreciated by those sklled In the art, this particuter smbodiment Is
perticutarly sulted when secretory targeling sequences are beed to direct the peptide to the
exiracellular space

[0084] in another smbodimant, the fusion pariner Is a targeting sequence Targeting sequences
comprise binding sequences capable of causing binding of the expressed product to a predeterimed
molecule or ciaes of molacules while retaining bloactivity of the expression product; sequences
signaling selective degradation of the fusion protein or binding pariners; and sequences capable of
constitutively locallzing peptides to a predetermined celiular iocale Typical celiular locations Include
subcellular locations (e.g, Goigl, endoplasmic recticulum nucieus, nucleoll nuclear membrane
mitochondria, secretory vesicles, lysosomes) and exiracellular locations by use of secretory signals.

2/
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[voes] Various targsting eequences are known In the art. Targeting to nuclaus e achleved by use of
nucisar localization signals (NLS) NLSs are generally short, positively charged domains thet directs
the proteins In which the NLSs Is present to the cells nucleus Typlcal NLSa eaquences include the
single basic NLSs of SV40 larga T antigen (Kalderon etal Cef 39 486-500 (1984)) human retinolc
scid receptor-f nuciear locallzation signal (NF-kB pS0 and p85 (Ghosh etal Cefi82 1019-1029
(1900))%; Nolan et al Celf 84 981-899 (1991)), and the double basic NLSs’ as axemplified by
nuciecplasmin (Dingwsall et al J Coelf Blol 107 841-840 (1088))

[vose] In another aspect the targsting sejuences are membrana anchoring sequences Peptides
ere directed to the membrane via signal sequancas and stably incorporated In the membrane through
a hydrophebic tranesmembrane domain (designated as TM). The TM segmant Is positionad
appropriately on the expressad fusion protain to display the subject peptide elther intracellularly or
exiracellularly as Is known in the est. Membrane anchoring sequences and signel sequences include,
but are not imited to those darfved from (a) class | integral membrane proteins such as IL-2 receptor
p-chain; Hatekeyama et &l Sclence 244 561-558 (1989)) and inualin receptor fi-chaln (Hetekeyama
et el supra); (b) ciass || iIntegral membrana protsine such es neutral endopeptidase (Malfroy et al
Blochem. Biophys. Res. Commun. 144. 506-88 (1987)); and {c) type Il proteins such as human
cytochrome P450 NF26 (Hetokeryama et al supra); and those from CD8 ICAM-2 IL-8R, and LFA-1

oe7] Membrane anchoring sequences also include the GPI anchor which resuits in covalent bond
formation between the GPI anchor saquence and the lipkd bllayer via a glycosyl-phosphatidylinositol
GPI enchor sequences are found In vérious proteins, including Thy-1 and DAF (see Homans et al
Nature 333 268-272 (1088)) Simiarly acylation saquances allow for attachment of lipid moleties,
8.0 Isopranylation (Le , famesyl and geranyl-geranyl; see Famsworth et al Froc. Nafl Acad Scl.
USA 61 11063-11087 (1804) and Aronhelm et el. Cali 78 949-81 (1864)), myristoylation (Stickney
J T Methode Enzymal 332 64-T7 (2001)), or paimitoylation In one aspect, the subject peptide will
be bound o a lipki group at a tarminus 80 a8 to ba able to be bound to a lipid membrane suchasa
liposome,

oosg] OCther intraceliuter targeting sequences are lysozomal targeting sequences (e.g , sequences
in LAMP-1 and LAMP-2, Uthayakumar et al Celf Mal. Blol. Res 41 405-420 {1995) and Konecid et
al Blochem. Blophys. Res. Comm 205 1-6 (1884)); mitochondrial locafization sequences (e.g
mitochondriel matrix sequences, mitochondrial inner membrane sequences mitochondrial
intermembrance sequences or mitochondrial outer membrane sequences see Shatz, 3 Ew J
Blochemn. 185 1-8 (1987)), endoplasmic recticulum locallzation aequances (e g calreticulin Pelham
H R. Royal Soc. London Trensaciions B. 1-10 (1692); adenovirua E3/18K protsin, Jackson et al
EMBOJ 9 3163-3162 (1680)); and peroxisome localization sequences (e g , luciferase peraxisome
matrix sequence, Kaller et @l Proc. Netl. Acad. Scl. USA 4 32064-3268 (1087)).
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[ooes] In another aspect, the tergeting sequences s a secretory signal sequence which effects
secretion of the peptide. A large number of secretory sequences are known to direct secretion of a
peptide Into the extracellular space when placed at the amino end relative o the peptide of interest,
particuiarly for secretion of & peptide by cells, including transplanted cells Sultable secretory signais
inciuded those found In IL-2 (Viliinger et al J Immuno. 166 3848-3854 (1885)) growth harmone
(Roskam et al Nucisic Acids Res. 7 305-320 (1679)) preproinsulin and Influenza HA protein

[00Y0] The fusion partner may further comprise a stabllity saquence, which confers atabllity to the
fusion prateln or the nuclelc acid encoding it Thus, for example, incorporation of glycines after the
inltiating methionine (e g , MG or MGG) can stablllze or protact the fused peptide from degradation via
ublquitination as pear the N-End rule of Varshaveky thus conferring increassd half-life In a cell.

[vo74] Addiional amino acids may be added for tagging the peptide for purpoees of defection or
purffication These sequences may comprise epliopea recognized by antibodies (e.g , flag tags) or
sequences that bind ligands such a meiels lons Various tag sequences and ligand binding
ssquances are well known in the art. Theee include, but ls not limited to poly-histidine (e.g. 8xiis
tags, which are recognized by antibodies but also bind divalent mets! lons)- poly-histidine-glycine
(poly-his-gly) tags, flu HA tag polypeptide; c-myc tag Flag peptide (Hopp stal BloTechnology 6
1204-1210 (1868)); KT3 epiinpe peptide; tubulin epltope peptide (Skinner et al J. Biol Chem. 288
15163-12168 (1991)); and T7 gene 10 protein peptide tag (Lutz-Freyarmuth et &l Proc. Natl. Acad
Scl. SA 87 6363-6397 (1980))

(0o072] Fusion parinere Includes linker or tethering sequences for linking the peptides and for
presenting the paptides In an unhindered structure As discussed above useful linkers include
glycine polymers (G)n where n Is 1 o about 7 glycine-serine polymers (o g., (3S)n, (B8GGS)n and
(GGGS)n whers n Is at least 1), glycine-alanine polymers, alanine-serine polymers and other flaxdble
Iinkers known in the ast. Preferably the linkers are glycine or giycine-serine polymers since these
amino acide are relatively unstructured hydrophilic, and are effective for joining segments of protelns
and peplides

[0673] In the presant invention combinations of fusion pariners may be used Any number of
combinations of presentation siruchures targeting sequences, rescue sequences, tag sequences and
stabliity sequences may be used with or without knker sequences

[0074] The immunomodulatory peptides utiizad in the methoda end compositions of the preesnt
Invention may ba prepared in a number of ways Ohemical synthesis of peptides are wall known In
the art. Solid phass synthesis ls commonly used and various commercial synthetic apparatuses are

avaBable, for mample automatad synthealzers by Applled Bloaystems Inc. Fostar Clty, CA, Backman
¢lc. Solution nhase sviithetic mathods mav alrn ha nasd althrwsh it 1o lnee rrvruenlant R wine
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these stendard techniques, naturally occurring amino acide may be substitited with unnatural amino
acids perticularly D-stereoizsomers, and aléo with amino acids with side chains having different
lengths or functionalitties Functional groups for conjugating to small molecules, label moleties
peplides or proteins, ar for purposes of forming cycitzed peptidas may be introduced Into the
malecula during chemical synthesis. in addition emall molecules end labal moieties meay be atiached
during the aynthetic process Preferebly Infroduction of the functional groups and conjugation fo
other molecules minimally affects the structure and function of the subject peptide

[0078) The N-and C- tarminus may be derivaitzed using conventional chemical synthetic methods
The immunomodulatory paptides of the invention may conlain an acyl group such s en acetyl group
Methods for acylating and epacifically for acetylating the fres amino group at the N-terminus are well
known in the art. For the C-terminus the carbaxyl group mey be modified by esterification with
alcohola or amidated to form -CONH., CONHR, or CONR, wherein each R is a hybraxycarbyl (1-6
carbons). Methods of esterification and amidation are done using well known techniquee

[oo7é] The subject inmunomodulatory peptides utiitzed herein may aiso be present in the form of &
salt, ganerally In a sait form which is pharmaceutically acceptable These include Inorganic salts of
eodium potassium thium ammonium calkium magnesium kon zinc, copper manganess and the
like Various organic salis of the peptide may also be made with Including but not limited to acetic
acki proplonic acld pyruvic acid malelc ackd succinic acld tertaric acld cliric aclid benozic acld
cinnemic acld salicylic acld elc,

[0077] Synthesis of the Inmunomodulatory paptides and derivatives thereof may also be camied out
by using recombinant techniques For racombinant production one may prepare a nuclelc acid
sequance which encodes a single oligopeptide or preferably a plurality of the subject peptides In
tandem with an Intervening emino acid or sequence, which allows for cleavage to the single peptide or
head to tall dimers  Where methlonine or tryptophane s absent, an intervening mathionine or
tryptophane may be Incorporated which allows for single amino acid cleavage using CNBr or BNPS-
Skatole (2~(2-nirophanyisutfanyl)-3-methyl-3-bromoindolenine), respeciively Altematively cleavage
Is accomplished by use of sequences that are recognizaed by particular proteases for enzymatic
cleavage or sequences that act as self-cleaving sites (e.g , 2A sequences of apthoviruses and
cardiovirusas, Donnelly ML J Gen. Virol 78 13-21 (1967) Donnelly ML. J Gen. Virol. 82, 1027-
41 (2001), hereby incorporated by reference) The subject peptide may also be made as part of a
larger paptkde which can be lsolated and the oligopeplide obtained by proteciytic cleavage or
chemical cleavage. The particular sequence and the manner of preparation will be determined by
convenienca, sconomics, purity requirad, and the llke To prepare these compositions, a gene
encoding a particular peplide, protein or fusion protein I joined to a DNA ssquence encoding the
immunomodulatory peptides of the presant Invention to form a fusion nuclelc acid, which is Introdtcad
into an expreseion vector BExpression of the fusion nucielc acld is undar the control of a sultable
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organism (see, Sambrook etal Molecular Biology A Leboratory Manual 3rd Ed Cold 8pring
Harbor Laboratoriea Cold Spring Harbor NY 2001 Ausubel et al Current Protocols In Molecular
Blology, John Wiley & Sona New York, NY 1088, updates up fo 2002; Incorporated by reference)

[0078] When the synthesls or delivery of the immunomodulatory paptides are via nudlelc ackis
encoding the subject paptides the nucleic acids are cloned Into expression veciors and introduced
into calls or a host. The axpreasion vectore are elther self-replicating exirachromosomasl vectors or
vectora that integrate into the host chromosaome, for axample vectors basad on retroviruses vectars
with site specific recombination sequences or by homologous recombination Generally these
vectors include control ssquences operably linked to the nuclelc acids encoding the peptides By
*“control sequences” Is meant nuclelc acld sequences necessary for expression of the subject peplides
Ina particular host organiesm Thus, confrol sequences include sequences required for ranscription
and transiation of the nuclelc acids, including, but not imited to, promoter saquences, enhancer or
transcriptional aciivator sequences, ribosomal binding sites, transcriptional start and sfop sequences,
polyadenylation signals etc.

[ou7e8] A varlely of promoters are useful In expressing the peptides of the present invention The
promoters may be constitutive inducble and/or cell specific and may comprise natural promoters,
synthetic promotars (a.g. {TA teiracyciine inducible promotars), or hybrids of various promoters
Promotars are chosen based on amang others, the cell or organism In which the proteins are to be
expressad the level of desired axpression and regulation of exprassion Suiltable promoters ere
bacterial promoters {(a.g , pl. | phage promotsr tac promoter lac lac promotar ets ); yeast based
promotars (e g GALA4 promoter, alcohol dehydrogenase promotar tryptophane synthase promoter
copper inducible CUPI promotar etc.), plant promoters (e.g CaMV 835 nopoline aynthese promoter
tobacco mosalc virus promoter, etc), Insect promoters (e.g Autographa nuclear polyhedrosia virus
Asdes DNV viral p& and p81 hep70 eic.) and promoters for exprassion mammalian ceila (e.g.
ubliquttin gene promoter ribosomeal gene promoter 8-globin promoter, thymidine kinase promotar
heat shock pratein promoters, and ribosomal gene promoters, etc.), and particularly viral promoters
such as cytomegalovirus (CMV) promoter, simian virus (SV40) promoter and retroviral promoters

[o080] By “operably linked” hereln ls meant thet a nucielc acid Is placed into a functional relationahip
with ancther nuclelc acid In the present context, operably linked meene that the contro! sequences
are positioned relative to the nucielc acid sequence sncoding the subject paptides in such a manner
that expression of the encoded peptide occure The vectors may comprise plasmids or comprisa viral
veciom, for axample retroviral veciors, which are useful delivery systems I the cells are dividing cells
or lentivial and adenaovinal vectors 1f the cells are non-dividing calls Particularly preferred are eelf
Inactivaling retroviral vectors (SIN vectors), which have inaciivatbd virel promoters at he 3 LTR,
tharsby permiting control of expression of heterclogous genes by use of non-viral promoters inserted
Into the viral vector (ses for example, Hoffman et al Proc. Nat! Acad Scl. USA 83 5185 (1008) As



WO 034072061 PCT/US0306333

retroviral veciors for all eukaryotic calls particularly for higher eukaryotes (Morgan RA. stal J. Vid
67 4712-21 (1893) Yang Y et al Hum. Gene Ther & 1203-13 (1985)).

[oo81] [In eddiion the expression veciors aleo contain a selectable marker gene io allow selection of
transformed host calls. Generally, the selection will confer a detactable phenctypes that enriches for
cells contalning the expression vecior and further permits differentiation betweesn cells that express
and do not express the sslection gene Selection genes are well known In the art and wiil vary with
the host cell used Sulieble selection genes included genes that render the cell resistant to a drug
genas that permit growth in nutritionally deficlent media and reporier genes (e.g p-galacinsidase
fluoreacent proteine glucouronidase, elc.), all of which ere well known in the art and avallable to the
skllied artisan

[0082] There are a veriety of tachniques avgllable for Infroducing nuclelc acids into viable cells By
“Introduced” into herein is maant thet the nuclelc acld enters the cells in a manner sultable for
subsequent expreasion of the nucleic acid Techniquss for Introducing the nuclaic acids will vary
depending on whether the nucielc acld is transferred in vitro into cultured cells or in vivo into the cells
of the Intendad host arganism and the type of host orpaniam Exemplary for introducing the nuclelc
acide in vitro include the use of lposomas Lipofectin®, elsciroporation microinjection cell fusion
DEAE dexiran caicium phosphate prepcipitation, and bloloistic particle bombardment. Techniques
for fransfer i1 vivo include direct introduction of the nuclelc acld use of viral vectors typically retroviral
vectors and liposome mediated transfection such as viral coated liposoms mediated transfection
The nucielc acids expressing the peptides of the present invention may axist transiently or etably In
the cytoplasm or stably infegrate inta the chromosomae of the host (1 a. through uee of standard
regulatory sequences selection markers eic.) Sultable selection genes and marker gence are used
in the expression vectors of the present invention

[o083] In some shuations It le desirable to Inciude an agent that targets the target cells or tissues,
such as an antibody specific for a cell surface protsin or the target cell, a figand for a receptor on the
target oell & lipid component on the cell mambrane, or a carbohydrate orf'the cell surface, if
liposomes are employed proteine that bind a cell swrface protain which ls endocytosed may be usaed
for targeting and/or faciitating uptake These include as non-limiting examplas, capsld proteins or
fragments thereof tropic for a particular cell types, antibodies for proteine which undergo
Intemalizaiion (see Wu etal J Blol Chem 282 4420-4432 (1987), Wagner etal Proc. Natl. Acad.
Scl USA 87 3410-3414 (1980)), and protains that direct locallzation (8.9 antibody to transferrin
receptar for targeting to brain) or enhance /n vivo halflife

[00s4] BExpression Is done in a wide range of host cells that span prokaryotes and eukaryotes

Including bacteria, yeast, plants insects, and animals. The immunomoduletory paptides of the
present invention may be expressed in among others E. coll,, Saccharomyces cereviziae

/A
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such as COS, CHO Hela and ths fka either Intracellulerfy or in a secreted form by fuaing the
peptides to an appropriate signal paptide. Secretion from the host cell may be done by fusing the
DNA encoding the peptide and a DNA encoding a signal peptide Secretory signals are well known In
the ert for bacteria yeast, insecis, plants and mammallan systerna Nucleic acids expressing the
opeptides may be Inserted into cells for example stem cells for tissue expression or bactaria for gut
expreasion and the cells transplanted Into the host to provide an in vivo source of the peptides

[o08%] Ifdesired various groups are infroduced into the peptide during synthesls or during
expression which allows for linking to other molecuies or to a surface, Thus cystaines can be used
to make thioethers or cyciic peptides histidines for linking to a metal lon complex, carboxyl groups for
forming amides or estera emino groups for forming amides, and the tke When cysteine residues are
Introduced for cycilzing the peptide formation of disulfide bonds are conducted In the presence of mid
oxddizing egents. Chemical oxidants may be used or the cysteine bearing peptides are exposad to
oxygen to form the linkages, typically in & sultable solution such as a aqueous buffer contalning
DMSO As described above, lipids may be attached either chemically or by use of appropriate
pidation sequences In the axpressed peplide

[0088] For conjugating various molecules to the paptides of the present invention funcliona! groups
on the peptides and the other molecule are reacted in presence of an eppropriate conjugating (e.g
crosslinking) agent. The type of conjugating or crosslinking agent used will depend on the functional
groups, such as primary amines, sutfhydryls carbonyls, carbohydrates and carboxylic acids being
used Agents may be fixatives and crosslinking agents, which may be homobifunctionsl
heterobifunctional or #rifunctional crosslinking egents (Plerce Endogen, Chicago IL) Commonly
used fixaiives and crossiinking agents include formaidehyde, ghitaraldehyde, 1 1-bls(diazoacetyl)-2-
phenylethane, N-hydroxysuccinimide esters, dissuccimidyl astera, malaimides (e g bis-N-maleimido-
1-8-octane), and carbodilmides (e.g., N-ethyl-N <(3-dimethylaminopropyl)-carbodlimide;
dicyclohexyicarbodiimide Spacer molecties comprising alkyl or subsiliuted alkyl chaine with lengths
of 2 - 20 carbons may be usad to separate conjugates Prefersbly reactive functional groups on the
peptide not selected for modification are protacted prior to coupling of the peptide to other reactive
molecuies to Imit undesired side reactions By “protecting group” as used herein ls @ molecule
bound to a specific functional group which Is selectively removable to reexpose the funclional group
(eoe Greene TW and Wuts, P G M Protective Groi yganic Syntheais (3rd ed ), John Wiley &
Sons Inc., New York, 1898). The peptides may be synthesizad with protectad amino acld precursors
or reacied with protecting groupe following synthesls but before reacting with crosslinking agent.
Conjugations mey also be indirect, for example by attaching a blotin molety which can be contactad
with a compound or molecule which s coupled to streptavidin or avidin

- /
[0087] For pepiicies that have reduced activity in the conjugated form the linkage belween the
peptides and the conjugated compound Is chosen to be sufficiently labie to resut in cleavage under

A3
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bonds, 8.g. Imimo bonds and estars, are well known in the art (ses U.8.Patent No 5,108 821
hereby Incorporated by reférence) Thess modifications permit adminiatration of the peptidea in
potentially a less active form which Is then aclivatad by cleavage of the lablie bond

[o088] In a preferred ambodiment, the iImmunomodulatory peptidea of the presant Invention may be
purified or Isolated after synthesis or expression By “purified” or “solated” ls meant free from the
environment in which the peptide Is synthesizad or expressed and In a form whera it can be practically
used Thus purified or lsclated is maant that the peptide or its darivative is substantially pure, | ©
more than 0% pura preferably more than 65% pure, and preferably more than 68% pure The
peptides and derivatives thereof may be purified and Isclated by wary known to those sidlled in the art,
depending on other components present in the sample Standard purification methods Include
electrophoretic, iimmunologiceal, and chromatographic techniques Including lon exchangs,
hydrophobic, affinity, skze exciusion reverse phase HPLC, and cliromatofocusing The proteine mey
also be purified by seleciive solubliity for instance in the presences of saits or orgenic solvents The
degres of purification necessary will vary depending on uee of the subject peptides. Thus In some
instances no purification will be necessary

Jooss} For the most part, the composiiona used will comprise at least 20% by welght of the desirad
product, more usually at least about 75% by weight, preferably at least about 95% by weight, and
usually at least about 89 5% by weight, relative to contaminants related to the method of product
preparstion the purification procedure, and its intanded use, for example with e pharmaceutical
carriar for the purposes of therapeutic freatment. Usually the percentages will be based upon total
protain

jooea] The subject paptides find use In treating gestrointestinal toxicity and dysfunclion in patiants
undergoing cytoabiative therapy e g. chemotherapy and rediation therapy in addition these
peptidea enable the cilnical oncologist to administer an increased mexdmum tolerated dose of the

cytoablative agent, thareby providing significant Improvements In umor response and e expectency

Additional Therapeutic Agents

[o81] Additional therepeutic ar pharmaceutically active agents may also be advantagecusly usad In
combination with the above compositions, including corticosterolds (e.g , prednisone,
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b1a, Interferon-b1a), Immune suppressants (e g azathioprine, 8-mercaptopurine, cyclosporin); ant-
Inflammatory compounds Including but not limited to, non-steroidal ant-Hnflammatory compounds
(e.0 suifasalzine, emincsalicylates, coleccdd lpoxins, etc ); ant-diarheal agents such as
loperamide, hydroxyurea and thalidomide, which ls known to Increase IL-2 and H.-12 levels

j0082] As will be appreciated by those skilled In the art, In certain circumstences where the
gestrointestinal toxicity and dysfunction Is further complicated by pathogen infection the peptides of
the present invention may be used with drugs directed against eliminating or killing the pathogen
These include antlhiotics anti-fungal agants antl-protozoan agents, and anti-viral agenis as Is well
known In the arl. These drugs may be used prior to, concomitantly with or subsequent to treaiment
with the peptides described herein

[0083] The present invention may also ba used in combination of antHnflammatory cytokines, growth
factors, or leukocyte migration iInhbitory compounds. Useful cytokines include but are not limfted to,
IL-4, I.-10 IL-11 and L-13 particularty IL4 and IL-10 which are known to euppress production of
inflammatory cyickines and to bs involved In resioring the immune system Growth factors include
transforming growth factor-p (TGF-$) and GM-CSF These cytokines and growth faciors mey be
administered as purified proteins - cbtained nafurally or from recombinant sources - or administered In
the form of nucleic acids that express these peptides, particularly as fusion protains Leukocyte
migration inhbliory compounds, Include, among othere antibodies directed against edhesion
molecules and thelr cognate receptors involved in cell adhesion particularly leukocyte adheelon to
endothellal cells, such as for E- L- and P-solectins, vasculer cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
mucosdl addressin cell adhesion molecule, (MAJCAM-1); and intarceliuler adhesioh molecule-1
(ICAM-1)* and thelr cogneate receptors, such as af and afy

[084] In another preferred embodiment, the immunomodulatory peptides are further combined with
other inhibitors of pro-inflammatory cytokine acivity or agents thet reduce synthesis of these
cytokines Thesa Include agents that block cylokine function auch as antibodies to IL-5 IL-8, IL-8
IL-18, IL-23, TNF-a, and IFN-y, and antibodies to thelr cognate receptorst and cytokine réceptor
antagonists (see for example, U.S Patent No 6.430,827) In addiion blocking agents include
soluble receptors protsins, for Instance raceptors fused o IgC domaine that bind to cytokines to
reduce activation of CD4" T-celle, macrophages, and granulocytss involved In progression of the
inflammatory reaction

Pharmaceutical Formulations

[098] The subject compositions elther alone or In combination, may be used in vilro, ax vivo, and In
vivo depending on the partictdar epplication in accordance, the present invention provides for
administering a pharmaceutical composition comprising a pharmaceutically acceptable carrier and a

rhermanrnlanicotiy affartha amoint of nna or moa of tha arthlacnt nantides Ar aiimhla asalte tharanf



WO 03072061 PCT/US0306333

The pharmaceutical composition may be formulated as powdsrs, grantiles, solutions suspansions,
aerosals, solids pllls, tablets cepsules, gels topical crémes suppositories, tranedermal patches efc

[086] As indicated above, pharmaceutically acceptable salts of the peptides Is intanded to Include
any art recognized pharmaceutically acceptable salts Including organic and inorganic acikds and/or
bases BExamples of salts include sodium potassium lithium ammonium, calclum as well as primary
secondery, and tertiary amines, esters of lower hydrocarbons, such as methyl ethyl and propyt
Other salts include organic acids such as acelic acid, proplonic acld, pyruvic acid, maleic acld
succinic acld tartaric ackd citric acid, benzolc acld cinnamic acid, salicylic acld eic.

[0o7] As used herein “pharmeceautically acceptable carrier” comprises any of standard
pharmaceutically accepted carriers known to those of ordinary skifl in the art in forrnulating
pharmaceutical compositions Thus the subject peptides by themselves, such as being present as
pharmaceutically acceptable saits or as conjugates or nucleic ackl vehicles ancoding such peptides
may be prepared as formulations in pharmaceutically acceptable difuents, for axample, sallne,
phosphate buffer ssaiine (PB8), aqueous athanol, or solutions of giucess, mannitol, daxtran propyiene
glycol olls (e.g. vegetable ofls, animal olls synthetio ofis, elc.), microcrystaliine celhilose
carbaxymethyl cellulose hydroxylpropyl metiyl cellulose, magnesium stearats, calclum phosphate,
gelatin, polysorbate 80 or the like or as solld formulations In appropriate exciplents The
pharmacsutical compositions also contain anti-retrovirel agents when such agants ere part of the
compositions. Additionally the formulations may Include baciericidal agents stabiltzers, buifers
emulsifiers preaervatives sweetsning agents lubricants, or the llke If administration Is by oral route
the oligopeptides may be protacted from degradstion by using a sultable enteric coating or by other
suftable protective means for example intemment In a polymer matrix such as microparticles or pH
sensltive hydrogels

[088] Suliable formulations may be found In among others, Remington's Pharmeacsutical Sclences
17" edition Mack Publiehing Co., Phlladeiphia, PA, 1885 and Handbook of Pharmaceutical
Excipients 3nd Ed Kibbe, AH ed Washington DC American Pharmaceuticel Association 2000
hereby Incorporated by reference in thelr entirety The phanmaceutical compositions described herein
can be made In a manner well known to those skiilad In the art (8 g. by means conventional In the art,
Including mixing, dissolving granulating levigating emulsifying, encapsulating entrapping or
iyophilizing procesess).

[(088] Additionally the peptides either alone or with other agents Including chemotherapeutic
agents may also be infroduced or encapsulated into the lumen of liposomes for dellvery and for
extending iife time of the peptide formulations ex vivo ar lh vivo  As known In the art, liposomes can
be categorized into various types multlameller (MLV) stable piuriiamefiar (SPLV) amall uniiamellar
{SUV) or large unBamallar (LUV) vesicies Liposomes can be prepared from various lipld compounds,
which may be synthatic or naturally occurring, including phosphatidyl ethers and esters such as
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phoaphotidylserine, phosphotidyicholine, phosphatidyl athanalamine, phosphatidylinositol
dimyristoyiphosphetidyicholine’ sterolds such as cholesterol cerabrosides sphingomyelin
glyceralipida and other lipida (see for example, U.S Patent No. 6 833 948)

[0100] Cationic lipids are also sultable for forming Eposomas Generally, the cationic lipids have an
net positive charge and have a lipophilic portion, such as a sterol or an acyl or diacyl side chain
Preferebly the head group Is poslitively charged Typical cationic lipkis include 1,2-dloleylaxy-3-
(trimethylamino)propane N-{1-(2,3,-ditetradecycicxy)propyl]N N-dimethyl-N-N
hydroxysthylammonium bromide N-{1~{2,3-dloleyloxyjpropyl-N N-dimethyl-N-hydroxy
ethylammonium bromide; N-{1-(2,3-dlcleyloxy) propyl}-N,N,N-trimethylammonium chloride" 3-{N-

{N’ N'dimethylaminocethane) carbamoyl] cholestercl, and dimethyldioctedecylammornium

[o101] Of parficular interest are fusogenic Bposomes, which are characterized by their ablity to fuse
with & call membrane upon appropriate change in physiological condition or by presence of fusogenic
componaent, perticularly a fusogenic peptide or protein In one aspect, the fusogenic iposomes are
pH and tsmperature sonsitive In that fusion with a cell membrane Is affeciad by chenge In
tsmperature and/or pH (see for example, U 8 Patent No 4 789 633 and 4,873 088). Generally pH
sensiiive Nposomes are acld sensiive Thus, fusion ls snhanced In physiological anvironmeants where
the pH Is mildly acidlc, for example the environment of a lysosome, endosome and inflammatory
tissues, This properly allows direct release of the liposome contents Into the Intracaliuler enviranment
following endocytosls of Aposomes (see Mtzove T Int J Phamm, 237 128-137 (2002)).

[0102] Ancther form of fusogenic liposomes comprise Eposomes that contain a fusion enhancing
agent. That is, when incorporated into the liposome or ettached to the lipide the agents enhance
fusion of the liposome with other cellular membranes, thus resulting in delivery of the liposome
contents into the cell The agents may be fusion enhancing peptides or proteins including
hemegguiutinin HA2 of influenza virus (Schoen, P Gane Ther 8 823-832 (1860)); Sendal virus
envalape glycoprotelns (Mizuguchi, H Blochem. Blopiiys. Res Commun 218 402-407 (1608))
vesicular stomatiiis virus envelope glycoproteins (VSV-G) glycoprotaln (Abe A. et al J Virol 72. 8168-
63 (1998)); peptide segments or mimics of fusion enhancing proteins, and synthetic fusion enhancing
peptides (Kono, i etal Biochim Blophys. Acla 1184 81-80 (1683); Pecheur, E.1 Blochemistry 37
2381-71 (1008), U 8 PatentNo 6 372 720)

[103] Liposames also include vesicles derivatized with a hydrophllic polymer, as pravided in U 8
Patent No 5,013,556 and 6,385,619 hereby incorporaisd by reference, (see also Kono, K. etal J
Controlfed Release 68. 225-35 (2000); Zalpeky S et al, Bloconjug Ghem. 8 705-708 (1965)) to
extend the circulation Ifetime i vivo. Hydrophllic polymers for coating or derivation of the Iposomes
include polyethylene glycol, polyvinyipyrrolidans, polyvinyimettyl sther, polyespertamide,
hydroymethyl celluloss, hydroxyethyl celiulose, and the liks In additon es described above,

alimsbinm monialnn Hhol hind a call atirfara nendeln which i andnevinead 8.0 canald proteins or
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fragments thereof tropic for a particular cell typas and antibodias for cell surface proteins which
undergo [ntemnalization (see Wu et al, supra- Wagner et al supra), may be used for targeting and/or
facllitating uptake of the liposomes to specific cells or issues

[0104] Liposomes are prepared by ways well known In the art (ses for example Szoka, F etal Ann.
Rev Blophys. Bloeng. 8 467-508 (1880)) One typical method Is the lipid film hydration technique in
which lipld components are mixad in an organic solvent followed by evaporation of the solvent to
generate a lpid film Hydration of the fikm In aqueous buffer sclution preferably contalning the subject
peptide or nucleic acid, results In an emulsion which ls sonicatad or extruded to reducs the eize end
polydispersity Other mathoda include reverse-phase evaporation (see Pidgeon C et al
Blochemisiry 28 17-20 (1987); Duzgunes, N etal Blochim. Blophys. Acla. 732 289-80 (1683)),
freazing and thawing of phospholipld mixiures, and ether infuslon,

[0108] In ancther preferred embodiment, the carriers are In the form of micropariicles
microcapsulas micropheres and nanoparticies, which may be blodegradable or non-blodegradable
{see for exampie, AMffcroencapstulfains. Methods and industrial Applicetions Drugs and Phamaceutical
Sclences, Vol 73, Benita, 8 ed Marcel Delker inc. New York, 18088 Incorporated by reference) As
used herein microparticies microapheres microcapsules and nanoparticles mean a particle, which ls
typicelly a solid contalning the substance to be dellvered The subsiance is within the core of the
particle or atiached to the particie’s polymer natwork. Generally the difference betwesn
microparticles (or microcapaules or microspheres) and nanoparticies Is one of size As used herein
microparticiss have a particle size range of about 1 to about >1000 microns Nanoparticles have a
pariicie alza range of about 10 to ebout 1000 nm

[0108] A varialy of materials are useful for making microparticles Non-blodegradable microcapsules
and microparticles Include but not imited to those made of polysulfones, poly{acrylonitrile-co-vinyl
chioride), ethylane-vinyl acetate, hydraxysthyimethacrylate-meihyl-methacrylate copolymers. Thess
are useful for Implantation purposes where the encapsulated peptide diffuses out from the capaules
In another aspect, the microcapsules end microparticies are based on blodegradable polymers
preferably those thet display low toxicity and are well tolerated by the immune system These include
protein based microcapeulates and microperticies made from fibrin caseln, serum albumin, collagen
gelatin lectthin chitcsan eiginate or poly-amino aclda such as poly-lysine Blodegradable synthetic
polymers for encapsulating may comprise polymers such as polylactide (PLA), polyglycolide (PGA),
poly(lactide-co-giycolide) (PLGA) poly{caprolactone), polydioxanone trimethyiens carbonate,
polyhybroxyalkonates (8 g poly(p-hydraxybutyrate)), poly(y-ethy! giutamats), poly(DTH iminocarbony
(bisphencl A Iminocarbonats), poly (ortho ester), and polycyanosacrylate. Various methods for making
microparticies contakning the subject compositions are well known In the art, Including solvent removal
process (see for example U.8 Patent No. 4,380,330); emulsification and evaporation (Maysinger, D
etal Exp. Newo. 141 47-58 (1906); Jefirey, H etal Pharm. Res. 10 362-88 (1983)) epray drying,
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and extrusion methods

{01071 Ancther type of carmrier is nanoparticies which ere generally auftable for intravenous
administrations Submicron and nanoparticies are generally made from amphiphilic diblock, triblock,
or muitiblack copolymers as [a known In the art. Polymaers useful in forming nanoparticles include but
are limited to poly(lactic acid) (PLA, see Zambaux etal J Contro/ Release 80 178-188 (1980))
poly{lactide-co-glycolide) blends of poly(lactide-co-glycolide) and polycarprolactone, diblock polymer
poly(Heucine-block--glutamats}, diblock and triblack poly(lactic acid) (PLA) and poly(ethylene axide)
(PEO) (see De Jaoghere F etal Phamm. Dev Technol 5 473-83 (2000)) acrylates, arylamides,
polystyrane, and the lfke As described for microperticies, nanoparticies may be non-blodegradable or
biodegradseble. Nanoparticies may be also be made from poly(alkylcyanoacrylats), for example
poly(bulylcyanoacrylats) in which the peptide Is absorbed onto the nancparticles end coated with
surfactenis (e g polyscrbate 80) Methods for making nenoparticies are simiar in those for making
microparticles and include among others, emuision polymerization in continuous aqueous phase,
emulsification-svaporation solvent dispiacament, and emulsification-diffusion techniques (see
Kreuter J Nano-particle Preparation and Applications, In Microcapsules end nanoparticles in
medicine and pharmacy " (M Donbrow ed ), pg 125-148 CRC Press Boca Rotan FL, 1891
Incorporated by reference)

[0108] Hyxirogels are aiso useful [n delivering the subject agents into & hast. Generally hydrogeis
ere crossiinked hydrophllic polymer networks paermeable to a wide varisly of drug compounds
including peptides. Hydrogels have the advaniage of selective trigger of polymer swalling which
results in‘controlied ralease of the entrapped drug compound Depending on the compoaltion of the
polymer network, swelling and subsequent relaase may be iriggered by a variety of stimull including
pH lonic strength thermal elecirical, ultasound, end enzyme activities. Non-iimiting examples of
polymers useful In hydrogel compositions inciude, among others, those formed from polymers of
poly(lactide- co-glycolide), poly(N-isopropylacrylamide) poly(methacrylic actd-g-paiyethylene glycol);
polyacrylic acid and poly{oxypropylene-co-cxyethyisne) glycol: and naturel compounds such as
chrondroiten sulfate, chitoeen gelatin, or mbdures of synthetic and natural polymens, for example
chitosan-poly{ethylene axide). The polymers are crossiinked reversbiy or rmeveralbly to form gels
embedded with the cligopeptides of the presant invention (see for example, U.S Patent No
6,461,346 6,410,640, 6432440 6,305,200 6,361,707 8,333 164, 8,207,337 Johnson O etel
Nature Mad 2 796 (18986), iIncorporatad by referance In thetr entirsty)

[0108] In one prefemmed embodiment, the gel polymers are acrylic acid polymers, preferably
carbomers (e.g , carboxypolymethylens), such as Carbopol {e.g , Carbopol 420-430, 475, 488, 483
910 B34P 874P, and the like; Brock et al., Phermacotherapy 14 430-437 (1884)) which are non-
linear polymers of acrylic acld crossiinked with polyalkenyl polyether Others types of carbomers
include acrylic acide crosalinked with polyfunctional compounds such as polyallysucrose 1n addition
in tha armniana nf hwirstinn and swallinn o 2 asl which entraps the sublect compounds and limits
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thelr releass, carbomer gale are mucoadhesive The poiymers adheres to the intestinal mucosal
membrane thus resulting In local delivery of the peptidos (ses Hulton et el Gin Sdl, 78 265-271
(1980) Pullen ot al Guf 34 676-879 (1963) hereby Incorporetad by reference) In addition these
polymers have the added advantage of limiting intestinal protease activily

[o110]1 The concentrations of the peplides or nucleic ackd encoding therefore and the anti-retroviral
agents will be detarminad empirically in accordance with conventional procedures for the particular
pupose Genarelly for administering the peptides ex vivo ar In vivo for therapeutic purposes, the
subject formulations are given at a pharmecologically effective dose By “pharmacologically effective
amount® or “pharmacologically effective dose” is an amount sufficient to produce the deslred
physlological effect or amount capable of achleving the desired result, particularty for treating the
disorder or disease condition Incliing reducing or elfiminating one or more symptoms of the disorder
or disesse, In this case the gasirointestinal toxicities and dysfunction outlined herein

[ot111] The amount administered to the hoat will vary depending upon what is being administered
the purpose of the administration, such as prophylexds or therapy the state of the hoet, the manner of
administration the number of administrations, terval between administrations and the like. These
can be determined empirically by those skifled In the art and mey be adjustad for the extent of the
thenapeutic responsa Factors fo consider in determining an appropriate dose inciude, but Is not
limitad to slze and weight of the subject, the age and sex of the subject, the severity of the symptom
the stage of the disesse, methad of delivery of the agant, haif-ife of the agents and efficacy of the
agents. Stage of the diseass io consider include whether the diseass Is acute or chronic, relapsing or
remitting phase, and the progressiveness of the disease Dstammining the dosages and times of
administration for a therapeutically effective amount are well within the akill of the ordinary person in
the art. In the contaxt of the prasent invention the gastrointestinal toxicities associated with
cytoablative theraples ofien present themsaives In a regular and recurring fashion after adminlstration
of each round of the cytoabiative therapy and thue prophylactic administration of the subject peptides
Is elao posshis in view of the predictable nature of the assoclated toxicities

[¢112] For any compounds used in the prasent invention, the therapeutically effective dose and the
maximum tolerated dose are readlly determined by methode well known In the art. For example, an
initial effective dose can be esiimated inltially from gsll culture assays An Indicator of Inflammatory
response may be used such as expression lsvels of pro-inflammatory cylokines or inhbition of CTL
aclivity From this the LCg (1.6, dose lethal to about 50% of cells in the cell cutiure) and the ICe (l.e.
inhibltory dose) can be determined by the cell culture assays A dose can then be formulated in
animal models to generate a circulating concentration or tissue concentration, and the meximim
tolerated dose determined as exsmplified In the examples provided herein

[0113] As noted, the taxicity and therapeutic efficacy are generally determined by call culture assays
and/or exnarimantal animals tvoloallv bv determining & 1.Dm (lethel dose to 50% of the test
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population) and EDjgy (therapeutically effectiveness in 50% of the test population) The dose ratio of
toxdeity and therapeutic effectivenass is the therapeutic Index. Preferred are compositions,
individually or In combinetion exhibiting high therepeutic hxdices Determination of the effective
amount Is well within the akill of those In the art, particularly given the detalled dleciosure provided
herein Onae skilled in the art knows how to caiculate dosage amounts for a subjact, perticularly a
mammal and more particularly a human, based on dosage amounts detarmined In other animal
models Specific conversion factors for converting dosage amounts from one animal to another (e.g
from mouse to human) are well known In the art and are fully described a.g on the Food and Drug
Adminietration web site at www fda.gov/cder/cancer’animalframe htm (in the oncology tools section)
the disdlosure of incorporated by reference

[0114] Generafly In the cass where formulations are administered directly io a host, the present
invention provides for a bolus or infusion of the subject composition that will administared in the range
of about 0 1-50 more usually from about 1-26 mg/ikg body weight of host. The amount will generally
be adjusted depending upon the heif-ife of the pepfide and anti-etroviral agent, whera the half ife wit
generally be at least one minuts, more usually at least about 10 min desirably in the renge of about
10minto 12h Short haif-ives are sccapiable, so long es efficacy can be achleved with individual
dosages continuous Infusion, or repetitive dosages. Formulations for administration may be
presantad in unit a dosage form e.g, In ampules capsules, plia or in multidose contalners or
injactables

[0115) Dosages In the lower portion of the renge and even lower dosages may be employed where
the peptide has an enhanced half-iife or s provided as a depot, such as a slow release composition
comprising particies 8 polymer matrix which maliniaine the peptide over an extended period of time
(o g acollagen matrix, carbomer elc.), use of a pump which continuously infuses the peptide over
an extended period of ime with a substantially continuous rate or the like. The host or subject may
be any mammal including domeatic animals pefs, laboratory animals, primates, particularly humans

subjects

[o116] In eddition to administering the subject peptide compositions directly 1o a cell culture in vitro
fo particular cells ex vivo or to a mammallan host /7 vivo, nuclelo acid molecuies (DNA or RNA)
encoding the subject peptides may also be administered thersto, thersby providing an effective
source of the subject pepiides for the application desired As described above nucielc acid
molecules encoding the subject peptides may be cioned into any of a number of well known
expression plasmids (see Sambrook et el supra) end/or viral vectors, preferably adenoviral or
retroviral vectora {see for example Jacobs etal J Vil 88:2088-2005 (1062) Lowensisin,
Blo/Technology 12 1075-1078 (1694) end Beriner, Blofschniques 8:816-624 (1088)), under the
trenecriptional regulation of control saquencea which funclion to promote expression of the nudleic
ack in the sppropriate environmant. Such nuclelc acid-based vehicies may be administered directly
tn tha nalle A Hlaaiian Ay vivn (n 6 ax vive viml Infection of cells for ransplant of peptide producing
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calis) or to a desired site In vivp, e.g by Injection, catheter orally (e ¢ , hybrogeis) and the Iike, or In
ihe cess of viral-based veclors, by sysiamic administration Tissue specific promoters may optionally
be employed asauring that the peptide of Interest is expressed only in & particulsr tissue or call type
of choice Methods for recombinantly preparing such nudelc acld-based vehicies are well inown in

the art, as are tachniques for administering nucleic acid-based vehicles for peptide production

[0117] For the purposes of this Invention, the methods of adminlstration Is chosen depending on the
condition being treated the form of the subject compositions, and the pharmaceutical compaosition
Administration of the sublect peptides can be done I a variely of ways including, but not limiied to,
cutaneously subcutaneously intravenously orally, topically transdermally intraperitoneally
intramuscularly naselly, and rectally (e.g , colonic administration). For example microparticie
microsphers, and microencepsulats formulations are useful for orel, Intramuscular or subcutanacus
administrations Liposomes end nanoparticies are additionally sultable for intravenous
adminisirations. Administration of the pharmacsutical compositisns may be throtigh a singie route or
concurrently by several rouitss For instance, ol administration can be accompanied by rectal or
foplcal administration to the affecied area. Allsmatively oral administration is used in conjunction
with intravenous or parenteral Injections

[o118] In one prefarred embodiment, the method of administration Is by oral dellvery in the form of a
powder tablet, pll or capsuls. Pharinaceutical formuletions for oral admintstration may be made by
combining one or more paptide and antiretroviral agent with sultable excipients, such as sugams (e g
lactose, sucrose, mannitol or sorbliol), cellulose (e g starch methyl cellulose hydroxyimethyl
caliuiose carborxymethyl celluiosa eic.) gelatin glycine, saccharin magnesium carbonate calcium

carbonata, polymers such as polysthylene glycal or poiyvinylipyrrofidone and the ilke The pills
tablets or capsules may have an enteric coating, which remaine intact in the stomach but dissclves in

the intestine. Varlous entsric coating are known In the art, & number of which are commercially
avallabile, inciuding, but not imited to, methacryfic acid-methacrylic acki ester copolymars, polymer
calluloss ether cellulose acetate phathalate polyvinyl acetate phthalate, hydroxypropyl methyl
callulose phthalate, and the ke Altemnatively oral formulations of the peptides are In prepared in a
suitabls diuent. Sultable diluents Include various liquid form (e.g syrupa slurries suspensions, elc.)
in aqueocus diluents such as water, saline, phoaphate buffered saline aqueaus ethanol solutions of
sugars (e.g sucrose mannitol, or sorbitol), glycerol equsous suspenaions of gelatin methyl
caliuioss, hydroxyimethy! celluloee, cyclodexiring, and the ke As usad hereln, diuent or aqueous
solutions also include Infant formula, given that cytoablstive theraples may aiso be necassitatsd In
infants and chidren In some embodiments, lipohllic solvents are used including olls, for instance
vegetabie olls, peanut ok sesame oll, olive ofl, com ol, safflower oll, soybean oll eic.) fatly acld
esters such as oleates ftriglycerides, eic. cholesterol derivatives, including cholesterat oleats,
choleaterol fincleate, cholestarol myristiate, etc., liposomes and the fika.
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[0118] In encther preferred embodiment, administration Is done rectully This may use formulations
sultable for topical application in the form of salves, tinctures, crémes or for application into the lumen
of the Intestine by use of compoaltions In the form of euppositories, enaemas foame etc.
Supposttoriea may contaln conventional suppository basas such as cocoa butter, carbowaxes
polysthylene glycols, or glycerides, which are solid or semi-solki at room temperature but liquid at
body temperature.

[0120] In yet another preferred embodiment, the adminisiration ls carried out cutaneously
subcutensoualy Intraperitonealy, intramuscularly and intravenously As discuased above, theae are
In the form of peptides dissolved or suspendad In sultable agueous medium as discussed above.
Additionslly the pharmaceutical compositions for injeciion may be prepared In lipophllic solvents
which Include, but Is not limited 10, olls such as vegetable olls, olive oll, peanut ofl, palm oll soybeen
ol safflower oll, efc; synthelic fetty ackl esters such as athyl oleats or triglycerides cholesterol
darivatives, including cholestarol cleate, cholesterol fncleats, cholesiarol myristiate eic, or
lipogomes a8 deacribed above The compositions may bs prepared directly in the Rpophilic solvent or
preferably, as ollwater amulslona (see for axampls, Liu, F stal Pharm. Rea. 12 1080-1084 (1985);
Prankerd R.J J Parent Sd. Tech. 44 130-49 (1990) U.S PatentNo 5851,981)

[0121] The dalivery systems aiso include sustained release or long term defivery methods, which are
well known to those sidiled in the art. By “susiained reloase or” “long terrn release” aa used herain le
meant that the dellvery system administers a pharmacsutically effactive amount of subject
compounxis for more than a day, preferably more than a week, and most preferabla at least about 30
days to 80 days, or longer Long term release systems may comprise iImplantable solkis or gele
contalning the subject psptide, such as biodegradeble polymers desarbed ebove” pumpe, Including
paristaliic pumps and fluorocarbon propellant pumpes, osmotic and minl-osmotic pumps, end the Hka
Peristaltic pumpe deliver a set amount of drug with each activation of the pump and the reservolr can
be reflled preferably parcutansously through a port. A controlier sets the dosage and can also
provides a readout on dosage delivered dosage remalning and frequency of dalivary Fluorocarbon
propedlant pumps utiiize a fluorocarbon liquid to operate the pump The fluorocarbon liquid exaris a
vapor pressure above atmospheric pressure and compresses a chamber containing the drug to
release the drug Osmotic pumpe (and mini-oemotic pumps) utilize camolic pressure to release the
drug at a constant rate. The drug is conteined in an impermeable diephragm, which s surounded by
the oamotic agent. A semipermeable membrane contains the cemotic agent, and the entire pump ls
housed in a casing Difusion of water through the semipermeaable membrane squeaxss the
diaphregm holding the drug forcing the drug Info bloodstream organ, or issue These and other
such impiants are particularty ussful in treating a inflemmatory disease condition, especially those
manifesting recurting episodee or which are progressive in nettre, by delivering the oligopeptides of
the invention via systemic (e.g., intravenous or subcutaneous) or locelized doses in a sustained, long
farm manner
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[01221 The presant invention also encompasses the therapeutic combinations disclosed hersin in the
form of a kit or packaged formulation. A kit or packaged formulation as used herein includes cne or
more dosages of an immunomodulating peptide, and saits thereof and optionally at least one
additional therapeutic agent for combinalion therapy such as an antl-inflammatory or anti-dlerrheal
agent, In a contalner holding the dosages together with inefructions for simuitanecus or saquential
edministration {o & patient. For example, the package may contaln the peptides along with a
pharmaceutical camrier combined In the form of a powder for mixing !In an aqueous solution which can
ba Ingestad by the afflicted subject. Another example of packaged drug Is a preloaded pressure
syringe, so that the compositions may be dellverad colonically The package or kit inciudes
appropriate Instructions, which encompasses diagrams, recordings (e.g , audio, video, compect disc),
and computer programs providing directions for use of the combination therapy

[a123] The foregoing desaiptions of specific embodiments of the present Invention have been
preseniad for purposes of lllustration and description They are not Intended to be exhaustive or to
{imi the invention to the precise forms disclossd, and obviously many modifications and variations are
posabble in light of the above teaching

[0124] All pubiications and patent applications mentioned In this specification are herein Incorporatad
by referance to the same extent ae If each individual publication or patent application was specifically
and individually indicated to be Incorporatad by reference

EXPERIMENTAL

[0125] Asdisclosed in U 8 Patent Applications U.S.8.N 08/838 816 and U.S.S N 00/028 083 and
in the relavant Ilterature, including Grassey et al , parameters were defined based on known
oligopeptides that had previously been found to have properties of inhbiting T cell activity (see, e g.
Buelow et al , supra). The conformational space necessary for inmunceuppressive activity was
computed according to the procedure described by Yasrl st al. supma Using these parameters (see
Table 1), which define compounds having lnown T cell inhibliory ectivity nsw cytomodulating peptides
wers devised and tested and were found to have activily equal to or surpassing known active
campounds The computer program used to predict and to devise the Inmunosuppressive activity of
peptides and pseudopaptides was developed as follows

1 Maethodology
(01261 On the basia of an Initlal experimental data sst made of peptides showing or not showing
immunosuppressive activity there was deduced

L Aconsensus sequence containing the amino acids required for the aclivity and allowing the
development of new peptides or pseudopeptide libraries;

L. A set of physicochemical and topological propertiss involved in the activity and converted Into
d set of constraints by the variable mapping technique (Grassy etal J of Molecular Graphics 13
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356-387 (1986))

2. Variable Mapping
[0127] Tha method is based on physicochemical and conformationeal constraints as daduced from
the results of a training set of data

properties for sald blological activity The computational method used for the determination of the aat
of constraints Is named Veriable Mapping and Is described below

The Variable Maoping approach
[0129] This qualitative technique conelsts of an evalustion of the disirbution (global or percent wise)

of the active and Inactive molecules as a function of the values of given pamametars The
superposition of all graphs (activity-propesty) exhbils, for certaln parameters to the Imiting values
(ow and/or higher) which are necesasary for leading o an active compound This gnaphical method
tives a diagnosis of the qualitative non-iinear dependencies between the activity and a molecular
properly Regarding those properiies invoived in recepior ligand Interactions It has bean clearly
established thet the exdstence of strict contingencles determining the adapiabliity to the receptor imply
an embedding of certain structural and physicochemical properties This method results in simple
rules which can be used to predict the activity of unimown products A graphical representstion
showing the number of auccesses relative to the number of violations of the rules aliows one to
compare the distributions with the activitiea for the whole set of molecules under study

3. Physicochemical and topological parametors used In the definition of the constraints
invoived in q'no Immunosuppressive activity of peptides and pseudopeptides

Liocohilicity

fo130] Lipophilicity of paptides expressed as logP (where P Is the pariition cosfficient of a named
pepiide between water and n-octancl) Molecular JogP values can be computed by TSAR 2 31 using
the etomic incremental logP values determined by Ghose etal J Ghem Inf Comput 29 163 (19889)
As demonstraiad by the analysis of the initial data set the lipophflicity of an iImmunosuppreselve
peptide muat be x-0.85

Topological indices

[0131] Belaban index (Baleben Chem Phys 80:380 (1082))

The Balaban index computed for a connected molacular graph (H suppressed) Is calculatad as
follows

X s(pps*
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where M s the number of edges In the graph, u Ia the cyclomatic number of the graph Le the
minimum number of adges which must be removed before G becomes acyclic, and Dy . Dy (with }=1)
is a distance malrix of the shortest path between the two vertices.

1321 AMolscular volume:
The molscular volume Is computed assuming standard Van der Waals radll for each elament. This
calculation Is done on the extended conformation of the peptide

[0133] Effipsoldal volume
Thie volume ls computad after determination of the three componente of the inertia momentum of the

molacule assuming mean atomic masses for constituent atoms This calculation ks done on the
extended conformation of the peptide.

[0134] Molar refractivily
Molar refractivity Is computed using the atomic molar refractivity values determinad by Ghose et al

supra

[0138] Dipole moment:
This parameter Is computed on the axtended conformation of the peptides. The total dipole moment

for a molecule s expressed in Debye uniis.
# = elng

where 1 is the distance of an atom [ to the origin q, ls the charge of the atom | The charges on the

atoms ere computed using the Charge-2 method (Abraham end Smith J Comput. Akied Mo/
Design3 175-187 (1580))

[0138] Kier Chir V4
This index Is one of the connactivity Indexes developed by L. B Kler The Kler Chi V 4 computes In
several steps (H included)
a. Detarmination and numbering of all the paths of length 4 on the molecular graph of
the peptide
b Computation of each path of langth 4 of the following quantities

e =Tllfa;)1"”

for | = 1,4, where & = Z; - hy Is defined for an atom aa the difference beftween the total
number of valence electrons Z, and the number h, of hydrogen atoms bonded to the
atom |
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the graph
z=X(c})
[0137] Kier Kappa Alphe

[Ker Kappa elpha 1 (Ka")
IFA Is the total number of atoms of the molecule (H included Ka' le equal to-

(A+a)A+a-1)
(p+a)

i Is the covalent radius of the atom | and rC,,” the covalent redius of a carbon sp” P, ls the total
number of paths of length=1 along the molecular graph of the peptide under study

Kier Kappa aipha 2 (Kg™)

If A Is the total number of atoms of the molecule (H Included) Ka® Is equal to

(d+a-1fA+a-2)
(P:"'a)’

11 the covalent redius of the atom | and rC,,” the covalent radius of g carbon sp® P, Is the total
number of paths of length=2 along the moleculer graph of the peptide under study

[0138) Flexbiity Pht
Based upon the above formulas the flaxibility of a molecule can be defined as

Phi=(Ka'{Ko*Y/A
where A Is the total number of atame (H Included).

[0138] Afoms and groupe counts
The number of the following atom types was also used as a constraint:
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-Total number of oxygen atoms of the peptide
=Total number of nitrogen atome of the peptide

The number of the following groups wae also used as a constraint:
Total number of ethyl groups
Total number of trydroxyl groups

4. Values of the constraints

1 Of DEDICS OF PEUdONADCS IITare

Cle gl n
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[0140] Starting from the conssnsua saquence Arg-X-X-X-Arg-X-X-X-X-Tyr where X Is an amino acld

which Is as definad above and In the earller analogous formula the physicochemical and topological
parameters praviously described were computad and whether these parametera ware within the
constraints defined by the Initial training set. For example starling from X=Leu nLeu Tip Tyr Gly
or Vel a Ilbrary of 279,938 molectiiss was generated and only 26 of them satisfled the required

constraints

[141] The ranges of properties naecessary to obtain a blological activity are summartzed i the

following Tabls |

Table 1

Vsius ranges of physicochamical and structurs} perameters

Property Minimum Maximum
LogP -0.848 -0.004
Elipscidal Volume (A%) 57856 20460 00
Molecular Volume (A%) 6680.9 1050.4
Molar refractivity 221.30 358 3
Kler Chi V4 3.326 5.342
Keppa a3 26120 44.31
Flexdbiity 50 403
Baieban index 2.848 6701
Total Dipole ' 3,423 8079
Number of axygen a tome 10 16
Number of nitrogen atome 8 20
Number of sthyl groups 1
hAhonhar af hvelrvand arvams 4 2
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5. Charcterization of the conformational space involved In the iInmunosuppressive
activity of peptides and pssudopepiides.

Spatial autocormelation vector of a 3D struciure

[0142] The concept of autocorrelation description of a molecular structure was first introduced by
Brotoetal Eur J Msd Chem. 19 68-70 (1684) This vecior basically repregents the discretized
distance distribution derived from the Interatomic distance matrix of a molacule The first component
of this vector (A,) is equal to the number of atoms of the structures the other components A, A, are
defined by the number of atom pairs which are separated by a distance within the range defined by a
lower limit (n-1)D,, where n is the order of the bin of the vector and D the distence Increment.
Simarly 1t ls possible o caiculate the disiribution of an atomic proparty P In this case the welghted
autocorreletion component AP, Is cbiained by the sum of the products of property values P on atoms
1] having an interdistance belonging o the distance Interval [{n~1)Dy nDj The number of
components of the vecior Is then defined by Ny (Dee/D)+1 where Dy b the greatest nteratomic
distance in the structure

The autocorrelation vector exhibits some useful features
This vector achleves a substantial reduction of conformetional data. An entire conformation ls
described by a limited set of n numerical values.

»  The vecior ls very easy to ceiculete on the basis of 3D coordinate data Therefore, It I
posabie to compute and store this vector during molecular dynamics aimulations, the
reduction of the size of the storage Involved in such a process, in comparison to the ciassical
storage of a set of complets distance matrices, allows much longer simulations than usual
‘The autocorrelation vector of a conformation Is tranettionally and rotationafly invariant and Is
salso indepandent of the atomic numbering of the molecule.

*  This vecior Is sensitive both to minor and mejor changes in conformation the more the
conformation Is changed the more the components of the vector are modified The senaltivity
depends on the distance increment chossn for oslculations but an Incrementfrom 06 A or 1
A (small molecules) to § A (macromolecules) Is a good choloe for the usual elmudationa (Yaarl
et al, Profein Engineering 11-8608-676 (1008)).

[0143] it s possible to analyzes only a pert of a structure or only a specific subset of atoma of this
structure, 6.9 Gy In proteins N atoms, heavy atome, elc. The vecior is entiraly defined by the
knowladge of a structure so that the comparison of different structures can be parformed, using this
vector without any reference.

v M YL LA 1. BiNg o1 SUTDCOITIRERION VYOCIOM:

[0144] Applled io HLA-B2702.75-84 peplide (amino acid sequance Arg-Gh-Asn-Leu-Arg-lie-Ala-Lou-
Arg-Tyr) and on various ective and inactive derivetive peptides thereof molecular dynamics .
mlw lnlinne s nnrfarmad winn AMRFR 41 Tha aimiiatinn of ona nanosecond of dvnamics

V3
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generate a set of 10° conformations {one conformation per picosecond) For eech conformation the
3D autocorrelation vactor was calculated using TSAR with a distance Increment of 1 A and the entire
set of conformations was stored ae 3D autocorreletion veciors versus ime matrbe (10%n)

[0145] The aim of the work was to define the conformational space responsible for
Immunosuppressive activity by comparison of the conformational spaces of active and inactive
peptides using the methodology expiained in the referances cited In the Relevant Literatura

6. Statistical Analysis

Clugier analvsie

[0148] In order to compeare different conformations, the distance matrix between all of these
conformations in the hyperspace defined by the components of thelr unweighted 3D autocomslation
veciors was detsrmined The more the structure of two compounds are analogous the shorter thelr
distance. This method provides a quantification of the rigid molecular fit. Using the starting
conformation as a refarancs, the numerical value of this distance is anafogous to a roof-meen-squans

01471 Pﬂhamuﬂdmwmmeﬂndfudatnandws suited for representing
molecules In the hyperspace of thalr propertias {(molecular descriptora) PCA can be used to reduce a
large number of descriptors to a smaller number of synthetic orthogonal veriables issued from a linear
combinetion of the original descriptors  This mathod retains the largest part of the total Iniiial
information  The original verlables were normaltzed and the diagonaitzation of the covariance matrix
was calcaulated using the classical Jacobl iransform routine  The componsnts of the 3K
sutncormelogram vector provide a good description of the 3K structure of different conformations, but
are awkward o handle beceuse they contain too many data to get an easy visuallmtion PCA can
reduce the dimensionality of the data to a 2D or 3D representation that contains as much of the
original information as possble Using PCA, the inmunocsuppreesive peptides exhiblt a wel) defined
common conformational space ANl the peptides able to reach theee conformational specifications can
exhlbit an immunosuppressive activity

:om] Fhum!ﬂ)omhm-dmbmlwnfmnaﬂmdlpammdrdmdmnfmnnﬂumof
peptide b 1nL (RDPES) wherein the be 1nL. peptide has the amino acld esquence Arg-nL-nL-nL-Arg-
nL-nL-nL-Gly-Tyr and wherein “nl. Is nareucine (see below) Thesiructures drawn were obtained by
epplying cluster analyals method on the whole trajectory of peptide bc 1nL

[01401 smmmmahmhvbhdmnhmﬂmdbﬂnuﬁm1 (1) (2), (3), (4)
and (5)) In fia conformational space are summarized in Teble I These properties concem the
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coordinates In the three dimensional space defined by the three first principal components (PCA
coordinates), and the radius of gyration (Rg)

Table 2
Spatial coordinates (PCA coordinates) and radius of gyration (Rg) of dynamic conformations of
peptide bc 1nL.
c . PCA Coordinates Rg
PCH1 PC2 PC3
(1) 0785 -2.816 <0 631 9.62
(1)) 0.382 -0.889 -0 164 7.90
{(3) -0 811 0.345 -0.481 893
(4) 0741 0.850 -1092 6.76
(6) -2.008 -0.208 0770 8.67

Conformational space of active peptides
[0130] Tha traleciory of the D2 (amino acld sequence Arg-Val-Asn-Leu-Arg-lle-Ala-t au-Arg-Tyr)

peptide has been described by the 3-D autocomelation method and the data analyzed by principal
component analysis This provided a principal plan defined by the 2 firet principal components which
contaln all the conformations visited during the trajectory The D2 peptide trejectory was used as a
trajectory reference and all the trejectories calculated were projectad Into ks principal plan {Fgure 2)

101311 The Immuncsuppressive peptides exhibit a well defined common conformational space
featuring the following points

PCA dimensions

PC1 minimum =2-20 maximum=20
PCZminimum =-2.00 maxdmum =1 0
PC3.minimum = -1 0; meximum = 1.0

[0152] Tha following peptides defined as bc peptides were devised

Table 3
bc#
1 Ag [Lew [Lew [Leu [Ag [Leu |weu [Leu |Gy [Ty
2 Ag |vad |Leu |Lsu |Ag |Leu |[leu [Leu |Gy |7y
3 Ay [te [eu [Leu [Am [Leu [Leu [Leu |ay [Ty
4 Ag [Leu [vd [Leu [Ag [Leu {Leu |Leu |Gy [Ty
5 Ag [Leu [ile [ieu [Ag [Leu {Leu [Lou |Gy |Tyr
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8 Arg Leu Leu val Arg Leu Leu Lsu Gly Tyr
7 Arg Leu Lsu leo Arg Leu Leu Leu Gly Tyr
8 Ag f[Leu [Leu [teu [Ag |vat JLeu [leu |Gy [Ty
] Ag |leu (Leu |[leu [Ag (e leu [Leu |8y [Ty
10 Arg Leu Leu Leu Arg Leu val Leu Gly Tyr
1 Arg Leu Leu Leu Arg Leu e Lsu Gly Tyr
12 Arg Leu Leu Leu Arg Leu Lau Val Gly Tyr
13 Arg Leu Leu Leu Arg Leu Leu [ ] Gly 1)
14 Ag |Tp lou |[Leu |Ag |Leu |leu |Leu |Gy |Tyr
15 Ang Lsu Trp Leu Arg Leu Leu Lsu Gly Tyr
18 Ag [Leu |Leu [Tp |Ag |Leu |[Leu JLew [Q [Ty
17 Ag |Leu [teu |[Leu [Ag |[Tp |Leu |[Leu |Gy |[Tw
18 Ap Leu Leu Leu Ag Leu Trp Lsu Gly T
19 Ag |lsu [Leu [Leu [Ag |[Leuw [Leu |Tp Oy |THw
20 Ag ™ Lsu Leu Arg Leu Leu Leu Gly Tyr
21 Arg Lau Tyr Leu Arg Leu Leu Leu Gly Tyr
2 Ag [Leu [Lee |Tw [Ag [Leu |Leu |[Lew [Gy [TV
23 Arg Leu Lsu Leu Arg Tyr Leu Lsu Qly Tyr
24 Ag |Leu [Leu [teu [Ag fLeu [Tw |[Lew [ay [Tw
25 Ag |Leu |Leu |[Leu [Ag fLeu [Leuw [Tw |Gy [TW
inL Arg nL nL nL Arg nL nL nL Gly Tyr
nL = norleucine
EXAMPLE 2

RDP58 Treatment Reduces Gastrointestinal Toxicity Induced by CPT-41

[0183] In cancer patisnts recelving CPT-11 therapy the development of diarthea limits the
adminlstration of maximally effective chemotherapy This siudy eveluaiod RDP58 as a potential
protactive agant to attenuate CPT-11-nduced gastrointestinal toxicity and subsequent mortality In &
murine tumor model in a dose finding study, normal, non-tumor bearing mice wers Infacted
intraperitoneally with 200mg/kg CPT-11 once a day for three consecutive daya and concuwrrently given
0 2.5 5.0 or 10 mg/kg RDP58 orally As shown In Figure 3 and below in Table 4 RDP58 showed a
dose depandent Increase in survival iwelve days after the first injection of CPT-11
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Table 4
Toxlcity (%)
CPT-11 BDPSS Maximum Dinrrhea Mortality
(ng/kg/dose)  (mg/kg/day)  weightloss
200 None 29443 97 (29/30) " 73 (22130)
200 25 278437 67 (10715)* 60 (9/15)
200 5 25644 40 (12/30)® 23 (7/30)
200 10 A46+19" 33 (5/15)° 7 (1115)

a p<0 05, ANOVAb p=0 001, Cochran-Armitage trend test

[o184] Only one of fiteen mice died from CPT-11 treatment compared to 22 of 30 mice In the control
group A dose dependent decrease in appearance of diarrhea was also observed In mice recelving
RDP58 Additionally mice given 5.0 and 10.0mg/kg RDP58 showed a reduction In the maxdmum total
body weight lost compared o RDP58 untreatsd mice

EXAMPLE 3
RDP38 Treatment Reduces Gastrointastinal Taxicity induced by 5-FU

[0185] A sacond study was performed to determine whether RDP58 also limits 6-FU induced
diarrthea Nomnal non-tumor bearing mice were treated with 100mg/kg 5-FU dally for two consecutive
days and were concurrently given 10mg/kg RDPS58 orelly or water only As shown In Figure 4 and In
Table § below, twelve days after 6-FU administration, RDPS8 treated animals had & survival rate of
80% compared to 10% for unireated animals. All tan animals in the control group had diarchea
comparad to only three of ten RDPG8 treated animale Additionally a significant reduction In total
body weight losa was observed In the group. recelving RDP58

Table 5
Taxiclty (%)
5FU RDPSS Maximam Diarrhes Mortality
(mg/kg/dose)  (mg/kg/dny) weight loss
100 Nono 34746 100{10/10) 90(9/10)
100 10 13943 8b 30(3/10) 10(1/10)
[(0168] b p<0 05 ANOV
EXAMPLE 4

RDP#88 Reduces Treatment Related Moriality and Gastrointestinal
Taxdelity Without Decreasing CPT-11 Efficacy



)
WO 034072061 } PCY/US03/06333 5/?

[0187] To detarmine whether RDPG8 altered the efficacy of CPT-11 therapy mice bearing CT-26
tumors were freated with three regimens of CPT-11 at 100mg/kg qdx3 and given 5.0mg/kg RDP58
orally Both groups showed a simiar reduction in tumor weight (Figure 6, 656% decrease in RDP58
treated and 81% In RDPG8 unireatad) However, survival was significantly Increased In groups given
RPD&B (Figure 6) No freatment related deaths were observed In the RDP58 group compared 1o 40%
mortality in the control group

EXAMPLE 8
RDPS58 Treatment Increases the Mexdmum Dose of CPT-11

[0158] To detarmine whether concument oral RDP68 treatment can increase the mexdimum dose of
CPT-11 without & concomitant increase In mortality normal non-tumor bearing mice were Injected
qdx3 with 0 100 200 300, or 400 mg/kg CPT-11 Injectad Lp qdx3 on Days 0 1 and 2, RDP58 was
given orally at 10 mg/kg In the drinking water starting on Day 3. Mice were monitored for body welght
loss Incidence of diarthea and mortality untll end of siudy on Day 12 The LD50 In the CPT-11 group
was approxdmately 450mg/kg/iotel dose. As shown In Figure 7 administration of RDPS58 increased
the LD50 to approximatsly 725 mg/kg/total dose, or by a factor of about 1 8x.
EXAMPLE 8
RDPS8 Treatment Enables an increased Maximum Dose of CPT-11
With Lower Mortallty and improved Tumor Response

[v189] To determine If a reduction In GI toodcity and mortality with RDP58 treatment allows an
increase in CPT 11 dosing we compared freatment mortality and tumor responsa in tumor bearing
mice treated with the maximum tolerated dose (MTD) of Irinotecan (CPT-11) 2 X MTD CPT-11 or 2
X MTD plus 10mg/im! RDP58 With our treetment schedule we found the MTD to be 800mg/kg CPT-
11 (86 Tmp/kg/njection x © injections over 12 daye iotal). No animals In this ireatment group died
from the CPT-11 and tumors volumes decreased by about 40% comparad to untreatsd conirols
(Figure 8) Animals treated with 1200mg/g CPT-11 or 1200mg/kg CPT 11 + 10mg/ml RDP58
showed a decrease of greatsr than 80% In tumor voluma, However only 50% (6/12) of the animals In
the 2 X MTD CPT-11 group susvived the compiste freatment regimen whereas the CPT-11 + RDP58
group had 83% (10/12) survive, as shown In Figure 8 Although the mortaltty data is not statistically
significant at the 86% confidence level (p=0 067, 1.og-Rank test), this data strongly supports the
conclusion that escalating doses of RDPES will enable an increase in MTD and thereby improve the
anticanicer responae

EXAMPLE T
RDPS8 Trestment Reduces Proctitls induced by Radiation Therapy

[0180] Theee siudies evaluaie RDP58 peptide administration in preventing or reducing radlation
therapy-associated gastrointestinal dlstress. Study 1 finds the optimal dose and schedule of radlation
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to be used in subsequent sfficacy studles Study 2 assesses the protective effects of RDPSS in non-
tumor bearing animals given an escalating dose of radlation Study 3 assesses whether an increase
in radiation does to affect better tumor response can be achleved without @ concomitant increase In
toxiclty ‘These studies detarmine whether oral RDPS8 administration prevents or reduces freatment
associated gastrointesting! toxicity and aflows Incressed dosing for greater tumor responses in
treatments for e.g. meiestalic colo-rectal, prostate and ovarian cancers

W 03/072061

[0181} Study 1 — Radlation doee oplimizetion Nomnal healthy mice are given secalating doees of
radiation to determine the dose of radietion that results in diarrhea in 80% of control animals
Animals are moniorsd dally for body weight loes, diarrhea, and morbidity Animals losing >25% body
welght or showing aigne of severe distress are humanely sacrificed The optimal dose and echedule
that result In approximately 80% of treeted snimals having dlarrhea ls selectad for the naxt studles
Altemnatively histological analysis of the intestine may be used to determine tissue damage.

p182] Study 2 — Assassment of RDPES activity in normal non-tumor bearing animals given
escalating doses of radiation The Initial study uses 10mg/kg RDPE8 gavaged dally Thie doss haa
bean shown to reduce Irinotacan (CPT-11) and 5-Fluorouracll (5-FU) freaiment assoclated mortality
and diarrhea In mice and Increases the LD50 of CPT 11 from about 485mg/kg o 720mg/kg total dose
Mice are monitored for body weight ioss Incidance of diarrhea, and morbidity  If protection Is
demonstrated at the sturting dose of radiation a radiation dose escalating study wil be performed to
detarmine whether 10mg/kg RDPS8 allows increasad mdiation axposure while preventing or reducing
Gl toxdcity and moriality Histological analysis of intestinel apithelium ls also performed of salectad
control and RDPG8 treated animals to confirm clinical obsarvations

[0163] Study 3 — Radiation dose escalation in tumor bearing animais. A syngenelc tumor modal of
ascites tumor is used C57 BL/8 mice are injected Intraperitoneally {1 p ) with EL-4 mouee thymoma or
BALB/c mice are Injectad with CT-26 colo-rectsl carcinoma celis and ascites tumors will be allowed to
form Alternatively the lung metastetic 4T1 model may be used for studies using whole body
Imadiation. Mice start with oral 10mg/kg RDPG8 as described for Study 2 Mice with ascites are
treated with 30Gy the dosa of radiation and scheduile is optimized to induce diarrhea in at isast 80%
of animals receiving without concurrent RDP58 administration Mice are monitored for body weight
loss, incidance of diarrhea, and morbkiity Thirty days after compietion of radiation therapy the mice
are sacrificed and the tumor burden ls determined by weight, histology or assessed mecroscopically
for the volume of aspirated aacites Histological anailysis of gut tissue Is aiso be performed of
selactad control and RDPG8 freated animais

[u164] The foregoing data demonstrate thet immunomodulatory peptides can significantly amellorate
body welght loss, reduce diarrheal symptoms and improve survival in CPT-11 and 5FU
administration These data further suggest that RDP38 enables doss ascalation of CPT-11 by limiting
rlarrhas .. tha malnr dnsadimitting tnxicltv and therebv imoroves lona-tem surivival
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[0fa8] All publications and patent applications mentioned In this specification are hereln incorporated
by refarence fo the same axiant as If each Iindividual publication or patent application was spacificaily
and individually indicated to be Incorporated by reference. The invention now baing fully described It
will be apparent to one of ordinary ekill in the art that many changes arxt modifications can be made
thereto without deperting from the spirit or scope of the appended claims
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CLAIMS
What ls claimed

1 A method for reducing the gastrointestinal todcities induced by cylvablative therapy comprising
administaring to a patient undargoing cytoablative therapy a pharmaceutically effective amount of an
immunomodulatory peptide wherein saki Immunomodutatory peptide comprises an oligopetide
comprising the amino acid sequence
BeXeX=X-B=X-X-Xnd=Tyr

whereln

B Is Lys or Arg,

X Is a aliphatic or aromatic amino acld,

Jis Gly Lys or Arg
wherein eaki amino ackis are the naturally occurring L-lsomers, thelr D-lsomers and norleucine.

2 Amethad according to claim 1 wherein for sald oligopeptide

Bls Arg,
X Is an aliphatic non-polar amino acid of from & io 6 carbon atoms including norieucine,

aromatic amino acid or the D-lsomer thereof there being et laast 3 of the same aliphatic non-polar
amino acld in sald oligopeptide; and
JiaGlyorArg

3 A method according to claim 2, wharein for sald oligopeptide et least 5 amino acids defined by X
are valine leucine or norieucine and any remalning amino acid defined by X Is Trp or Tyr

4 Amethod according to claim 3 wherein for sald oligopeptide at least & amino acids defined by X
are the sama.

6. Amethod according to claim 1 whereln sald oligopeptide Is selactad from the group consisting of

(a) Arg-l.ou-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Oly-Ty-
(b) Arg Val-Leu-Leu-Arg-.eu-Lou-Leu-Gly-Tyr;
(c) Arg-lle-Leu-Lau-Arg-Leu-Leu-L eu-Gly-Tyr

(n) Arg-Trp-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr;

(o) Amd at . Tm] sAr] skt sl s30Ty
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(p) Arg-Lesu Leu-Trp-Arg-Leu-Lou-Lou-Gly-Tyr,
{q) Arg-Leu-Lau-Leu-Arg-Trp-Leu-Leu-Gly-Tyr
gr))Arp-Leu-Lau-Lﬂl-Aru-Lou-Trp-Lsu-Gly-;;;rr
s) Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu- :
(t) Arg-Tyr-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr
(u) Arg-+t.eu-Tyr-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr
(v) Arg-Leu-Lau-Tyr-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr;
(w) Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Tyr-Leu-Leu-Gly-Tyr
(x) Arg-Leu-Lou-Leu-Arg-Leu-Tyr-Lou-Gly-Tyr
(y) Arg-Lou-Leu-Len-Arg-Leu-Lou-Tyr-Gly-
(z) Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr

6 A mesthod according to claim 1 whereln sald mathod further comprises edministering at least one
additional therapeutic agent selected from the group consisting of anti-dlarrheal agents antl-
inflammatory agents and analgesics

7 A method according to claim 8 wharein sald at least one additional therapeutic agent is an antl-
diarrheal agent.

8. A method according to clalm 6 wherein sald immumodulatory peptide and sald at least ane
additional therapeutic agent are administered simuitaneously or sequentially

9 A phamaceutical preparation for reduting gastrointestinal toxcity induced by cytoahlative
therapy comprising
a) an oligopeptide comprising the ssequence
Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr
wharein nL Is norleucine and all amino acids are the D-sterecisomers and

b) atlsast ons additianal therapeutic agent selacted from the group consisting of anti-diarrheal
agents ant-nflammatory agents and analgesics

10 A pharmaceutical preparation eccording to Claim & whereln eald at least one additional
therepautic agent ls an anti-diarrhed egent. r

11" A method for improving cytoablative cancer therapy comprising the administration of an
increased maxdmum tolerated dose of a cytoablative agent in combination with a pharmaceutically
effective amount of an immunomodulatory peptide whereln sald immunomodulatory peptide
comprises an oligopetide comprising the amino acld sequence
B-X-X-X-B-X-X-X-~Tyr

wherein

Bls Lys or Arg,

X Is a aliphatic or aromatic amino ackd

J is Gly, Lys or Arg
wherein sald amino acids are the naturally occurring L-isomers thelr D-lsomers and norfsucine
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12 A method according to claim 11 whenein for sald oligopeptide

Bis Arg;
X [s an aliphatic non-polar amino acid of from 5 to 6 carbon atoms including norleucine

aromatic amino acid or the D-isomer thereof there being at least 3 of the same aliphatic non-polar
amino acld In sald oligopeptide, and
J Is Gly or Arg

13 A method according to claim 10 wherein sald meximum tolerated dese of sald cytoablative agent
Is increased by at least 1.5x in comparison with the maximum tolarated dose of sald cytoablative
agent in the absance of sald Immunomodulatory peplide

14 A method according to claim 10 wherein sald meximum tolerated dosa of sald cytoablative agent
la Increasad by at least 2x in comparison with the maximum toleratad dose of sald cytoablative agent
in the absence of sald Inmunomodulatory peptide.

15 A meihod according to clalm 10 wherein for sald oligopeptide at least & amino aclde defined by X
are valine leucine or norleucine and any remalning amino acid defined by X Is Trp or Tyr

16 A method according to claim 10 wherein for sald ofigopeptide at [east 5 amino aclds defined by X
ere the eeme

17 A method acconding to claim 10 wherein sald Immumodulatory peptide and sald cytoablative
agent are administered simultansously or sequentially

18 A method according to claim 17 wherein sald Immunomodulatory peptide Is administered prior o
the administration of sald cytoabletive agent.
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METODOS ¥ COMPOSICIONES PARA TRATAR TOXICIDAD
GASTROINTESTINAL INDUCIDA POR TERAPIA CITOABLATIVA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reclama el beneficio de
la solicitud de patente provisional de los EUA No
60/360,211 presentada en Febrero 26, 2002, todos los
contenidos de la cual aquil se incorporan por referencia

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] El campo de esta invencién se refiere a
tratamientos novedosos para individuos que sufren de
complicacionea gastrointestinales de quimioterapia vy
radioterapia, incluyende diarrea, mucositis, estomatatis
Yy proctitais

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Bn las {ltimas décadas, se han
desarrollado técnicas de quimioterapla y radioterapia
potencialmente curativas para el tratamiento de casi
todos los tumores humanos Aungque han mejorado en forma
mesurable el tiempo de supervivencia y se ha disminuido
la mortalidad por céncer, las toxicidades principales
inducidas por estas terapias alin representan la etapa
limitante de la tasa o proporciénm para lograr una cura

Wilmore, Cancer 79 1754-1803(1997)
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[0004] La quimi terapéutica y radiacién ej rcen
sus efectos citoablativos en acciones citotéxicas en
células que proliferan répidamente mediante varios
mecanlsmos diferentes, finalmente llevando al freno del
ciclo celular y/o apoptosis celular Las acciones
citotbéxicas de estas terapias no son especificas de
tumor, s8in embargo y tejidos normales que exhiben
tipicamente rdpida rotacién celular, son m&s sensibles al
efecto téxico de la quimioterapia BEn particular, la
les16n a células normales en la médula Ssea y mucosa
gastrointestinal, a menudo complica el tratamiento al
paciente Aungue avances significantes se han realizado
en combinacién con mielosupresién y neutropenia que se
logran por toxicidad de médula 6sea, por ejemplo a través
del uso de factores de estimulo de colonla recombinante
tales come Neupogen™, y Epogen™, no hay disponibles
actualmente agentes que puedan evitar selectivamente la
lesién gastrointestinal citoablativa Bousheyet vy
colaboradorea, Cancer Res 61 687-93 (2001) Como
resultado, la toxicidad gastrointestinal caracterizada
por severa mucogitis y diarrea a menudo limitan tanto la
dosis como la duracién de 1la terapia citoablativa,
conduciendo a efectividad reducida en pacientes
susceptibles Id El tracto gastrointestinal por lo

tanto representa el siguiente 6rgano limitante de la tasa

76
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evitando mayor escala en dosis en muchos pacientes con
cincer Id , Wilmore, arriba

[0005] El forro epitelial de la muc sa
intestinal se mantiene por proliferaciém continua de
células en craptas, que finalmente dependen de las
células madre cripta Esta proliferacifn es seguida por
diferencilacién celular y migraciém hasta los vellos, en
donde los enterocitos maduros se reemplazan y nrudan
desprenden de las puntas Dosls citoablativas de
quimioterapia o© radioterapia comprometen 1la accién
absorbente y barrera de la mucosa al exterminar las
células madre cripta, de esta manera deteriorando la
regeneracién normal Farrell y colaboradores, Cancer
Res 58 933-39(1998) Conforme las célulaa dafiadas se
desprenden, la nmucosa se adelgaza y desnuda, acompafiado
por una renovacién celular retardada, atrofia micosal,
inflamacién y a menudo ulceracién Balsarl vy
colaboradores, Br J Cancer B5 1964-67 (2001)

[0006] Por lo tanto pacientes que se someten a
terapias citoablativas, frecuentemente desarrollan
mucositis entérica y diarrea, que pueden ser letales
Cascinu, Curr Opin Oncol 7 325-29 (1995) Alln més,
loa efectos gastrointeatinalea de estas terapias
citoablativas pueden ser agravados y prolongados por la

carencia de absorcién enteral que frecuentemente ocurre

b6~
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Anorexia, nmucositis, calambres abdominales, diarrea
explosiva con admisién de alimentos y recurrir a terapia
intravenoga (que suprime el apetito) todos compzrometen la
exposicisn del intestino a nutrientes enterales, de esta
manera limitando la capacidad del cuerpo para estimular
proliferacién epitelial intestinal normal Wilmore,
arriba AlGn més, en pacientes con  severa
granulocitopenia, las ulceracioneps provocadas por
mucoeitis pueden llevar a diseminacién bacterial
hematogenosa extensa, ya que las lesiones sirven como
entrada para bacterias en 1la corriente sanguinea
Balsarl y colaboradores, arriba Hospitalizacién a
menudo es necesaria, para mantener la hidratacién del
cuerpo, para controlar el dolor y evitar o manejar la
infeccadén

[0007] Con terapia caitoablativa en combinacién
en particular, sintomas gastrointestinales pueden
volverse tan severos que el tratamiento deba modificarse
o interrumpirse totalmente, de esta manera comprometiend
la eficia de la terapia en la enfermedad neopl&stica En
terapia adjuntiva o auxiliar, la capacidad en minimizar
atenuar Bevercs sintomas gastrointestinales puede
influenciar enormemente tanto la calidad de la vida
durante la terapia como la supervivencia del paciente

total Esto es particularmente ciertoc con terapias de
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escala de dosis utilizadas en pacientes con cénceres
gastrointestinales o aguellos que se someten a
transplante de médula &sea asociado con una terapia de
citoablacién en combinacién con altas dosis Wilmore,
arriba
[(0008] Desafortunadamente, sin embargo, no hay
agentes universalmente reconocidos disponibles para
profilaxis o terapia de las toxicidades
gastrointestinales inducidas por quimioterapia v/
radioterapila Boushey y colaboradores, arriba Agentes
gque se emplean cominmente para el tratamiento de una
complicaci6n gastrointestinal, por ejemplo altas dosis de
loperamida para diarrea, tipicamente tiene poco o ninglin
efecto en otras toxicidades serias, por ejempl
mucositis AGn wmés, los efectos terapéuticos obtenidos
con agentes existentes dirigidos en sintomas especific s
tales como diarrea y mucositia, son insuficientes Lo
gue se reguiere por lo tanto es un agente que sea capaz
de aliviar las toxicidades gastrointestinales inducidas
por terapila citoablativa
[0009) Literatura Relevante

Wilwmore, arriba, revisa los efectos de la terapila
citotSxica en el tracte gastrointestinal <y describe
medios de scporte metabélico La proteccién contra la

toxicidad gastrointestinal provocada por irinotecan se ha
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intent utilizar talidomida (Govindarajan Y
colaboradores, Lancet 356 566-7 (2000), interleucina 15
(Cao y colaboradores, Cancer Res 58 3270-74 (1998), una
lipopéptaido bacteriano sintético (Shinohara Y
colaboradores, Clin Cancer Res , 5 2148-56 (1999) y
péptido tipo glucagon (GLP)-2 (Boushey y colaboradores,
arriba) El uso de factor de crecimiento queratinocit
para proteger contra lesiém gastrointestinal provocada
por regimenes combinados de quimioterapia y radlacién, se
describen por PFarrell y colaboradores, arriba, mientras
que Orazl y —colaboradores describe el uso de
interleucina-11 Lab Invest 75 33-42 (1996) La
proteccifén contra efectos gastrointestinales adversos de
doxorubicina utilizando quitosana se describe por Kimura
y colaboradores, J Pharm Pharmacol 53 1373-78 (2001),
mientras que Balsarli y colaboradores, Br J Cancer 85
1964-7 (2001) describe el uso de un anticuerpo monoclonal
especifico de doxorubicina Woo y colaboradores, arriba,
describe el uso de claritromicina para atenuar mucositis
inducida por ciclofosfamida en ratones

[0010] Buelow y colaboradores, Transplantation
(Transplante) 59 649-654 (1995) y las referencias ahf
citadas Manoclios y colaboradores, Nature Medicine 3
84-88 (1997) describe oligopéptidos derivados por disefio
racional que modulan actividad de células T WO 55/13288
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por Clayberger y colaborad res, gque describe péptidos
capaces de modular la actividad de célula T Referencias
que describen métodos para disefiar compuestos por
computadora utilizando relaciones de actividad
estructural, incluyen Grassy Yy colaboradores, J of
Molecular Graphics 13 356-367 (1995}, Halech vy
colaboradores, J de Molecular Graphice 13 46-48 (1995),
Yasri y colaboradores, Protein Engineering 11 959-976
(1996), Ashton y colaboradores, Drug Discovery Today 1
71-78 (1996), y Lyer y colaboradores, Curr Pharm Des
8 2217-2229 (2002)
COMPENDIO DE LA INVENCIGN

[0011l] La presente invencién se refiere a
preparaciones farmacéuticas y métodoa para tratar y
aliviar toxlicidades <gastrointestinal y disfuncién
repultantes por teraplas citoablativa intensas En
particular, los wmétodos y composiciones aqui descrit &
proporcionan efectiva profilaxis y terapla de 1las
complicaciones gastrointestinal inducidas por
quimioterapia Y radioterapia incluyendo diarrea,
mucositis (por ejemplo, oral y esoffigica), estomatitis y
proctitis Los métodos Y composlciones aqui
suministrados mejoran significativamente la calidad de
vida durante terapias de céncer en curso, y permiten

dosis 1incrementadas de agentes quimioterapéuticos vy
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exposiciones de radioterapia para llevar al miximo el
exterminio de células metastéticas para mejorar 1la
supervivencia a largo plazo

[0012] En una modalidad, se proporciona un
método para reducir 1la toxicidad y disfuncién
gastrointestinal inducidas por teraplia citoablativa, que
comprende la administracién de péptaidos
inmunomodulatorios ya sea Bolos o en combinacién ¢ n
agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo agentes
anti-inflamatorics, agentes anti-diarréicos, analgésicos
Y s8Seme)antes Cuando se utilizan en combinacién con
agentes terapéuticos adicionales, los péptidos
inmunomodulatorios Y agentes adicionales pueden
administrarse ya sea en forma simultdinea o secuencial
En una modalidad particularmente preferida, los péptid =
inmunomodulatorics se administran en combinacién con
agentes anti-diarréicos tales como loperamida

[0013] En una modalidad adicional, se
proporcionan preparaciones farmacéuticas y pagquetes o
equipos que comprende una combinacién novedosa de 1 s
péptidos inmunomodulatorios aqui descritos junto con al
menos un agente terapSutico adicional incluyendo por
ejemplo agentes anti-inflamatorios, agentes

anti-diarreicos, analgésicos, y semejantes

-
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[0014] BEn tra modalidad, 1la invencién
proporciona métodos para incrementar la dosls tolerada
mAxima de terapias citoablativas, por ejempl
quimioterapaa Y radioterapia, que comprende la
administracién de péptidos inmunomodulatoriop para
reducir toxicidades gastrointestinales limitantes de
dosas ILa dosis de péptado inmunomodulatorio de
preferencia es efectiva para incrementar la dosis mixima
tolerada (MTD = maximum tolerated dosage) de terapia
citoablativa por al menos un cuarto (1 25x) o un tercio
(1 33x), mids preferible por la mitad (1 5x), y en
particular por 1 5x a 2x o més En una modalidad
adicional, wmétodos mejorados para tratar cdncer se
proporcionan que emplean eatas dosis incrementadas de
quimioterapia y radioterapis, Junto con teraplas de
combinacién novedosas para aliviar toxicidades asociadas

[0015] Péptidos inmunomodulares convenientes
para utilizar en las presentes composiciones y métodos,
son capaces de modular la actividad de diversas células
de sistema inmune, particularmente células T, y/o inhibir
la produccién de citocinas inflamatoriaa En una
modalidad preferida, los presentes péptidos comprenden
uno o mfs de los péptidos citomodulares descritos en las
solicitudes de patente de los E UA copendientes No de

Serlie 09/028,083 y No de Serie 08/838,918 asl como la

23
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Publicacién Internacl nal correspondiente WO 98/46633,
las descripciones de 1las cuales aqui se incorporan
expresamente por referencia En una modalidad
particularmente preferida, el péptido inmunomodulador
comprende la secuencia Arg-nL-nL-nL-Arg-nl-nL-nL-
Gly-Tyr, en donde nlL es norleucina y todos los amino
&cidog son el D-estereoisbémero (también referido aqui
como becl nL y/o RDPS8)

[0016] En wun aspecto, los péptidos tienen
extensiones de amino &cido en el extremo N o C, para
proporcionar funcionalidad adicional, tales como hacer
blanco al péptido al tejido afectado, incrementar la vida
media o para conectar diversos compuesatos En otro
aspecto, los péptidos citomoduladores son oligSmeros,
particularmente dimeros de la secuencia activa, o estén
en la forma de péptidos ciclicos Los péptidos pueden
comprender amino #cidos de origen natural, o més
preferiblemente uno o més D-estereolsSmeros

BREVE DEHCRIPCIGN DE LOS DIBUJOS

[(0017] La Figura 1 es una 1lustracién de un
enjambre de espacio de conformacién del péptido bc 1nL,
también referido aqui como RDP58 Las conformaciones
trazadas se obtienen del anfilisis de enjambre de 1la

trayectoria becl nL

7Y
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[0018] La Figura 2 es una ilustracién de una
proyeccién de trayectorias de péptido en el plano
principal de la trayectoria de referencia de péptido D2

[0019] La Figura 3 es una gr&fica que muestra
el efecto dependiente de dosis de administracién de
péptido RDP58 en la mortalidad, en un modelo de tumor
murino que utiliza CPT-11

[0020] La Figura 4 es una grifica que ilustra
el efecto de administracién de péptido RDP58 para reducir
mortalidad en un modelo de tumor murino que utiliza 5-FU

[0021] La Figura 5 es una gréifica que demuestra
la conservacién de eficacia anti-tumor, cuando el péptid
RDP58 se adminiatra en combinacién con CPT-11 en un
modelo de tumor murino

[0022] La Figura 6 es una grAfica que muestra
el efecto de administracién de péptido RDPS58 para reducir
mortalidad en un modelo de tumor murino, que utilaiza
CPT-11

[0023] La Figura 7 es una gr&fica que 1lustra
el incremento significante en la dosis mixima tolerada de
CPT- 11 permitida por administracién de péptido RDP58 en
un modelo de tumor murino

[0024] La Figura 8 es una gréfica que muestra

la supervivencia mejorada de ratones que tienen tumor a

fots
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1 8 que se administra una dosis incrementada de CPT-1l en
combinacién con péptido RDP58

[0025] La Figura 5 es una gréfica de barras que
ilustra la respuesta mejorada a tumor obtenida con la
combinacién del incremento en dosis de CPT-11 y
tratamiento de péptido RDP58

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0026] Mé&todos y composiciones se proporcionan
para tratar complicaciones gastrointestinales mayores
inducidas por quimioterapia y/o radioterapia, incluyendo
diarrea, mucositis, estomatitis y proctitis Los métod s
involucran la administracién oral de miembros de una
nueva clase de péptidos sintéticos desarrcllados por
digefio racional auxiliado por computadora a partir de
moléculas derivadas de HLA conocidas Ver por ejempl ,
la solicitud de patente de los EUA No 05/028,083 y la
Publicacién Intermacional No wo 98/46633, las
descripciones de las cuales aqui se incorporan
expresamente por referencia Se han mostrado que est s
nuevos péptidos tienen actividades inmunomoduladores
distintas incluyendo por ejemplo, ainhibicién efectiva de
producciones de TNF-alfa a nivel de traduccién (Lyer y
colaboradores, J Biol Chem 275 17051-57 (2000)) y
regulacién ascendente de la expresién celular de heme
oxigenasa-1 (HO-1) (lyer y colaboradores 1998, Cuturi y
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colaboradores, Mol Med 5 820-32 (1999)) El compuest
principal, identificado agqufi como RDP58, es un péptido de
diez amino &dcidos que consiste de D-amino &cidos con las
sigquiente secuencia Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyx
(BEQ ID NO ), en donde nL indica D-norleucina

[0027] Como se demuestra aquf, la
administracién oral de estos nuevos compuestos péptido
puede ser eficaz para aliviar una variedad de toxicidades
gastrointestinales inducidos por terapia citoablativa
De esta manera, los péptidos objetivo encontraréin uso en
profilaxis y terapla de complicaciones gastrointestinales
tales como diarrea y mucositis que resultan de teraplas
citoablativas, asi como calambres, incomodidad,
deshidratacién, desequilibrio de electrolitos e
infecciones secundarias, tipicamente acompafiantes a 1la
complicacién primaria En una modalidad adicional, el
uso de péptidos presentes permite ventajosamente un
aumento en escala de doeis del agente citoablativo
terapias citoablativas en combinacién para aumentar el
exterminio de células de tumor y de esta manera mejorar
la supervaivencia total del paciente

[0028] Los métodoa de la presente invencifn
encontrarn uso ventajoso virtualmente con cualquier
régimen citoablativo que induce toxicidad
gastrointestinal, incluyendo radioterapias Y

I



10

15

14

quimioterapéuticas Muc pitis aguda es c miin después de
radioterapla para clnceres de cabeza y cuello, por
ejemplo, y esta toxicidad mucosal se reconoce como el
factor limitante principal para mayor intensificacién de
tratamiento Ver por ejemplo, Bensadoun y colaboradores,
Eur Arch Otorhinolaryngol 258 481-7 (2001) Los
péptidop presentes encontrarin uso para aliviar 1la
mucositis inducida c¢on regimenes de radioterapia
darigidos a cénceres de cabeza y cuello, asi como para
tratamientos de radioterapia que inciden por otra parte
ante el tracto gastrointestinal tales como irradiacién en
céncer de préstata, que puede provocar proctitis en la
porcién colorectal del tracto gastrointestinal, vy
protocoles de irradiacién de cuerpo entero utilizados en
transplante de médula Ssea

[0029] Los presentes péptidos también
encontrarén uso para aliviar las toxicidades
gastrointeatinales inducidas por agentes
quimioterapéuticos, ya sea 80los o en combinacién con
radioterapia Por ejemplo, la mayor toxicidad limitante
de dosis asociada con el andlogo camptotecano irinotecano
(CPT-11) es la diarrea retardada o de inicio tardfo, que
puede ser extremadamente severa cuando se asocia con
neutropenia Rougier y colaboradores, J Clin Oncol
15 251-60 (1997) Hasta en 30% de los pacientes la
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diarrea no responde a agentes convenci nales tales como
loperamida, y se requieren admisién en hospital,
modificacién de dosis y/o interrupcién de 1la
quimioterapia Cunningham y colaboradores, Lancet 352
1413-18 (1998) Como se demuestra aqui, la
adminigtracién oral de los presentes péptidos es efectiva
para aliviar esta toxicidad

[0030] Los presentes péptidos también
encontrarin uso para tratar mucositis inducida por otros
agents quimioterapéuticos comGnmente empleados,
ancluyendo metotrexato, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida,
y doxorubicina, asfi como taxanos y +vinca alcaloide
SBevera mucositis gastrointestinal en paclentes que se
someten a terapla citoablativa provoca significante
morbidez y mortalidad, debido a la propla mucositis asil
como 1infecciones locales y sistémicas secundarias
predispuestas por la misma Woo y colaboradores, Pharm
Res 41 527-32 (2000) A pesar de afios de estudio, los
tratamientos de mucositis desarrollados hasta la fecha no
han tenido suficientes efectos benéficos Id Como
resultado, la mucositis también permanence como una
toxicidad limitante de dosis primaria asociada con muchos
tipos de agentes quimloterapéuticos, incluyendo
doxorubicina, que se emplea ampliamente para tratar
muchos tipos de tumores 86lidos Ver Marina vy
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c laboradores, Clin Cancer Res 8 413-8 (2002)
Tratamiento profildtico y/o terapéutico de lesién mucosal
utilizando los péptidos presentes permiten dosis
incrementada de estos agentes asi como programas de
dosificacién més efectivos que pueden ser contra-
indicados debido a la toxicidad gastrointestinal

[0031] Como se describe agqui, la administracién
de los péptidos presentese alivia las toxicidades vy
disfunciones gastrointestinales que resultan de estas
terapias citcablativas intensas El reducir o aliviar la
toxicidad y disfuncién gastrointestinal en el contexto de
tratamiento citoablativo incluye como ejemplos no
limtantes reduccifn de manifestaciones clinicas tales
como diarrea, mucositis, estomatitis, proctitis, sangrado
rectal, wmala absorpcién, dolor abdominal, pérdida de
peso, fiebre, anemia, sangre fecal oculta, leucocitos
fecales, e indicaciones histolégicas tales como cripto
abcesos, infiltracién de leucocitos, apoptosis celular,
inflamacién granulomatosa transmural, inflamacién mucosal
y submucosal de superficle, etc AdemfAs, i1ncluidos
dentro de la definicién de sintomas como se emplea aqui,
estin cambios en niveles de marcadores biloguimicos y
moleculares asociados con disfuncién e inflamacién
intestinal que surge de terapia citoablativa, incluyendo

pero no limitados a, incremento en citocinas

PO
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pro-inflamat rias (por ejemplo, TNF-alfa,
interferona-gamma ,11-1, IL-6, IL-12, etc ), cambios en
marcadores enzimdticos de activacidén de leucocitos (por
ejemplo, mieloperoxidasa, expresién de COX-2, expresién
iNos, etc ), apoptosie celular (por ejemplo,
fragmentacién de ADN, activacién de caspasa, etc ), y
otroe conocidos en la especialidad Aunque un marcador
puede emplearse como una indicacién de reducciSn en
disfuncién gastrointestinal, de preferencia més de uno
8e emplea, y mis preferiblemente se emplean combinacién
de marcadores, incluyendo combinaciones de
manifestaciones clinicas, indicaciones histolégicas, y
marcadores moleculares/bioquimicos

[0032] Para utilizar en aliviar y/o reducir las
toxicidades Y disfunciones gastrointestinales de
pacientes gque se someten a tratamiento citoablativo, los
péptidos inmunomoduladores pueden emplearse soloe © en
combinacifn con otros agentes terapéuticos, tales como

por ejemplo, agentes depuradores de radicales de oxigeno

tales como superéxido dismutasa o agentes
anti-inflamatorios tales como corticoesteroides,
hidrocortaisona, prednisgona Y seme]jantes, agentes

anti-diarreicos tales como loperamida y semejantes,
agentes antibacterianos tales como penicilina,

cefalosporinas, bacitracina y semejantes, agentes

g7
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antiparasitari s tales como quinacrina, clorogquina Yy
semejantes, agentes antifungales tales como nistatina,

gentamicina, y semejantes, agentes antivirales tales como

aciclovir, ganciclovir, ribavirin, interferonas Y
semejantes, agentes analgésicos tales como A&cid
salicilico, acetaminofen, ibuprofen, flurbiprofen,

morfina y semejantes, anestéslicos locales tales como
lidocaina, bupivacaina, benzocaina y semejantes, factores
de crecimiento tales como factor estimulante de colonia,
factor estimulante de colonia macréfago-granulocito y
semejantes, antihistaminas tales como difenhidram:ina,
clorfencramina y semejantes, medicamentos anti-ndusea,
aditivoes nutricionales tales como leucovorin, y otras
subatancias semejantes

[0033] De esta manera, una pluralidad de
agentes terapéuticos pueden emplearse en la presente
invencisn Estas combinaciones de miltiples drogas,
incluyen pero no estén limitadas a, combinaciones de los
péptidos presentes con agentes anti-diarréicos, agentes
anti-inflamatorios y/o analgésicos Por ejemplo, una
modalidad puede comprender una combinacién que contiene
los péptidos inmunomoduladores descritos aqui,
particularmente el D-estereo isfmero de 1la secuencia
Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr, loperamida, Yy un

analgésico Otras combinaciones pueden realizarse por

¥
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aquellos con destreza en la especialidad (por ejemplo,
diferentes agentes anti-inflamatorica y combinaciones
analgésicas) En este contexto, los péptidos empleados
ya son una sola secuencia de péptido, o una mezcla de
diferentes secuencias de ©péptido de la presente
invencién, o una mezcla que incluye anfilogos naturales de
los péptidos de 1l1la presente invencién (por ejempl ,
B2702 75-84)

[0034] Los métodos y composiciones aqui
descritos pueden encontrar usoc ventajoso para reducir o
aliviar la toxicidad y/o disfuncién gastrointestinal
provocadas en cualquier forma de terapia citoablativa, y
en particular, aquellas terapias dirigidas a células de
rdpida divieién incluyendo tanto células de tumor como
células epiteliales Ejemplos no limitantes de agentes
antineoplésticos potenciales que pueden beneficlarse de
la presente invencidn incluyen compuestos de platino (por
ejemplo, espairoplatina, cisplatina, y carboplatina),
camptotecano y andlogos relacionados tales como
irinotecan(CPT-11), taxanos tales como taxol, inhibidores
mitéticos tales como etopSeido y los vinca alcaloides
incluyendo por ejemplo, vincristina, vinblastina vy
vinorelbina, metotrexato, fluorouracil (5-FU),
adriamicina, mitomicina, ansamitocana, bleomicina,

citosina arabinosida, arabinosil adenina,
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mercaptop lilisina, busulfan, cl rambucil, melfalan (por
ejemplo, PAM, L-PAM o fenilalanina mostaza) ,
mercaptopurina, mitotano, hidrocloxruro procarbazina
dactinomicina (actinomicina D), hidrocloruro de
daunorubicina, hidrocloruro de doxorubicina, plicamicina
(mitramicina), aminoglutetimida, estramustina fosfato
sodio, flutamida, leuprolida acetato, megestrol acetato,
tamoxifen citrato, testolactona, trilostano, amsacrina
{m-AMSA) , asparaginasa {(L-asparaginasa) EBrwina
asparaginasa, etopésido (VP-16), interferona alfa-2a,
anterferona alfa-2b, tenipfsido (VM-26), vinblastina
gulfato (VLB), vincristina sulfato, bleomicina sulfato,
arabinosilo, hidroxiurea, procarbazina, y dacarbazina,
asi como radiofarmacéuticos tales yodo radiocactivo y
productos de f6sforo y semejantes

Péptidos Immunomoduladores

[0035] Loes péptidos inmunomoduladores adecuados
para utilizar en las composicicnes y métodos de 1la
presente invencién son capaces de inhibir la produccién
celular de citocinas inflamatorias, incluyendo p r
ejemplo, factor de necrosip de tumor-alfa (TNF-alfa),
interferona-gamma (INF-gamma), interleucina (IL)-1, IL-8,
IL-12 asi como otrae citocinas, quimocinas, factorea de
crecimiento hemajopoyético, y semejantes Péptidos

inmunomoduladores preferideos incluyen o comprenden uno o

%
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mis de los oligopéptid s citomodulad res descrit s en las
solicitudes de patente de los E U A co-pendientes No de
Serie 08/838,916 Yy No de Serie 09/028,083, 1la
depcripcién de las cuales aqui se incorporan por
referencia Particularmente se prefiere para uso en loa
presentes métodos Y composiciones un péptido
inmunomodulador que comprende la secuenica
Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr, en donde nL. es
norleucina y todos los amino &cidos son D-estereoisfSmero
[0036] AdeméAs, compuestos activos previamente
conocidoa que también pueden encontrar uso en la presente
invencién incluyen alfa,-dominio HLA-B, particularmente
los amino &cidos de 75 a 84 y varlaciones de esta
secuencia, en donde no més de 2 amino &cidos se
reemplazan y en donde los amino &cidos no incluyen R e ¥
(ver, por ejemplo, W095/13288 y Buelow y colaboradores,
arriba) También se conocen secuencias con base en la
regién transmembrana TCR-alfa humana que congiste de esta
secuencia y secuencias que no tienen mis de 2 mutaciones
de esa secuencia (ver solicitudes Australianas Nos PN
0589 y PN 0590, presentadas en Enero 16, 1995) Estas
secuencias incluyen 2 amino &cidos b&sicos, en donde loa
2 amino &cidos bésicos se separan por 4 amino &cidos
hidrof6bicos alifiticos, aunque la solicitud indica que
de 3 a 5 amino &cidos hidrof6bicos pueden estar

21
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presentes Por mutacién se entiende cada substitucién de
un amino &cido por otro o una insercién o eliminacién,
cada uno se cuenta como una mutacién En cilertas
modalidades, los péptidos inmmoestimuladores preferidos
para utilizar aqui, pueden excluir estos compuest a
activos previamente conocidos

[0037] En general, la frase mpéptidos
inmunomoduladores"” o "péptidos inmunomodulantes® como se
emplea aqui, se entiende que abarque todos los compuestos
péptido anteriores, asi como andlogos, derivados,
proteinas de fueifn y semejantes En una modalidad
preferida, la secuencia nicleo del péptido
inmunomodulador convenientemente comprende doa amino
&cidos bésicos separados de tres a cuatro amino &cidos
hidrofébicos, particularmente tres amino dcidos
hidrofébicos, y en particular en donde el extremo N es un
amino &cldo b&sico Mds convenientemente, el amino &cido
C-terminal es un amino &cido aromitico, particularmente
tirosina De interés particular es cuando al menos uno
de los amino Acidos terminales nGcleo oligopéptido es un
amino dcido terminal oligopéptido que puede eatar en la
forma monomérica u oligomérica del compuesto

[0038] MAs particularlmente, los péptidos
inmunomoduladores preferidos para utilizar en las

composiciones y métodos de la presente invencién
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comprenden oligopéptidoe que tienen 1la secuencia
B-X-X-X-B-X-X-X-J~-Tyr, en donde B es un amino &cido
bédsico, de preferencia Lys o Arg, particularmente Arg en
al menos una poseicién, de preferencia en ambas
posiciones, J es Gly, B o un amino &cido hidrofébic
alif&tico de 5 a 6 &tomos de carbono, particularmente Gly
o B, vy X es un amino &cido alif&tico o aromé&tico En una
modalidad, al mencs tres residuos amino &cido X son el
mismo amino &cido alifstico no polar, de preferencia al
menos cuatro son el mismo amino &cido alifético no polar,
mis preferiblemente cuando menos cinco con el mismo amin
Acido alifitico no polar y en particular, todos son el
mismo amino &cido alifdtico no polar En una modalidad
preferida, los amino dcidos alif&ticos no polares son de
5 a 6 Atomos de carbono, particularmente 6 &tomos de
carbono, en particular los aminc &cidos aliféticos no
polares Val, Ile, Leu, y nL De esta manera, en algunas
modalidades, X es cualquier amino &cido diferente a un
amino &cido alif&tico cargado y de preferencia cualquier
amino &cido diferente a un amino &cido alif&tico polar
[003%] De los seis amino &cidos indicados por
X en la secuencia de péptidos B-X-X-X-B-X-X-X-J-Tyr, de
preferencia son amino &cidos alifdticos de 5 a 6 &tomos

de carbono, méis preferiblemente cuando menos 4 socn amino

dcldos alifaticos de 5 a 6 &tomos de carbono, més

‘e
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preferiblemente cuando menos 5 son amino fcidos
aliffticoe de 5 a €6 &tomos de <carbono, més
particularmente 6 &tomos de carbono En una modalidad
preferida, los amino &cidos alif&ticos son amino &cidos
aliffticos no polares de 5 a 6 Atomos de carbono,
particularmente Val, Ile, Leu, y L Los otros amino
dcidos pueden ser otros amino &cidos alifdticos sin
carga, particularmente amino &cidos alifaticos no polares
o amino &cidos aromdticos

[0040] Composiciones de inter&s particular
tendrén la siguiente f£6rmula

Arg-U-X-X-Arg-X-X-X-J-Tyr

en donde todos los simbolos se han definido previamente
excepto U, que comprende un amino &cido alif&tico sin
carga o amino &cido aromitico, particularmente un amino
fcldo alifitico no polar o amino &cido aromético

[0041] Los amino &cidos pueden ser amino dcidos
de origen natural o sus D-1s6meros Los péptidos pueden
tener uno o mis amino &cidos D-estereoisémeros hasta
todos los amino &cidos Adicionalmente, los péptidos
inmunomodulatorios pueden comprender oligémeros de 1 s
péptidos presentes, particularmente s8us dimercs,
comprender un péptido ciclico, esto es una estructura de

anillo como se describe mis a continuaclén
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[0042] Para 1 s propbseit s de sta invencién,
los amino &cidos (en su mayorfa amino &cidos naturales o
sus D-estereolsémeros) se descompondrin en las siguientes
categorias

1 Alif&ticos

(a) alifaticos no-polares
Gly, Ala, Val, nL, Ile, Leu
(b) alifaticos polares
(1) s1in carga
Cys, Met, Ber, Thr, Asn, G@Gin
{2) con carga
Asp, Glu, Lys, Axg
2 Aromiticos
Phe, His, Trp, Tyr
en donde Pro puede incluirse en los aminos Acidos
alifdticos no polares, pero normalmente no se incluiréd
*nl." representa norleucina, en donde los amino &cidos
alif&ticos no polares pueden estar sustituidos con otros
isémeros
[0043] Cualquiera o ambos de los extremos N y
C del péptido, pueden extenderse en no mi&s de un total de
aproximadamente 100, wusualmente no miés de un total
aproximado de 30, mas wusualmente no mayor a

aproximadamente 20 amno &cidos, a mwenudo no mayor a

87
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aproximadamente 9 amino &cidos, en donde 1 s amin &cidos
tendr&n menos de 25%, m&s usualmente menos de 20% de
amino &cidos polares, mis particularmente, menos de 20%
que Bson amino &cidos cargados De esta manera,
extensiones de las secuencias anteriores en cualquier
direccién se hacen primordialmente con amino &cidos
lipofilicos, 8in carga, particularmente amino &cidos
alifdticoe no polares y amino &cidos aromfticos Los
péptidos pueden comprender L-amino &cidos, D-amino
&cidos, o mezclas de D y L-amino &cidos Excepciones al
niimero de extensiones de amino &cido se contemplan cuando
se expresan los oligopéptidos como proteinas de fusibén o
quiméricas como se describe a continuacién

[0044] Los péptidos pueden estar en la forma de
oligSmerocs, particularmente dimeros de los péptidos, que
pueden ser cabeza a cabeza, cola a cola, o cabeza a cola,
habiendo no mis de aproximadamente 6 repeticiones del
péptido El oligSmero puede contener uno o miés amino
dcidos D-estereoisSmeros, hasta todos los amino &cidos
Los oligémeros, pueden o no incluir secuencias
enlazadoras entre los péptidos Cuando las secuencias
emlazadoras se emplean, enlazadores convenientes incluyen
aquellos que comprenden amino &cidos sin carga y (Gly)n,
en donde n es 1 a 7, Gly-Ser (por ejemplo, (GS)n,
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(G8GGS)n y (GGGS)n, en donde n es al menos 1), Gly-Ala,
Ala-Ser, u otros enlazadores flexibles como se conoce en
la técnica Los enlazadores de Gly o Gly-Ser pueden
emplearse ya que estos aminoc &cidos estén relativamente
sin estructurar, lo que permite interaccién de péptidos
individuales con moléculas objetivo celulares y limita
las perturbaciones estructurales entre los péptidos del
cligbmero

[0045] Péptidos inmmomodulatorios pueden estar
en una forma estructuralmente restringida tales como
péptidos ciclicos de aproximadamente 9-50, usualmente 12
a 36 amino &cidos, en donde amino &cidos diferentes a los
amino &cidos especificados pueden estar presentes como
puente De esta manera, por ejemplo la adicidn de
cistefnas terminales permite formacién de puentes di-
sulfuro para formar un péptido de anillo En algunos
casos, ese pueden utilizar diferentes a amino &cidos para
ciclizar el péptado Agentes de entrelazamient
bifuncionales son ftilea para enlazar dos o m&s amino
ficidos del péptido Otros métodos para formacién de
anillo se describen en Chen y colaboradores, Proc¢ Natl
Acad 8ci USA 89 5872-5876 (1992), Wu y colaboradores,
Protein Engineering (Ingenierfa de proteinas) 6 471-478

(1993), Anwer, y colaboradores, Int J Pep Protein Res

7/
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36 392-399 (19590), Yy Rivera-Baeza, Yy ¢ laboradores
Neuropeptides (Neuropéptidoa) 30 337-333 (1996), todas
las referencias ae incorporan aqui por referencia En
forma alterna, péptidos estructuralmente restringidos se
elaboran por adici6n de secuencias de dimerizacién a 1 s
extremos terminales N y C del péptido en donde 1la
interaccién entre secuencias de dimerizacién lleva a la
formacién de wuna esatructura de tipo ciclica (ver
WO0/0166565, incorporada por referencia) En otros casos,
los péptidos presentes se expresan como fusiones a otras
proteinas, que proporcionan un andamio para exhibicién
restringida en una estructura expuesta de superficie
tales como un bucle de una estructura de bobina
embobinada o de giro beta

[0046] Uno o ambos, usualmente un extremo del
péptido inmunomodulatorio, pueden estar sustituidos ¢ n
un grupo lipofilico, usualmente alif&tico o aralquailo, de
8 a 36, usualmente 8 a 24 &tomos de carbono y menos de
dos heterodtomos en la cadena alifitica, los heterofitomos
usualmente son oxigeno, nitrégeno y azufre Como ee
describe mi&s a continuacién, 1la cadena puede estar
saturada o ainsaturada, convenientemente con no mis de
tree @sitios, usualmente no méas de dos sitios de

instauracifn alifética Convenientemente, &cidos gras s

7
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alifdtic 8 comercialmente disponibles, alc h les vy
aminas, pueden emplearse tales como &cido caprilico,
&cido célprico, &cido llurico, &cido miristico, y alcohol
miristilico, &cido palmitico, &cido palmitoleaco, &cido
estefirico, Yy estearil amina, &cido oleico, &cid
linoleico, &cido docosahexaenolco, etc (ver Patente de
los EUA No 6,225,444, aqui incorporada por
referencia) Se prefieren &cidos grasos de origen
natural, no ramificados entre 14-22 &tomos de carbono de
longitud Otras moléculas lipofflicas incluyen gliceril
lipidos y esteroles, tales como colesterol Los grupos
lipofilicos pueden reaccionarse con el grupc functional
apropiado en el oligopéptido de acuerdo con métodos
convencionales, frecuentemente durante la sintesis en un
soporte, dependiendo del @gitio de conexién del
oligopéptido al soporte Conexién de lipido es Gtil en
donde los oligopéptidoes pueden introducirse en el lumen
del liposoma, junto con otros agents terapéuticos (por
ejemplo agentes inmunosupresores) para administrar 1 s
péptidos y agentes en un huésped o anfitrién También se
conoce que Iincrementar 1la 1lipoficilidad aumenta el
transporte de compuestos a través de células endoteliales

y por lo tanto Gtil para promover absorcién de estos
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compuest ¢ del intestino la c rriente sanguinea en
tejidos circundantes

[0047] E1 grupo amino terminal o grupo
carboxilo del péptido inmunomodulatorio pueden
modificarse por alquilacién, amidacién, o acilacién para
proporcionar éateres, amidas o grupos amino sustituidos,
en donde el grupc alquilo o acilo puede ser de
aproximadamente 1 a 30, usualmente 1 a 24, de preferencia
cualquiera de 1 a 3 u 8 a 24, particularmente 12 a 18
&tomos de carbono El péptido o sus derivados también
pueden ser modificado por acetilacién o metilacibén para
alterar las propiedades quimicas, por ejempl
lipofilicadad Otras modificaciones incluyen
desaminacién de residuos glutamilo y asparaginilo a 1 s
residuos correspondientes glutamilo Y aspartil ,
respectivamente hidroxilacién de prolina y lieina,
fosforilacién de grupos hidroxilo de serina o treonina, y
metilacién de grupos amino de cadenas laterales lisina,
arginina, e histidina (ver T E Creighton, Proteins
Structure and Molecular Properties (Proteinas Estructura
Yy Propiedades Moleculares), W H Freeman & Co San
Francisco, CA, 1983)

[0048] Dependiendo de 8u wusoc pretendido,

particularmente para administracién a  hospederos
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mamiferos, 1 s presentes péptidos pueden ser modificados
o conectados a otros compuestos para los propbsitos de
incorporar en moléculas portadoras, cambiando la bi -
dipponibilidad de péptido, extender o acortar vida media,
controlar la distribucién de diversos tejidos de 1la
corriente sanguinea, disminuir o mejorar la unién a
componentes de psangre, Yy semejantes Los presentes
péptidos pueden ligarse a estos otros componentes, por
enlazadores que se escinden en el ambilente fisiolégic
tal como sangre, fluido cerebro espinal, £fluidos
digestivos, etc Los péptidos pueden unirse en cualquier
punto del péptido en donde un grupo functional esté
presente tal como hidroxilo, tio, carboxilo, amino, o
semejantes De manera conveniente, modificacién seri en
cualquiera del extremo N o extremo C Para estos
propbseitos, los presentes péptidos pueden ser modificados
por polimeros de conexadn covalente, tales como
polietilen glicol, polipropilen glicol, carboximetil
celulosa, dextrano, alcohol polivinilic ,
polivinilpirrolidina, poliprolina, poli (divinil-é&ter-
co-anhidrido maleico), poli (estireno-co-anhidrido
maleico), etc Polimercs solubles en agua tales como
polietilen glicol y polivinilpirrolidina se conoce que
disminuyen la liberacifn de compuestos conectados de la

7T
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corriente sanguinea en c¢ mparaciém ¢ n compuest 8 no
modificados Las modificaciones también pueden
incrementar la solubilidad en medios acuosos y reducir la
agregacién de los péptidos

[0049] En otro aspecto, el péptido de
preferencia se conjuga en pequefias molé&culas para
deteccién y aislamiento de los péptidos y para hacer
blanco o transportar el péptido inmunomodulatorioc en
egpecificas células, tejidos y 6rganos Conjugados de
pequefias moléculas incluyen haptenos, que son substancias
que no inician una respuesta inmune cuando se introducen
por 81 mismos en un animal En general, los haptenos son
pequefias moléculas de peso molecular ainferior a
aproximadamente 2 kD, y més preferiblemente menor a
aproximadamente 1 kD Los haptenos incluyen pequefias
moléculas orgénicas (por ejemplo, p-nitrofenocl, digoxina,
heroina, cocaina, morfina, mescalina, &cido 1lisérgico,
tetrahidrocannabinol, cannabinol, esteroides,
pentamidina, biotina, etc ) Ligar al hapteno, por
ejemplo para propSsitos de deteccaén o purificacién, se
realiza con anticuerpos especificos de hapteno o socl s

de enlace especificos tales como avidina que liga

biotina
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[0050] Pequefias moléculas dirigidas al
conjugado a células especificas o tejidos tambié&n pueden
emplearse Be conoce gue la presencia de complejo de
blotina-avidina incrementa la absorcién de estos péptidos
modificados a través de células endoteliales El enlace
de péptidos con porciones carbohidrato, por ejemplo a un
beta-glic6sido a través de un residuo serina en el
péptido para formar un glicSsido beta-O enlazado, mejores
transportes del derivado glicésido mediante
transportadores glucosa (Polt, R y colaboradores, Proc
Natl Acad Sci UBA 91 7144-7118 (1994), Oh vy
colaboradores en Drug Transport and targeting, In
Membrane Transporters as Drug Targets (Transporte Yy
objetivo de droga, en transportadores de membrana como
objetivos de droga) Amidon, ¢ L and Sadee, W eds , pg
59-88 Plenum Press, New York, 1999) Ambos de est 8
tipoa de modificaciones se abarcan dentro del alcance de
la presente invencién

[0051] Los péptidos inmunomodulatorios pueden
tener diversas porciones de etiqueta conectadas tales
como etiguetas radiocactivas y etiquetas fluorescentes
para deteccabn y  seguimiento Las etiquetas
fluorescentes incluyen, pero noc estn limitadas a

fluoresceina, eosina, Alexa FlGor, verde Oregén, verde
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rodamina, tetrametilrodamina, rojo rodamina, Roj Texas,
cumarina y NBD fluordforos, los QSY 7, dabcil y dabsil
crombforos, BIODIPY, Cy°, etc

[0052] En un aspecto, los péptidos se unen a
una amplia variedad de otros péptidos o proteinas, para
una variedad de propbsitos Los péptidos pueden estar
enlazados a péptidos o proteinas para proporcionar
funcionalidades convenientes para unién, tales como
grupos amino para formacién de amiada o amina susatituida,
por ejemplo por aminacién reductiva, grupos tiol para
formacién de tioéter o disulfuro, grupos carboxilo para
formacién de amida y semejantes De interés particular
son péptidos de al menos doe, usualmente 3 y no mis de
aproximadamente 60 grupos lisina, particularmente
polilisinas de aproximadamente 4 a 20, usualmente 6 a 18
de unidades 1lieina, referidas como sistema péptido
antigénico mdGltiple (MAPS = mltiple antigenic péptido
system), en donde los péptidos presentes se unen a 1
grupos amino lisina, generalmente cuando  menos
aproximadamente 20%, mfa usualmente cuando menos
aproximadamente 50%, de grupos amino disponibles para
proporcionar un producto multipéptido (Butz, 8 vy
colaboradores Pept Res 7 20-23 (1994)) De esta

manera, 8se obtienen moléculas que tienen una pluralidad
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de 1 s péptidos presentes, en donde la rientacién de 1l s
péptidos presentes es en la misma direccién, en efecto se
tiene un grupo de enlace para proporcionar di- u
oligomerizacién cola a cola

[0053] En otro aspectoc, otros péptidos vy
proteinas de origen natural o sintético, pueden emplearse
para proporcionar un inmunogeno portador para generar
anticuerpos a los péptidos presentes, en donde 1l s
anticuerpos sirven como reactivos para detectar los
péptidos inmunomoduladores o© para 1l1dentificar otros
péptidoa que tienen wuna conformacién comparable
Portadores convenlentes para generar anticuerpos
incluyen, entre otros, hemocianinas {(por ejemplo,
hemocianina de erizo de mar (KLH = Keyhole Limpet
hemocyanin), albiminas (por ejemplo, albimina de suero
bovino, ovalblimina, albGmina de suero humano, etc ),
inmunoglobulinas, tiroglobulinase (por ejempl ,
tiroglobulina bobina); toxinas (por ejemplo, difteria
toxoide, tétanos toxoide), y polipéptidos tales como
pelilisina, como Be describid anteriormente
polialanina-lisina Aunque las proteinas son portadores
preferidos, otros portadores, de preferencia compuestos
de alto peso molecular pueden ser empleados, incluyendo
carbohidratos, polisacéridos, 1lipopolisacéridos, &cidos
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nucleic s y semejantes con suficliente tamafi e
inmunogenicidad Adem&s, los anticuerpos resultantes
pueden emplearse para preparar anticuerpos anti-
idiotipicos que pueden competir con los presentes
péptidos para ligar a un sitic objetivo Est 8
anticuerpos anti-idiotipicos, son Gtiles para identificar
proteinas a las cuales se ligan los péptidos presentes
[0054] En otro aspecto, los péptidos se
conjugan con otros péptidos o proteinas para hacer blanc
al péptido inmunomodulatorio a c¢élulas y tejidos
agregar adicionales funcionalidades a loe péptidos Para
hacer blanco o ser dirigida, la proteina o péptid
empleado para conjugacién se elegird con base en 1la
célula o tejido objetivo para terapla (Lee, R vy
colaboradores Arthritis Rheum 46 2109-2120 (2002),
Pasqualini, R Q@ J Nucl Med 43 159-62 (1999),
Pasqualini, R Nature 380  364-366 (1996), aquf
incorporadas por referencia) Las proteinas también
pueden comprometer polli-amino &cidos, incluyendo, pero no
limitados a poliarginina, >4 polilisina, dcido
poliaspdrtico, etc , que pueden incorporarse en otros
polimeros, tales como polietilen glicol, para preparacién
de vesiculas o particulas que contienen 1los péptidos

conjugados
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[0055] En otr aspecto, 1 s presentes péptidos
pueden expresarse en conjunto con otros péptidos o
proteinas, para hacer una porciSm de la cadena de
polipéptido, ya sea interna o en el extremo N o C, para
formar proteinas quiméricas o proteinas de fusién Por
*polipéptidc de fusién" o “proteina de fusibn" o
"protefna quimérica, aquf se entiende una protefna
compuesta por una pluralidad de componentes de proteina,
que, mientras que se unen tipicamente en el estado
nativo, se unen por extremos carboxl y amino reapectivos
a través de un enlace péptido para formar un polipéptido
continuo La pluralidad en este contexto significa
cuando menos dos y modalidades preferidas en general
utilizan 3 a 12 componentes, aunque mis pueden emplearse
Se apreciardi que los componentes de protefina pueden
unirse directamente o unirse a través de un
enlazador/espaciador péptido como Bse @establece a
continuacién

[0056] Polipéptidos de fusion pueden elaborarse
de una variedad de péptidos o proteinas para exhibir 1 s
péptidos presentes en una forma conformacionalmente
reatringida, para hacer blanco en células y tejidos para
hacer blanco o dirigidos a compartimientos

intracelulares, dar segquimiento a la proteina de fusién

oo
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en una célula un rganismo, y monlit rear otras
moléculas que ligan los péptidos Proteinas (itiles para
generar protefinag de fusion incluyen diversas proteinas
reporteras, proteinas estructurales, receptores de
superficie celular, 1ligandocs de receptor, toxinas vy
enzimas Protefinas ejemplares incluyen proteinas
fluorescentes (por ejemplo Aegquoria victoria GFP, Renilla
renformis GFP, Renillamiellerli GFP, luciferasas, etc , y
sus variantes), beta-galactcsidasa, fosfatasa alcalina,
proteina de enlace E coll , proteina de enlace maltosa,
proteinas de revestimiento de bacteribéfago filamentoso
(por ejemplo, proteina de revestimiento menor, pIII, o la
proteina de revestimiento mayor, pVIII, para propésitos
de exhibicién fago), receptor de células T,
caribdotoxina, y semejantes

[0057] Proteinas de fusi6n también abarcan
fusiones con fragmentos de protefinas, u otros péptidos,
ya sea solos o como parte de una mayor secuencia de
proteinas De esta manera, los polipéptidos de fusitn
pueden comprender socioe de fusién Por "Socics de
fusién"' aqui se entiende una secuencla que estd asociada
con el péptido que confiere a todos los miembros de las
proteinas en esta clase una funcifn o habilidad comfin

Bocios de fusién pueden ser heterSlogos (es decir, no

o2
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nativos a la célula huésped) o seintétic s (es decir, no
nativos a ninguna célula) lLoa B8ocios de fusién
incluyen, pero no estén limitados a, a) estructuras de
presentacién, que proporcionan los presentes péptidos en
una forma estable o conformacionalmente restringida, b)
secuencias blanco u objetivo, que permiten localizacién
del péptado a un compartimiento subcelular o
extracelular, c¢) secuencia de estabilidad, que afectan
estabilidad o protegen contra degradacién al péptido o el
fcido nucleico que lo codifica, d) secuencias
enlazadoras, que desacoplan conformacionalmente el
oligopéptido del socio de fusién, y e) cualquier
combinacién de las anterilores

[0058] En un aspecto, el socio de fusién es una
estructura de ©presentacién Por ‘'estructura de
presentacién" como se emplea aqui, se entiende una
secuencia que cuando 8e fusiona con los péptidos
presentes muestra los péptidos en una forma
conformacionalmente restringida Estructuras de
presentacién preferidas mejoran las interacclones de
enlace con otros socios de enlace al presentar un péptido
en una superficie exterior expuesta a solvente, tal como
un bucle En general, estas estructuras de presentacién

comprenden una primer porcién unida al extremo N del

/23
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péptido inmunomodulat ri y una segunda porcién unida al
extremo C-terminal del presente péptido Esto es, el
péptido de la presente invencién se 1ipserta en las
estructuras de presentacién De preferencia, las
estructuras de presentacién se eligen o disefian para
tener minima actividad biolégica cuando se expresan en
las células objetivo

[0059] De preferencia, las estructuras de
presentacidén llevan al miximo la capacidad de acceso a
los péptidos al exhibir o presentar el péptido o un bucle
exterior EBetructuras de presentaciémn convenientes
incluyen pero no estin limitadas a estructuras madre de
bobina embobinada o enrrollada una alrededor de la otra,
eptructuras de mini cuerpo, bucles de giro beta,
secuencias de dimerizacién, estructuras enlazadas con
cisteina, estructuras enlazadas con transglutaminasa,
péptidos ciclicos, barriles helicoidales, motivos de
cremallera leucina, etc

[0060] En una modalidad, la estructura de
presentacién es una estructura de bobina embobinada, que
permite presentacién del péptido presente en un bucle
exterior (ver Myszka y colaboradores, en Biochemistry
33 2362-2373 (1994)), tal comc un dominio de cremallera
leucina bobina embobinada (ver Martin y colaboradores
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EMBO J 13 5303-5309 (1994)) La estructura de
presentacién también puede comprender estructuras de mini
cuerpo, que esenclalmente comprenden una reglén de
complementareidad de anticuerpo minimo La estructura de
mini cuerpo generalmente proporciona dos regiones péptido
que se presentan scbre una sola cara de una estructura
terciaria en la proteina doblada (ver Bianchi vy
colaboradores, en J Mol Bilol 236 649-659 (1994),
Tramontano Yy colaboradorea J Mol Recognit 7 9-24

(1954))

[0061] En wotro aspecto, la estructura de
presentacién comprende dos secuenclas de dimerizacién
Las secuencias de dimerizacién, que pueden ser iguales o
diferentes, se asocian en forma no covalente con
suficiente afinidad bajo condiciones fisiolSgicas para
restringir estructuralmente el péptido exhibido, esto es,
81 se utiliza una secuencia de dimerizaciSén en cada
extremo del péptido presente, la estructura resultante
puede exhibir el péptido presente en una forma
estructuralmente limitada Una variedad de secuencias
son adecuadas como secuencias de dimerizacién (ver por
ejemplo, WO 99/51625, incorporada por referencia)
Cualquier cantidad de secuencias de interaccifn proteina-

proteina conocidas en la técnica eon fitiles
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[0062] En un aspecto adicional, la secuencia de
presentacaidn contiene la habilidad para ligar iones metal
para generar una estructura secundaria restringida
conformacionalmente De esta manera, por ejemplo se
utilizan secuencias de dedo de zinc, C2H2 La secuencia
C2H2 tienen dos cisteinas y dos histidinas colocadas tal
gque es que el lado ién zinc Los dominios de dedo zinc
se conocen gue ocurren independientemente en miltiples
péptidos de dedo =zinc para formar dominios enlazados
flexiblemente, estructuralmente independientes (ver
Nakaseko, Y y colaboradores, en J Mol Biol
228 619-636 (1592)) Una eecuencia de consensc general
es (5 amino &cidos)-C-{(2 a 3 amino &cidos)-C-(4 a 12
amino &cidos)-H-(3 amino &cidos)-H-(5 amino &cidos) Un
ejemplo preferido serfia el péptido aleatorio-FQCFEC de 3
a 20 amino &cidos-HIRSHIG Similarmente, las cajas
blogues CCHC que tienen una secuencia de consenso-C- (2
amino &cidso)-C-(4 a 20 péptidos aleatorios)-H-(4 amino
fcidos) -C- puede emplearse, (ver Bavoso, A Y
colaboradores, en Biochem Biophys Rea Commn 242
385-389 (1998)) Otroa ejemploes incluyen (1)-VKCFNC-4 a
20 amino &cidos aleatorios-HTARNCR-, c¢on base en la
proteina nucleocfpsido P2, (2) una secuencia modificada

de la de un péptido de enlace zinc de origen natural del

‘//%
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domini Lasp-1 LIM domain (Hammarstrom, A Y
colaboradores, en Biochemistry 35 12723-32 (1996)), Yy
(3) -MNPNCARCG-4 a 20 amino &cidos aleatorios- HKACF-,
con base en ensamble estructural RMN 1ZFP (Hammarstrom y
colaboradores, supra)

[0063] Todavia en otro aspecto, la estructura
de presentacién es una secuencia que comprende dos o més
regiduos cisteina tal gque pueda formarse un enlace
disulfuro, resultando en una estructura
conformacionalmente restringida Eeto es, el uso de
cisteina que contiene secuencias péptido en cada extremo
de los péptidos inmunomodulatorios presentes, resulta en
estructuras de péptido ciclico como se describid
anteriormente Una estructura ciclica reduce la
susceptibilidad del péptido presentado a protedlisis e
incrementa la capacidad de acceso a sus moléculas
objetiveo Como se apreciari por aquellos con destreza en
la especialidad, esta modalidad particular es
particularmente adecuada, cuando la secuencia de objetivo
secretorios se utilizan para dirigir el péptido al
egpacio extracelular

[0064] En otra modalidad, el soclio de fusién es
una secuencia de objetivo Las secuencias de cbjetivo

comprenden psecuencias de enlace capaces de provocar el

7



10

15

enlace de product expresado a una molécula clase de
molécula predeterminada, mientras que retienen
biocactividad del producto de expresién, secuencias que
sefializan degradacién selectiva de la proteina de fusién
o socios de enlace vy secuencias capaces de localizar
conastitutivamente péptidos a un local celular
predeterminado Ubicacicnes celulares tipicas incluyen
ubicaciones subcelulares (por ejemplo Golgi, reticul
endoplésmico, nficleo, nucleSlos, membrana nuclear,
mitocondrios, vesiculas secretorias, lisosomas) Y
ubicaciones extracelulares por el wuso de seflales
secretorias

[0065] Daiversas secuencias de objetivo se
conocen en la técnica El hacer objetivo o blanco en
niicleos s8e logra por el uso de sefiales de localizacién
nucleares (NLS = nuclear localization seignal) NLSs en
general son dominios cargados positivamente cortos que
dirigen las proteinas en donde los NLSs se presentan al
niicleo de las células Tipicas secuencias NLSs incluyen
loe NL8s bdsicos sgencillos de antigeno T grande 8V40
(Kalderon y colaboradores, Cell 39 499-509 (1984)), sefial
de localizacién beta-nuclear-receptor de &cido retinoic
humano (NF-kB p50 and pé65 (Ghosh y colaboradores Cell
62 1019-1029 {(1990)), Nolan vy colaboradores Cell

-
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64 961-999 (1991)), y los NLSa' doble b&sicos como se
ejemplifica por nucleoplasmina (Dingwall y colaboradores,
J Cell Biol 107 641-649 (1988))

[0066] En otro aspecto, las secuencias dirigidas
de blanco, son secuencias de anclado de membrana Se
dirigen péptidos a la membrana por secuencias de sefial e
incorporan en forma estable en la membrana a través de un
dominio de transmembrana hidrofébico (designado como
™) El segmento TM Be coloca apropiadamente en una
proteina de fusién expresada para exhibir el péptido
presente ya sea intracelularmente o extracelularmente,
como se conoce en la técnica Secuencias gue anclan
membrana y secuencias de gefial incluyen, pero no esté&n
limitadas a aquellas derivadas de (a) proteinas de
membrana integrales c¢lase I talee como cadena recta
receptor IL-2,, Hatekeyama y colaboradores, Science 244
551-556 (1989)) y cadena recta receptor de inpulina
(Hetekayama y colaboradores arriba), (b) protefnas de
membrana integrales clase 11 tales como endopeptidasa
neutral (Malfroy y colaboradores, Biochem Biophys Res
Commun 144 59-66 (1987)), y (c) proteinas tipo III
tales como cit6cromc humano P450 NF25 (Hetekayama Yy
colaboradores, arriba), y aquellos de CD8, ICAM-2, IL-BR,
Yy LFA-1

4
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[0067] Secuencias de anclad de membrana
también incluyen ancla GPI, que resulta en formacién de
enlace covalente entre la secuencia de ancla GPI y la
bicapa lipida mediante un glicosilo-fosfatidilinositol
Becuenclas de ancla GPI se encuentran en diversas
proteinas, incluyendo Thy-1 y DAF (ver Homana Yy
colaboradores, Nature 333 269-272 (1988)) Similarmente,
secuenclias de acilacién permiten conexién de porciones
lipidas, por ejemplo isoprenilacién (es decir, farmesil
Yy geranilo-geranilo, ver Farnsworth y colaboradores,
Proc Natl Acad Sci USA 91 11963-11967 (1994) y
Aronheim y colaboradores, Cell 78 9438-61 (1994)),
miristollacién (Stickney, J T Methods Enzymol 332
64-77 (2001)), o palmitoilacién BEn un aspecto, el
presente péptido estarf ligado a un grupo lipido en un
extremo, para poder ligar a una membrana lipida tal como
un liposoma

[c068] Otras secuencias de blanco intracelular
son secuencias de blanco lisozomales (por ejempl
secuencias en LAMP-1 Y LAMP-2, Uthayakumar Yy
colaboradores, Cell Mol Biol Res 41 405-420 (1995) y
Konecki y c¢olaboradores, Biochem Biophys Res Comm
205 1-5 (1994)), secuencias de localizacién
mitocondriales (por ejemplo, secuencias de matriz

mitocondrial, gsecuenclas de membrana interior
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mitocondrial, secuencias de intermembrana mitocondrial, o
secuencias de membrana exterlor mitocondrial, ver Shatz,
G Bur J Biochem 165 1-6 (1987)), secuencias de
localizacién de reticulo (por ejemplo, calreticulina,
Pelham, H R Royal Soc London Transactions B 1-10
(1992), proteina E3/19K adenovirus, Jackson y
colaboradores, EMBO J 9 3153-3162 (1990)), Yy
Becuencias de localizacién de peroxisoma (por ejemplo,
secuencia de matriz luciferasa peroxisoma, ver Keller y
colaboradores, Proc Natl Acad Sci USA 4 3264-3268

(1987))

[0069] En otro aspecto, las secuencias
dirigidas comprenden una secuencia de seflal secretoria
que efectud la secrecién del péptido Una gran cantidad
de secuencias secretorias se conoce que dirigen la
gecrecién de un péptido en el espacio extracelular,
cuando se colocan en el amino &cido respecto al péptido
de interés, particularmente para secrecién de un péptid
por células, incluyendo células transplantadas Sefiales
secretorias convenientes incluyen agquellas encontradas en
IL-2 (Villinger y colaboradores, J Immno 155
3946-3954 (1955)), hormona de crecimliento (Roskam vy
colaboradores, Nucleic Acids Res 7 305-320 (1979))

preproinsulina, y proteina HA de influenza
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[0070] El B clo de fusién ademfs puede
comprender una secuencia de estabilidad gque confiere
establlidad a la proteina de fusién o el &cido nucleico
que la codifica De esta manera, por ejemplo la
incorporacién de glicinas después de la metionina de
inicio (por ejemplo, M3 o MGG) puede estabilizar
proteger el péptidc fusionado contra degradacifn mediante
ubiquitinacién de acuerdo con la regla de extremo N de
Varshaveky, de esta manera confiriendo wvida med:a
incrementada en una célula

[0071] Amino dcidos adicionales pueden
agregarse para etiquetar el péptido para propSsitos de
deteccién o purificacién Estas secuencias pueden
comprender epitopes reconocidos por anticuerpos (por
ejemplo, etiquetas bandera) o secuencias que unen
ligandos, tales como iones de metal Diversas secuencias
de etiqueta y secuencias de unién de ligando son bien
conocidas en la especialidad Estas incluyen pero no
est&n limitadas a poli-histidina (por ejemplo, etiquetas
6xHis que se reconocen por anticuerpos pero también
ligan aiones de metal divalentes), etiquetas poli-
histidina-glicina (poly-his-gly), polipéptido de etiqueta
catarro HA, etiqueta c-myc, péptido de etiqueta (Hopp y
colaboradores, BloTechnology 6 1204-1210 (1988)),

péptido epitope KT3, péptido tubulina epitope (Skinner y
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colaboradores, J Bi 1 Chem 266 15163-12166 (1951)), y
etiqueta de ©péptido de protefina 10 de gen T7
(Lutz-Freyermuth y colaboradores, Proc Natl Acad Sci
USA 87 6363-6397 (1990))

[0072] Soclos de fusion incluyen secuencias
enlazadoras o de correa para enlazar los péptidos y para
presentar los péptidos en una estructura no impedida
Como s8e discuti§ anteriormente, enlazadores Gtiles
incluyen polfimerce glicina (G)n en donde n es 1 a
aproximadamente 7, polimeroe glicina-serina (por ejemplo,
(G8) n, (GSGGS)n y (GGAES)n, en donde n es al menos 1),
polimeros glicina-alanina, polimeros alanina-serina vy
otros enlazadores flexibles conocidos en la técnica De
preferencia, loe enlazadores son polimeros glicina
glicina-serina, ya que estos amino &cidos son
relativamente no estructurados, hidroffilicos y e n
efectivos para unir segmentos de proteinas y péptidos

[0073] En la presente invencién, puede
emplearse combinaciones de socios de fusitn Cualquier
cantidad de combinaciones de estructuras de presentacaién,
secuenclas dirigidas, secuencias de rescate, secuencias
de etiqueta y secuencias de estabilidad, pueden emplearse
con o 8in secuencias enlazadoras

[0074] Los péptidos inmunomodulatori s

utilizados en loa métodos y composiciones de la presente
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invencién pueden prepararse en una cantidad de formas
Sintesis quimicas de péptidos son bien conocidas en la
especialidad Sintesis de famses 86lida se emplea
cominmente Yy est&n disponibles diversos aparat s
sintéticos comerciales, por ejemplo sintetizadores
automatizados de Applied Biosystems Inc , Foster City,
CA, Beckman, etc Métodos sintéticos de fase en solucién
también pueden emplearse, aunque son menos convenientes
Al utilizar estas técnicas est&ndar, amino &cidos de
origen natural pueden ser substituldos con amino Acidos
no naturales, particularmente D-estereocisémeros, Y
también con amino &cidos con cadenas laterales que tienen
diferentes longitudes o funcionalidades Grupos
funcionales para conjugar en moléculas pequefias,
porciones de etiqueta, péptidos o proteinas o para
propbsitos de formar opéptidos ciclizados, pueden ser
introducidos en la molécula durante sintesis gquimica
Ademis, pequefias moléculas y porciones de etigqueta pueden
conectarse durante el proceso sintético De preferencia,
introduccién de los grupos funcionales y conjugacién a
otras moléculas, afectan en forma minima la estructura y
funci&n del péptido presente

[0075] Los extremos N y C pueden derivatizarse
utilizando métodos sintéticos quimicos convencionales
los péptidos inmunomodulatorios de la invencién pueden
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¢ ntener un grupo acil , tal como un grupo acetilo
Métcdos para acilar, y especificamente para acetilar el
grupo amino libre en el extremo N, son bien conocidos en
la técnica Para el extremo C, el grupoc carboxilo puede
ser modificado por esterificaciém con alcoholes
amldacién para formar -CONH:, CONHR, o CONR, en donde
cada R es un hidroxicarbilo (1 a 6 &tomos de carbono)
Métodos para esterificacién y amidacién se realizan
utilizando técnicas bien conocidas

[0076] Los presentes péptad B
inmunomodulatorios empleados aqui, también pueden estar
presentes en la forma de una sal, en general en una forma
de sal que es farmacéuticamente aceptable Estos
incluyen sales inorgénicas, de sodio, potasio, 1lati ,
amonio, calc:r0, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso
y semejantes Diversgas sales orginicas del péptido
también pueden elaborarse incluyendo pero no limitadas a
ficldo acético, &cido propibnico, &cido pirtvico, S&cido
nmnaleico, &cido succinico, &cido tartérico, &Gcido citrico,
&cido benzoico, &cido cinfimico, &cido salicilico, etc

[0077] S8intesis de los péptidos
inmunomodulatorios y sus derivados también puede llevarse
a cabo al wutilizar técnicas recombinantes Para
producecifn recombinante, se puede preparar una secuencia

de 8cido nucleico que codifica un solo oligopéptido o de
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preferencia una pluralidad de los presentes péptidos en
tdndem con un amino fcido intercalado o secuencia, que
permite escisién al péptido sencillos o dimeros cabeza a
cola Cuando estd ausente metionina o triptofano puede
incorporarse una metionina o triptofano intermedio que
permite escisibén de un solo amino &cido utilizando CNBr
BNPS- escatol (2- (2-nitrofenilsulfenil) -3-metil-3-
bromoindolenina), respectivamente En forma alterna, se
logra la escisién por uso de suecuencias que se reconocen
por proteasas particulares para escisién enzimitica
gsecuencias que actian como sitios de auto escisiébn (por
ejemplo, secuencias 2A de aptovirus y cardiovirus,
Donnelly, M L, J G@Gen Virol 78 13-21 (1997),
Donnelly, M L , J Gen Virol 82 1027- 41 (2001), aqui
incorporados por referencia) El presente péptido
también puede hacerse parte de un péptido mfis grande, que
puede aislarse y el oligopéptido cobtenerse por escisién
proteolitica o escisién quimica La secuencia particular
Yy la forma de preparacién se determinaron por
conveniencia, economia, pureza requerida y semejantes
Para preparar estas composiciones, un gen que codifica un
péptido, proteina, o proteina de fusién particular, se
une a una seecuencia de ADN que codifica los péptidos
inmunomoduladores de la presente invencién para formar un

4cido nucleico de fusibn, que se introduce en un vector
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de expresién La expresién del fcido nucleicp de fusién
estid bajo el control de un promotor conveniente y otras
secuencias de control, como se define a continuacién,
para expresién en una célula u organismo huésped
particular {(ver Sambrook y colaboradores, Molecular
Biclogy A Laboratory Manual (Biologia Molecular un
Manual de Laboratorio), 3xd Ed , Cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 2001, Ausubel y
col , Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos
Atuales en Bologia Molecular), JohnWiley & Sons, New
York, NY, 1988, actualizado hasta 2002, aquf incorporado
por referencia)

[0078] Cuando la sintesis o suministro de los
péptidos inmunomoduladores es mediante &cidos nucleicos
que codifican 1los péptidos presentes, los &cidos
nucleicos se clonan en vectorea de expresidén e introducen
en células o un anfitrién u hospedero los vectores de
expresidn ya son vectores extracromosomales
autoreplicantes o vectores que integran en el cromosoma
hospedero por ejemplo vectores basados en retrovirus,
vectores con secuencias recombinantes especificas de
sitio o por recombinacién homSloga En general, estos
vectores incluyen secuencias de control enlazadas
operativamente con los dcidos nucleicos que codifican 1 s

péptidos Por "secuencias de control* se entienden
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secuencias de &4cido nucleic necesarias para expresién de
los presentes péptidos en un organismo hospedero
partaicular De esta manera, secuencias de control
incluyen secuencias requeridas para transcripcidén vy
traduccién de los &cidos nucleicos, incluyendo pero no
limitadas a secuencias promotoras, secuenclas activadoras
de transcripcién o mejoradoras, eitios de enlace
ribosomales, secuencias de arranque y parada de
transcripcifén, seflales de poliadenilacién, etc

[0079] Una variedad de promotores son ttiles
para expresar los péptidos de la presente invencién Los
promotores pueden ser constitutivos, inducibles, Y/
especificos de células y pueden comprender promotores
naturales, promotores sintéticos, (por ejemploc promotores
inducibles por tetraciclana tTA), o hibridos de divers s
promotores Be eligen promotores con base entre otros,
la célula u organismoc en donde las proteinas se van a
expresar, el nivel de expresifn deseada, y regulacicnes
de expresibn Promotores convenientes son promotores
bacterianos (por ejemplo promotor de fago pL I, promot r
tac, promotor lac lac, etc ), promotores basados en
levadura (por ejemplo promotor GAL4, promotor de alcohol
dehidrogenasa, promotor de triptofano sintasa, promotor
CUPI inducible por cobre, etc }, promotores de plantas
(por ejemplo, CaMV 835, promotor de nopalina sintaea,

/ﬁ
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promotor de virus de mosaic del tabac , tc), promot res
de insectos (por ejemplo, virus de polihedrosis Autografa
nuclear, Aedes de DNV viral p & y p61, hsp70, etc ), ¥y
promotores para expresifn de células de mamf{fero (por
ejemplo promotor de gen ubiquitina, promotor de gen
ribosomal, promotor de beta-globina, promotor de timidina
cinasa, promotores de proteina de chogque térmaico,
promotores de gen ribosomal, etc ), y particularmente
promotores virales tales como promotor citomegalovirus
(cMV), promotor de virus de eimio (8V40) y promotores
retrovirales

[0080] Por ‘enlazado operativamente" aqui se
entiende que un &cido nucleico se coloca en una relacabn
funcional con otro &cido nucleico En el presente
contexto, medio enlazado operativamente significa que las
secuencias de control se ubican respecto a la secuencia
de &cido nucleico que codifica a los péptidos presentes
de manera tal que ocurra la expresiSn del péptido
codificado Los vectores pueden comprender pl&smidos
comprender <vectores virales, por ejemplo vectores
retrovirales, que son sistemas de suministro dtilea, si
las células son células divisoras, o vectores
lentivirales o adenovirales, Bl las células son células
no divisoras Be prefieren en particular vectores

retrovirales autoinactivantes (vectores SIN), que tienen
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promotores virales inactivados en 3'-LTR, de esta manera
permitiendo control de expresién de genea heterflogos por
el uso de promotores no virales insertados en el vector
viral (ver por ejemplo, Hoffman y colaboradores, Proc

Natl Acad Sci USA 93 5185 (1996) Como se apreclaré
por aquellos con destreza en la especialidad,
modificaciones en el sistema por pseudotipado permiten el
uso de vectores retrovirales para todas las células
eucarioticas, particularmente para eucariotas superiores
(Morgan, R A y colaboradores, J Virol 67 4712-21
(1993), Yang, Y Yy colaboradores, Hum Gene Ther 6

1203-13 (1995))

[0081] Adem&s, 1los vectores de expresibn
también contienen un gel marcador seleccionable, para
permitir seleccién de células hospederas transformadas
En general, la seleccién conferirid fenotipos detectables
gue enriquecen las células que contienen el vector de
expresién y ademfs permiten diferenciacién entre células
que expresan y no expresan el gen de seleccién Genes
de seleccién son blen conocidos en la técnica y variarén
con la célula hospedera usada Genes de seleccién
convenientes incluyen genes que hacen a la célula
resistente a una droga, genes que permiten crecimiento en
medio deficlente nutritionalmente y genes reporteros (por

ejemplo beta-galactosidasa, proteinas fluorescentes,
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glucurcnidasa, etc ), todos 1 8 cuales 8 n bien conocidos
en la técnica y disponibles a la persona con destreza
[0082] Hay una variedad de técnicas disponibles
para introducir &cidos nucleicos en células viables Por
"introducir®, aqui se entiende que el &cido nucleic
entra a las células en una forma adecuada para expresifn
subsecuente del &cido nucleico Técnicas para introducir
los &cidos nucleicos variarfn dependiendo de s1 el &cido
nuclelco se transfiere an vitro en células cultivadas
in vivo en las células del organismo hospedero pretendido
y el tipo de organismo hospedero Ejemplos para
antroducir los &cidos nucleicos in vitro incluyen el us
de liposomas, Lipofectin™®, electroporacién,
microinyeccién, fusién celular, DEAE dextrano,
precipitacién con fosfato de calcio y bombardeo de
particulas biolistico Técnicas para transferir in vave
incluyen introduccién directa del &cido nucleico, uso de
vectores virales, tipicamente vectores retrovirales y
transfeccitn mediada por liposomas tales como
transfeccién wmediada por liposoma revestido viral Los
Scidos nucleicos que expresan los péptidos de la presente
invencién pueden existir en forma trameitoria o estable
en el citoplasma u obtenerse en forma estable en el
cromosoma del hospedero (es decir a través del uso de

gecuencias regulatorias esténdar, marcadores de
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seleccibn, etc ) Convenientes genes de seleccién y genes
marcadores se utilizan en los vectores de expresifn de la
presente invencién

[0083] En algunas situaciones, es conveniente
incluir un agente dirigido a las células o tejidos
objetivo, tal como un anticuerpo especifico para una
proteina de superficie celular o la célula objetivo, un
ligando para un receptor en la célula objetivo, un
componente lipido en 1la membrana celular o un
carbohidrato en la superficie celular 81 se emplean
liposomas, proteinas que ligan una proteina de superficie
celular que se endocitoza pueden emplearse para dirigar
y/o facilitar la absorcién Eastas incluyen como ejemplos
no lamitantes, cépsido proteinae o psus fragment s
trSpicos para tipos de células particulares, anticuerpos
para proteinas que se someten a internalizacién (ver Wu y
colaboradores, J Bilol Chem 262 4429-4432 (1987),
Wagner y colaboradores, Proc Natl Acad B8cl USA 87
3410-3414 (1990)}), Yy protefnas que dirigen 1la
localizacitn (por ejemplo anticuerpo al receptor de
transferina para ser dirigido al cerebro) o mejorar vida
media in vivo

[0084] Se hace expresifn en un amplio rango de
células hospederas que ese extienden de procariotas y

eucariotas, incluyendo bacterias, levaduras, plantaas,
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insectos, y animales Loe péptidos inmuinoduladores de la
presente invencién puede expresarse entre otros en E
coll , Saccharomyces cerevisiae, B8accharomyces pombe,
plantas de tabaco o arabldopsis, c&lulas de insectos
Schneider, y células de mamiferocs, tales como COS, CHO,
Hela, y semejantes, ya sea intracelularmente o en una
forma secretada por fusi6n de los péptidos a un péptido
de sefial apropiado La secrecifn de la célula hospedera
puede realizarse al fusionar el ADN que codifica el
péptido y un ADN que codifica un péptido de sefial
Sefiales secretorias son bien conocidas en la técnica para
bacterias, levaduras, insectos, plantas y s8istemas de
mamiferos Acidos nucleicos que expresan los péptidos
pueden insertarse en células, por ejemplo cé&lulas madre
para expresiones de tejido o bacterias para expresidn de
intestino, y las células transplantadas en el hoaspedero
para proporcionar una fuente in vivo de los péptidos
[0085] 81 se desea, se introducen diversos
grupos en el péptido durante sintesis o durante
expresién, lo que permite enlace a otras moléculas o a
una superficie De esta manera, se pueden emplear
cisteinas para hacer tioéteres o péptidos ciclicos,
histidinas para enlazar a un complejo 1i6n de metal,
grupos carboxilo para formar amidas o ésteres, grupos

amino para formar amidas y esemejantes Cuando &se
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introducen residu s cisteina para ciclizar el péptid ,
formacién de enlace disulfuro ae realiza en la presencia
de agentes oxidantes suaves o ligeramente fuertes
Oxidantes quimicos pueden emplearse o los péptidos que
contienen cisteinas se exponen a oxigeno para formar los
enlaces, tipicamente en una solucién conveniente tal como
un amortiguador acuosc gque contiene DMSO Como ge
describié anteriormente, pueden conectarse lipidos ya sea
quimicamente o por el uso de secuencias de 1lipidacién
apropladas en el péptido expresado

[0086] Para conjugar diversas moléculas a 1 s
péptidos de la presente invencién, grupos funcionales en
donde los péptidos y las otras moléculas se reaccionan en
la presencia de un agente de conjugacién apropiado (por
ejemplo, entrelazamiento) El tipo de agente de
conjugacién de entrelazamiento empleado, dependerd de
grupos funcionales tales como las aminas primarias,
sulfhidrilos, carbonilos, carbohidratos Y ficidos
carboxflicos empleados Agentes pueden ser fijadoree y
agentes de entrelazamiento que pueden ser agentes
homobifuncionales, heterobifuncionalea, o trifuncionales
(Prerce Endogen, Chicago, 1IL) FPijadores comiinmente
empleados Yy agentes de entrelazamiento incluyen
formaldehido, glutaraldehido, 1,1-bis (diazoacetil)-2-
feniletano, N-hidroxisuccinimida é&steres, disuccimidil
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éateres, maleimidas (por ejemplo, bis-N-maleimido-
1-8-octano), y carbodiimidas (por ejemplo, N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) -carbodiimida,

diciclohexilcarbodiimida Moléculas espaciadoras que
comprenden cadenas alquileo o alquilo sustituide c n
longitudes de 2 a 20 &tomos de carbono, pueden emplearse
para separar conjugados De preferencia, grupos
funcionales reactivos en el péptido no seleccionados para
modificacién se protegen antes de acoplar el péptido a
otroe wmoléculas reactivas para limitar reacciones
gsecundarias indeseables Por '"grupo protector® como se
emplea aquif, se encuentra una molécula ligada a un grupo
funcional especifico que ea removibhle selectivamente para
re-exposicién del grupo funcional (ver Greene, T W and
Wuts, P G M Protective Groups in Organic Bynthesis
(Grupos Protectores en Sintesis OrgSnica) (3rd ed ),
JohnWiley & Sons, Inc , New York, 1999) Los péptidos
pueden sintetizarse con precursores de amino &cldos
protegidos o reaccionados con grupos protectores después
de sintesis pero antes de reaccionar con un agente de
entrelazamzento Conjugaciones también pueden ser
indirectas, por ejemplo al conectar una porcién biotina,
que puede ser contactada com un compuesto o molécula que

se acopla a estreptavidina o avidina
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[0087] Para péptidos que tienen actividad
reducada en la forma conjugada, el enlace entre 1 s
péptidos de compuesto conjugado, 8se elige para ser
suficientemente 1l&bil para zresultar en escisién baj
condiciones deseadas, por ejemplo después de transporte a
células o tejidos deseados Enlaces covalentes
biolégicamente 1l&biles, por ejemplo enlaces imino y
ésteres, son bien conocidos en la técnica (ver la Patente
de los EUA No 5,108,921, aqui incorporada por
referencia) Estas modificaciones permiten
adminietracién de loa péptidos en una forma
potencialmente menos activa, gque luego 8e activa por
escisibén del enlace 1l&bil

[0088] En una forma preferida, los péptidos
inmmomoduladores de la presente invencién pueden
purificarse o alslarse después de sintesis o expresién
Por '"purificado" o '"aislado" se entiende 1libre del
ambiente en donde el péptido se sintetiza o expresa y en
una forma en donde puede ser utilizado précticamente De
esta manera purificado o aislado se entiende que el
péptido o su derivado es substancialmente puro, es decir
mis de 90% puro, de preferencia mis de 95% puro, y de
preferencia mis de 99% puro Ioe péptidos y sus
derivados pueden purificarse y alslarse por medios

conocidos por aquellos con destreza en la especialidad,
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dependiendo de tros componentes presentese en la muestra
Métodos de purificacién estidndar incluyen técnicas
electroforéticas, inmunolégicas, y cromatogréficas,
incluyendo intercambio de iones, hidrof6bicas, de
afinidad, exclusién de tamafio, HPLC de fase inversa Yy
cromato enfoque. Las proteinas también pueden
purificarse por solublilidad selectiva, por ejemplo en la
presenclia de sales o solventes orgénicos El grado de
purificacifn necesario variari dependiendo del uso de los
péptidos presentes De esta manera en algunos casos 1o
seri necesaria purificacién

[0089] En su mayoria, las compoaiciones
utilizadas comprenderin cuando menos 20% en peso del
producto deseado, mas usualmente cuando menos
aproximadamente 75% en peso, de preferencia cuando menos
aproximadamente 95% en peso y usualmente cuando wmenos
aproximadamente 99 5% en peso, respecto a contaminantes
relacionados al método de preparacién del producto, el
procedimiento de purificacién y su uso pretendido, por
ejemplo con un portadeor farmacéutico para propbSsitos de
tratamiento terapéutico Usualmente, los porcentajes se
basarén en proteina total

[0090] Los péptidos presentes encuentran us
para tratar toxicidad y disfuncién gastrointestinal en

pacientes que se gometen a teraplas citoablativas, por
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ejempl quimi terapias y teraplas de radiacién Ademés,
estos péptidos permiten al oncélogo clinico el
administrar una cantidad tolerada mixima incrementada del
agente citoablativo, de esta manera proporcionando
mejoras significantes en respuesta de tumor y esperanza
de vida
Agentes Terapéuticos Adicionales

[0091] Agentes farmacéuticamente activos
terapéuticos adicionales también pueden emplearse
ventajosamente, en combinacién con las composiciones
anteriores, incluyendo cortaicoestercides (por ejemplo
prednisona, metilprednisolona, dexametasona, ete ),
inmunomoduladores (por ejemplo interferona, 1incluyendo
interferona-bla, interferona-bla), inmuno supresores (por
ejemplo, azatioprina, 6-mercaptopurina, ciclosporina),
compuestos anti-inflamatorios, incluyendo pero no
limitadoe a compuestos anti inflamatorios no esteroidales
(por ejemplo, sulfasalzina, aminosalicilatos, celecoxib,
lipoxinas, etc ), agentes anti-diarreicos tales como
loperamida, hidroxiurea, y talidomida, que se conoce
incrementan niveles de IL-2 y IL-12

[0092] Como se apreciarf por aquellos con
destreza en la especialidad, en ciertas circunstancias en
donde la toxicidad y disfuncién gastrointestinal se

complican adicionalmente por infecciémn patégena, los
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péptidos de la presente invencién pueden utilizarse con
drogas dirigidas contra eliminacién o exterminio
patégenc Estas incluyen antibi6ticos, agentes
antifungales, agentes anti protozoarios, agentes
anti-virales, como es bien conocido en la técnica Estas
drogas pueden emplearse antes de, de manera concomitante
con, o subsecuentes & tratamiento con los péptidos aqui

deacritos

[0093] La presente invencién también puede
emplearse en combinacién con citocanas anti
inflamatorias, factores de crecimiento o compuestos
inhibiidores de migracién de leucocitos Citocinas
Gtiles incluyen pero no estin limitadas a IL-4, IL-10,
IL-11, y IL-13, particularmente IL-4 y IL-10, gque Bse
conoce suprime la produccién de citocinas inflamatorias y
estdn involucradas en restaurar el plsetema inmne
Factores de crecimiento incluyen factor de crecimiento de
transformacién-beta (TGF-beta = Transforming Growth
Factors) y GM-CBF Estas catocinas y factor de
crecaimiento pueden administrarse como proteinas
purificadas-obtenidas en forma natural o de fuentes
recombinantes- o© administrarse en la forma de &cidos
nucleicos que expresan estos péptidos, particularmente
como proteinas de fusién Compuestos inhibidores de

migracién de leucocitos, incluyen entre otros,

N2
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anticuerpos dirigidos ¢ ntra moléculas de adhesién y sus
receptores cognado involucrados en adhesién celular,
particularmente adhesién de 1leucocitos a células
endoteliales, tales como E-, L-, y P-selectinas, molécula
de adhesién celular vascular-l1 (VCAM-1), molécula de
adhesién celular de adresina mucosal (MAACAM-1), vy
molécula de adhesifn intercelular-l1 (ICAM-1), y sus
receptores connatos tales como alfa,, beta, alfa, beta,

[094] BEn otra modalidad preferida, los péptidos
inmunomoduladorea ademds Be combinan con  otros
inhibidores de actividad de citocina pro-inflamatoria
agentes que reducen la sintesls de estas citocinas
Estos incluyen agentes que blogquean la funcifn citocina
tales como anticuerpos a IL-5, IL-6, IL-8, IL-18, IL-23,
TNF-alfa, y IFN-gamma, Yy anticuerpos a Bus receptores
connato y antagonistas de receptores citosina (ver por
ejemplo Patente de los EUA No 6,436,927) Ademais,
agentes de bloguec incluyen proteinas de receptores
solubles, por ejemplo receptores fusicnados a dominios
IgC, que ligan a citocinas para reducir la activacién de
células TCD4* macrSfagos y granulocitos involucrados en
el avance de reaccibén inflamatoria
Formulaciones Farmacéuticas

[095] Las presentes composiciones, ya 8ea

golas o en combinacién, pueden emplearse in vitro, ex
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vivo, e in vivo dependiendo de la aplicacién particular
De acuerdo con esto, la presente invencién permite
administrar una composicién farmacéutica que comprende un
portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad
farmacoldgicamente efectiva de uno o mis de los presentes
péptidos © B8us sales convenientes La composicién
farmacéutica puede formularse como polvos, gréinulos,
soluciones, suspensiones, aercsoles, 86lidos, pildoras,
tabletas, cépsulas, geles, cremas tSpicas, supositorios,
parches transdérmicos, etc

[096] Como se aindicé anteriormente pales
farmacéuticamente aceptables de los péptidos se pretende
que incluyan cualesquiera sales farmacéuticamente
aceptables reconocidas en la especialidad, incluyendo
bases y/o &cidos orgénicos e inorgénicos Ejemplos de
sales incluyen de sodio, potasio, litio, amonio, calci ,
asf como aminas primariae, secundarias y terciarias,
ésteres de hidrocarburos inferiores, tales como metil ,
etilo y propilo Otras sales incluyen &dcldos orgénicos,
tales comc &cldo acétice, #&cido propibénico, &cido
pirdvico, dcido maleico, dcido succinico, cido
tartdrico, &cido citrico, &cido benzoico, &cido cinfmic ,
acido salicilico, etc

[097] Como se emplea aqui, "portador

farmacéuticamente aceptable" comprende cualesquiera de
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los portadores farmacéticamente aceptables esté&ndar
conocidos por aquellos con destreza en la especialidad
para formular composicionea farmacéuticas De epta
manera, los presentes péptidos por si mismos, tales como
presentes como sales farmacéuticamente aceptables o como
conjugados, o vehiculos de &cido nucleico que codifican
eatos péptidos, pueden prepararse como formulaciones en
diluyentes farmacéuticamente aceptables, por ejemplo
salino, salino amortiguado con foafato (PBS = phosphate
buffer saline), etanocl acuoso o scluciones de glucosa,
manitol, dextranc, propilen glicol, aceites (por ejempl ,
aceites vegetales, aceltes animales, aceites sintéticos,
etc ), celulosa microcristalina, carboximetil celulosa,
hidroxipropilmetil celulosa, esterato de magnesi ,
fosfato de calclio, gelatina, polisorbato 80 o semejantes
o como formulaciones s6lidas en exciplentes apropiados
Las composiciones farmacéuticas también contienen agentes
anti-retrovirales cuando estos agentea son parte de laa
composiciones Adicionalmente, las formulaciones pueden
incluir agentes bacterianos, estabilizantes,
amortiguadores, emulsificantes, conservadores, agentes
endul zantes, lubricantes o© @sgemejantes Si la
administracién es por ruta oral, los oligopéptidos pueden
ser protegidos contra degradacién al utilizar un

revestimiento entérico conveniente o© por otros medi s

N7 <
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matriz polimérica tal como micro particulas o hidrogeles
sensibles a pH

[098] Formulaciones convenientes pueden
encontrarse en, entre otros, Remington's Pharmaceutical
S8ciences (Ciencias Farmacéuticas de Remington), 17*™*
Edicién, Mack Publishing Co , Philadelphia, PA, 1985 y
Handbook of Pharmaceutical Excipients (Manual de
Excipientes Farmac&uticos), 3a BEdlcién, Kibbe, A H
ed , Washington DC, American Pharmaceutical Association
(Asociacién Farmacéutica Americana), 2000, aqui
incorporadas por referencia totalmente Las
composiciones farmacéuticas aqui descritas pueden
elaborargse en una forma bien conocida por aquellos con
destreza en la especialidad (por ejemplo por medl s

convencionales en la especialidad, incluyendo procesos de

mezclado, disolucién, granulacidén, levigacién,
emulseificacién, encapsulacidn, atrapamiento
liofilizacién)

[099] Adiciocnalmente, los péptidos ya sea sol a8
o con otros agentes incluyendo agentes
quimioterapéuticos, también pueden incluirse
encapsularse en el lumen de liposomas para suministro y
para extender la vida fitil de las formulaciones de

péptido ex vivo o in vivo Como Pe conoce en la
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especialidad, 1 s liposomas pueden sexr categorizados en
varioa tipos vesiculas multilaminares (MLV -
muitilamellar), plurilaminares estables (SPLV = Stable
plurillamellar), unilaminares pequefias (SUV = small
unilamellar) ©¢ unilaminares grandes {(LUV= large
unilamellar) Liposomas pueden prepararse a partir de
diversos compuestos lipidos que pueden ser sintéticos
de origen natural, incluyendo fosfatidil é&teres vy
ésterea, tales como fosfotidilserina, fosfotidilcolina,
fosfatidil etanolamina, fosfatidilinositol,
dimiristoilfosfatidilcolina, epteroides tales como
colesterol, cerebrSaidos, espingomielina, glicerolipidos,
y otros lipidos (ver por ejemplo la Patente de los EU A
Xo 5,833,948)

[0100] Lipidos catifnicos son también adecuados
para formar liposomas En general, loe 1lipidos
cationicos tienen una carga positiva neta y tienen una
porcién 1lipofilica tal como un esterol o© una cadena
lateral acilo o diacilo De preferencia, el grupc de
cabeza estd cargado positivamente Lipidos catiénicos
tipicos incluyen 1,2-dioleiloxi-3-(trimetilamino)propano,
bromuro de N-[1-2,3,ditetradecicloxi)propil] -N,N-dimetil-
N-N-hidroxietilamonio, bromuro de N-[1-(2,3-

dioleiloxi)propil] -N,N-imetil-N-hidroxietilamonio,
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cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil] -N,N,N-
trimetilamonio, 3-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil]
colestercl, y dimetildioctadecilamonic

[0101] De interés particular son liposomas
fusogénicos, que se caracterizan por su capacidad por
fusionarse con una membrana celular ante cambio apropiado
en condicién fisiolégica © por la presencia de un
componente fusogénico, particularmente una proteina o
péptido fusogénico En un aspecto, 1los 1liposomas
fusogénicos son sensibles a pH y temperatura ya que la
fusion con una membrana celular se afecta por cambio a
temperatura y/o pH (ver por ejemplo, las Patentes de 1 s
EUA Nosa 4,789,633 y 4,873,089) En general
liposomas sensibles a pH scn sensibles a &acido De esta
manera, se mejora la fusién en ambientes fisiolSgicos en
donde el pH es ligeramente acidico, por ejemplo el
ambiente de un lisosoma, endosoma y tejido inflamatora
Esta propipedad permite liberacién directa de 1los
contenidos de liposomas en el ambiente intracelular
después de endocitosls de los liposomas (ver Mizoue, T
Int J Pharm 237 129-137 (2002))

[0102] Otra forma de liposomas fusogénicos
comprende liposomas gque contienen un agente mejorador de

fusidn Easto es, cuando se incorpora en el liposoma o
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conecta a 1 s lipidos, 1 s agentes mej ran la fusién del
liposoma con otras membranas celulares, de esta manera
resultando en suministro de los contenidos de liposoma en
las células Ios agentes pueden ser proteinas o péptidos
que mejoran la fusién, incluyendo hemaglutinina HA2 o
virus de influenza (Schoen, P , Gene Ther 6 823-832
(1999)), glicoproteinas de envolvente de virus sendal
(Mizuguchi, H Biochem Biophys Res Commmun 218 402-407
(1996)), glicoproteinas de envolvente de +virus de
estomatitis vesicular (VBV-G = +vesicular stomatitis
virus envelope glycoproteina) (Abe, A y colaboradores,
J Virol 72 6159-63 (1998)), segmentos de péptido o
mimicos de proteinas que mejoran la fusién, y péptidos
que mejoran la fusidn sintética (Xono, K Y
colaboradores, Biochim Biophys Acta 1164 B81-9%0 (1993),
Pecheur, E I Biochemistry (Bioquimica) 37 23561-71
(1998), Patente de loa E UA No 6,372,720)

[103] Liposomas también incluyen vesiculas
derivatizadas con un polimero hidrofflico, como se
dispone en las Patentes de los EUA No 5,013,556 y
5,395,619, aqui incorporadas por referencia (ver también
Kono, K y colaboradores, J Controlled Release 68 225-
35 (2000), Zalipsky, 8 Yy colaboradores Biocony Chem 6

705-708 (1995) para extender o ampliar la vida Gtil en
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circulacién in vivo Polimeroe hidrofflicos para
revestir o derivacién de 1los liposomas incluyen
polietilen glicol, polivinil pirrolidona, polivinilmetil
éter, poliaspartamida, hidroximetil celulosa, hidroxietil
celulosa, Yy semejantes Ademis como se describld
anteriormente, el conectar proteinas que ligan a una
proteina de superficie celular que es endocitosada por
ejemplo cépsido proteinas o sus fragmentos trépicos para
tipose de c¢élulas particulares Yy anticuerpos para
proteinas de superficie celular que 8se someten a
internaclizacién (ver Wu y colaboradores, arriba, Wagner
Yy colaboradores, arriba), pueden emplearse para dirigir
y/o facilitar la absorcién de los liposomas a las células
o tejidos especificos

[0104] Lobs liposomas se preparan por medi s
bien conocidos en la especialidad (ver por ejemplo,
S8zoka, F y colaboradores, Ann Rev Biophys Bioceng
9 467-508 (1980)) Un método tipico es la técnica de
hidratacién de pelicula de lipidos en donde componentes
1ipidos se mezclan en un solvente orgénico seguido por
evaporacién de solvente para generar una pelicula lipida
La hidrataci6én de la pelicula es solucién amortiguadora
acuosa, de preferenclia que contiene el presente péptido

cido nucleico, resulta en una emulsién, que se sonica
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extruye para reducir el tamafic y polidispersidad Otros
métodos incluyen evaporacibn de fase 1inversa (ver
Pidgeon, C Yy colaboradores, Biochemistry 26 17-29
(1987), Duzgunes, N y colaboradores, Biochim Biophys
Acta 732 289-99(1983)), congelamiento y descongelado de
mezclas de fosfolipidos e infusién de éter

[0105] En otra modalidad preferida, 1 s
portadores estin en la forma de microparticulas,
microcépsulas, o microesferas y nano particulas, gque
pueden eer bilodegradables o no biodegradables (ver por
ejemplo, Microencapsulates Methods and Industrial
Applications (microencapsulados Métodos y Aplicaciones
Industriales), Drugs and Phamaceutical Sciences (Ciencias
Farmacéuticas y Drogas), Vol 73, Benita, § ed, Marcel
Dekker Inc , New York, 1996, incorporada por referencia)
Como se emplea aquif, microparticulas, microesferas,
microcfipsulas y nanoparticulas significan una particula,
que tipicamente es un sSlido gque contiene la sustancia a
suministrar La substancia estd& dentro del nficleo de la
particula o conectada a la red de polimero de las
particulaa En general, la diferencia entre
microparticulas (o microclpsulas o© microesferas) vy
nanoparticulas es de tamafio Como se emplea aqui, las
microparticulas que tienen un rango de tamafio de
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particulas de aproximadamente 1 a aproximadamente mayor a
mil micras Nanoparticulas tienen un rango de tamafio
de particulas de aproximadamente 10 a aproximadamente
1000 nm

[0106] Una variedad de materiales son f(itiles
para producir wicroparticulas Microcépeulas vy
microparticulas no bilodegradablea incluyen pero no Bse
limtan a aquellas elaboradas de polisulfonas, poli
{(acrilonitrilo-co-cloruro de vinilo), copolimerce de
etilen-vinil acetato, hidroxietil metacrilato-
metil-metacrilato Estos son (tiles para propbsitos de
implante en donde el péptido encapsulado se difunde de
las cé&psulas BEn otro aspecto, las microcépsulas y
microparticulas se basan en polimeros biodegradables, de
preferencia aquellos que exhiben baja toxicidad y son
bien tolerados por el sistema inmune Bstos incluyen
microcipsulas y wicroparticulas basadas en protefnas
elaboradag a partir fibrina, casefna, albGmina de auero,
colégeno, gelatina, lecitina, quitosana, alginato o
poli-amino &cidos tales como poli-lisina Polimeros
sintéticos biodegradables para encapsular pueden
comprender polimeros tales como polilactida (PLA),
poliglicélido (PGA), polli (lactida-co-glic6lido) (PLGA),

polyr (caprolactona), polidioxanona trimetileno carbonato,
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polihibroxialconatos (por ejemplo, poli (beta-
hidroxibutirato)), poli(gamma-etil glutamato), poli (DTH
iminocarbonil (bisfenol A aiminocarbonato), poli ({ort
éster), y policiancacrilato Diversos métodos para
producir microparticulas gque contienen las presentes
composiciones son bien conocidos en 1la especialidad,
incluyendo un proceso de remocién con solvente {ver por
ejemplo la Patente de los EUA No 4,389,330), métodos
de emulsificacién y evaporacién (Maysinger, D Y
colaboradores, Exp Neuro 141 47-56 (1996), Jeffrey, H
y colaboradores, Pharm Res 10 362-68 (1993)), métodos
de secado por rocio y extrusién

[0107] otro tipo de portador son
nanoparticulas, que en general son adecuadas para
administraciones intravenosas Sub-micras Y
nanoparticulas en general se elaboran a partir de
copolimeros anfifflicos dibloque, tribloque, o
multiblogques como Be conoce en la especialidad 8 n
dtiles polimeros para formar nanoparticulas que incluyen,
pero no estin limitados a, poli(&cido l&ctico) (PLA, ver
Zambaux y colaboradores, J Control Release 60 1795-188
(1999}), poli (lactida-co-glicSlida), mezclas de poli
(lactido-co-glicélida) Yy policaprolactona, polimero
dibloque poli(l-leucina-bloque-l-glutamato), dibloque y
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trabloque poli (&cido 1l&ctic ) (PIA) y poli (etilen
6xi1do) (PEO) (ver De Jaeghere, F y colaboradores, Pharm
Dev Technol ; 5 473-83 (2000)), acrilatos, arilamidas,
poliestireno, y semejantes Como se describe para
microparticulas, las nanoparticulas pueden Bser no
biodegradables o biodegradables Nanopartioculas
también pueden elaborarse a partir poli
{(alquilcianocacrilato), por ejemplo pola
(butilclanocacrilato), en donde el péptido se absorbe en
las nanoparticulas y reviste con surfactantes (por
ejemplo polisorbato 80) Métodes para produclr
nanoparticulas son simllares a aquellos para producir
microparticulas e incluyen entre otros, técnicas de
polimerizacién en emulsién en fase acuosa continua,
emulsificacibn-evaporacién, desplazamiento con sclvente y
emulsificacién-difusién (ver Kreuter, J Nano-particle
Preparation and Applications, In Microcapsules and
nanoparticles in medicine and pharmacy," (Preparacién y
aplicaciones de nanoparticulas, en wmicrocipsulas vy
nanoparticulas en medicina y farmacia) (M Donbrow, ed ),
pPg 125-148, CRC Press, Boca Rotan, FL, 1991, incorporado
por referencia)

[0108] Hidrogeles también son Gtiles para

suministrar los agentes presentes en un hospedero
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anfitrién En general, loes hidrogeles son redes de
polimero hidrofilico entrelazadas permeables a una amplia
variedad de compuestos de droga, incluyendo péptidos
Los hidrogeles tienen la ventaja de activar en forma
selectiva el hinchado de polimero, que resulta en
liberacién controlada de 1los componentes de drogas
atrapados Dependiendo de la composicién de la red de
polimero, puede activarse el hinchado y subsecuente
liberacién por una variedad de estimulos, incluyendo
actividad de PH, concentracién idnica, térmica,
eléctrica, ultrasonido y enzimitica Ejemploa no
limitantes de polimeros fitiles en composiciones de
hidrogel incluyen entre otros, aquellos formados de
polimeros de poli (lactida-co-glicélido},
pol: (N-ipopropilacrilamida), A&cido poll (metacrilic
acid-g-polietilen glicol), &cido poliacrilico y poli
(oxaipropilen-co-oxietilen) glicol, y compuestos naturales
tales como sulfato crondroitan, quitosana, gelatina, o
mezclas de polimeros sintéticos y naturales, por ejempl
quitosana-poli (etilen &xido) Los polimeros se
entrelazan en forma revereible o irreversible para formar
geles incrustados con los oligopéptidos de la presente
invencién (ver por ejemplo, las Patentes de los E U A
Nos 6,451,346, 6,410,645, 6,432,440, 6,395,299,
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6,361,797, 6,333,194, 6,297,337 de Johnse n, O b 4
colaboradores, Nature Med 2 795 (1996), incorporadas
por referencia completamente

[0109] En una modalidad preferida, los
polimeros de gel son polimeros de &cido acrilico, de
preferencia carbomeros (por ejemplo,
carboxipolimetileno), tal como Carbopol (por ejemplo,
Carbopol 420-430, 475, 488, 493, 910, 934P, 974P, y
semejantes, Brock y <colaboradores, Pharmacotherapy
(Farmacoterapia) 14 430-437 (1994)), que son polimeros no
lineales de &cido acrilico entrelazado con polialquilen
poliéter Otros tipos de carbdmeros incluyen &cidos
acrilicoas entrelazados con compuestos polifuncionales
tales como polialil sacarosa Ademfis de la ventaja de
hidratar e hinchar en un gel, que atrapa los compuestos
presentes y limita su liberacibdn, geles de carbSmero son
mucoadhesivos Los polimeros se adhieren a la membrang
mucosal intestinal, de esta manera resultando en
suministro local de los péptidos (Hutton y colaboradores
Clin 8cl 78 265-271 (1990), Pullan y colaboradores, Gut
34 676-679 (1993), aqui incorporado por referencia)
Ademéis, estos polimeros tienen la ventaja agregada de

limitar la actividad de proteasa intestinal
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[0110] Las c ncentracl nes de los péptidos o
fcido nmucleico que los codifica y los agentes anti-
retrovirales serfin determinadas empiricamente de acuexrdo
con procedimientos convencionales para el propbSsit
particular En general, para administrar los péptidos
ex vivo o in vivo para propSsitos terapéuticoa, las
presentes formulaciones ee suminiptran en una dosis
farmacolbSgicamente efactiva Por "cantidad
farmacolégicamente efectiva" o "dosis farmacolSgicamente
efectiva® se entiende una cantidad psuficiente para
producir el efecto fiplol6gico deseado o cantidad capaz
de lograr el resultado deseado, particularmente para
tratar el desorden o condicién de enfermedad, incluyendo
reducir o eliminar uno o mde sintomas del desorden
enfermedad, en este caso las toxacidades
gastrointestinales y diasfunciones agquf establecidas

[0111] La cantidad administrada al hospedero
varliard dependiendo de lo que se administra, el propésit
de la administracién, tal como profilaxis o terapia, el
egtado del hospedero, la forma de administracién, el
ndmero de administraciones, intervalo entre
adminiptraciones y semejantes Estos pueden determinarse
empiricamente por aquellos con destreza en la

especialidad y puede ajustarse por la proporcién de
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respuesta terapfutica Fact res a considerar en
determinar una dosis apropiada incluyen pero no estén
limitados a tamafio y peso del sujeto, edad y sexo del
sujeto, la severidad del sintoma, la etapa de 1la
enfermedad, un método del suministro del agente, vida
media de los agentes y eficacia de los agentes La etapa
de la enfermedad a considerar incluye si la enfermedad es
aguda o crfnica, en fase de relapso o remisifn y el
avance de la enfermedad El determinar las dosis y
tiempos de administracién para una cantidad
terapéuticamente efectiva estd bilen dentro de 1la
habilidad de la persona con destreza ordinaria en la
egpecialidad En el contexto de la presente invencién,
las toxicidades gastrointestinales asociadas con
terapias citocablativas, a menudo se presentan en una
forma reqular y recurrente después de administracién de
cada ronda de terapilas citoablativas, y de esta manera la
administracién profil&ctica de los presentes péptidos
también es posible en vista de la naturaleza
pronosticable de las toxicidades asociadas

[0112] Para cualesquiera compuestos empleados
en la presente invencién, la dosis terapéuticamente
efectiva y la doesls mixima tolerada se determinan

f&cilmente por mftodos bien conocidos en la especialidad
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P r ejJempl , una dosis efectiva inicial puede estimarse
inicialmente de ensayos de cultivo celular Un indicador
de respuesta inflamatoria puede emplearse, tal como
niveles de expreesion de catocinas preinflamatorias, o
inhibicién de actividad CTL De estos, la LCs (es
decir la dosis letal para aproximadamente 50% de las
células en el cultivo celular) y la ICso (es decir la
dosis inhibitoria) pueden determinarse por los ensayos
en el cultivo celular Una dosis luego puede formularse
en modelos de animales para generar una concentracién de
trituracién o concentracién de tejido y la dosis tolerada
méxima determinada como se ilustra en los ejemplos que
aqui se disponen

[0113] Como ha notado, la toxicidad y eficacia
terapéutica en general se determinan por ensayos de
control celular y/o animales experimentales, tipicamente
al determinar una LDgy (dosis letal al 50% de la poblacién
de prueba) y EDy (efectividad terapéutica en 50% de 1la
poblacién de prueba) La proporcién de dosis de
toxicidad y efectividad terapéutica es del 1Indice
terapéutico S8e prefieren composiciones, individualmente
o en combinacifn, que exhiben altos Indices terapéuticos
La determinacién de la cantidad efectiva est& bien dentro

de la destreza de aquellos en la especialidad,
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particularmente dada 1la descripcién detallada aquil
dispuesta La persona con destreza en la especialidad
sabe como calcular las cantidades de dosis para un
sujeto, particularmente un mamifero Y mis
particularmente un humano, con base en cantidades de
dosis determinadas en otros modelos de animales
Factores de conversién especificos para cantidades de
dosis de un animal a otro (por ejemplo de raté6nm a humano)
gon bien conocidos en la especialidad y se describen
completamente por ejemplo en el sitico de la red de la
Food and Drug Administration (administracién de aliment s
Y driogas) en web site at
www fda gov/cder/cancer/animalframe htm (en la seccidn de
herramientas de oncologia), 1la descripcién aquif se
incorpora por referencia

[0114] En general, en el caso en donde las
formulaciones se  administran, directamente a un
hospedero, la presente invencién proporciona un bolo o
infusién de la presente composicisn que serf administrado
en el rango de aproximadamente 0 1 a 50, mAs usualmente
aproximadamente 1 a 25 mg/kg de peso corporal del
hospedero La cantidad en general se ajustar&
dependiendo de la vida media del péptido y agente anti-

retroviral, en donde la vida media en general seri al
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menos un mnut , mis usualmente cuando menos
aproximadamente 10 minutos, convenientemente en el rang
de aproximadamente 10 minutos a 12 horas Son aceptables
vidas medias cortas slempre que la eficacia que pueda
lograrse con dosis individuales, infusion continua
dosis repetitivas Formulaciones para administracién
pueden presentarse en formas de dosis unitarias, por
ejemplo en ampolletas, cépsulas, pildoras o recipientes
de miltiples dosis o inyectables

[{0115] Dosis en la porcién inferior del rango e
incluso a menores dosis pueden emplearse, en donde el
péptido tiene una vida media mejorada o se proporciona
como un depbsito tal como una composicifn para liberacién
lenta, que comprende particulas, una matriz de polimero
que mantiene el péptido sobre un periodo prolongado de
tiempo (por ejemplo una matriz de col&geno, carbbdmero,
etc ) uso de una bomba que hace infusion continua del
péptido socbre un periodo prolongado de tiempo con una
velocidad substancialmente continua o semejante El
hospedero o sujeto puede ser cualquier mamifero que
incluye animales domésticos, mascotas, animales de
laboratorio, primates, particularmente sujetos humanos

{0116] Ademis de administrar las composiciones

de péptido presentes directamente a un cultivo celular in

N
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vitro, a células particulares ex vivo, a un hospedero
mamifero in vivo, moléculas de &cido nucleico (AND o
ARN) que codifican los presentes péptidos también pueden
administrarseles, de esta manera proporcionando una
fuente efectava de los presentes péptidos para 1la
aplicaclién deseada Como se describidé anteriormente,
moléculas de &fcido nucleico que codifican los presentes
péptidos, pueden ser clonadas en cualquiera de una
cantidad de plasmidoe de expresifn bien conocidos
(Sambrook y colaboradores, arriba) y/o vectores virales,
de preferencia vectores adenovirales o retrovirales (ver
por ejemplo, Jacobs y colaboradores, J Virol
66 2086-2095 (1992), Lowenstein, Bio/Technology
{(Bio/tecnologia) 12 1075-1079 (1954) Y Berkner,
Biotechniques (Bioté&écnicas) 6 616-624 (1988)), bajo la
regulacién de transcripcién de secuencias de control que
funcionan para promover la expresién del &cido nucleic
en el ambiente aproplado Estos vehiculos basados en
&ci1do nucleico pueden ser administrados directamente a
las células objetive de tejido ex wvivo (por ejempl
infeccidn viral ex vivo para transplantes de células que
producen el péptido) o a un sitio aim vivo, por ejemplo
por inyeccién, catéter, oralmente {por ejempl ,

hidrogeles), y semejantes o en el caso de vectores de
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base viral, por administracién sistémica Promotores
especificos de tejldo pueden ser empleados opcionalmente,
asegurando que el péptido de interés se expresa solo en
un tejido particular o tipo de célula selecto Métodos
para preparar en forma recombinante estos vehiculos
basados en &cido nucleico son blen conocidos en 1la
especialidad, al 1igual gque técnicas para administrar
vehiculos basados en &cido nucleico para produccién de
péptido

[0117] Para los propbsitos de esta invencién,
Los métodos de administracién se eligen dependiendo de la
condicién a tratar, la forma de las presentes
composiciones Yy la composicibn farmacéutica La
administracién de los presentes péptidos puede realizarse
en una variedad de formas, incluyendo pero no limitada a
cuténea, subcuténea, intravenosa, oral, téxica,
transdérmica, intraperitoneal, intramuscular, nasal Y
rectal (por ejemplo administracién colénica) Por
ejemplo, formulaciones de microparticulas, microesferas y
microencapsulados son (f{itiles para administraciones
orales, intramusculares o subcuténeas Liposomas y nano
particulas son adicaionalmente convenlientes para
administraciones intravenosas Administracién de 1las

composiciones famacéuticas puede ser a través de una sola
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ruta concurrentemente por varias rutas Por ejempl ,
administracién oral puede acompafiarse por administracién
rectal o tépica al &rea afectada En forma alterna, la
administracién oral se emplea en conjunto con inyecciones
intravenosas o parenterales

[0118] En una modalidad preferida, el método de
administracién es por suministro oral en la forma de un
polvo, tableta, pildora o cépsula Formulaciones
farmacéuticas para administracién oral pueden elaborarse
al combinar uno o mis péptidos y agente anti-retroviral
con exclpientes convenientes, tales como azidcares (por
ejenplo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol), celulosa
(por ejemplo, almidén, metil celulosa, hidroximetil
celulosa, carboximetil celulosa, etc ), gelatina,
glicina, sacarina, carbonato de magnesio, carbonatc de
calcio, polimerocs tales como polietilen gliceol
polivinilpirrolidona, y semejantes Las pildoras,
tabletas o© cépsulas pueden tener un revestimiento
entérico, qQue permanece intacto en el estémago pexroc que
se diguelve en el intestino Diversos revesatimientos
entéricos se conocen en la especlalidad, una cantidad de
los cuales estd comercialmente disponibles, incluyendo
perc no limitados a copolimeros de 6&cido metacrilico-

éater de &cldo metacrilico, polimero de celulosa éter,

P2rg
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hidroxipropil metil celulosa ftalato, y semejantes En
forma alterma, formulacicnes orales de los péptidos sge
preparan en un diluyente conveniente Diluyentes
convenientes incluyen diversas formas liquidas (por
ejemplo jarabes, fangos, suspensiones, etc ) en
diluyentes acuosos tales como agua, salino, salino
amortiguado con fosfato, etanol acuoso, solucicnes de
azGcares (por ejemplo sacarosa, manitol, o sorbitol),
glicerol, suspensiones acucsas de gelatina, metil
celulosa, hidroxilmetil celulosa, ciclodextrinas, y
semejantes Como se emplea aquf, soluciones de
diluyentes o acuosas también incluyen formula infantil,
dado que también pueden requerirse teraplas citocablativas
en infantes y nifios En algunas modalidades, se emplean
solventes lipofilicos, incluyendo aceites, por ejemplo
aceites <vegetales, acelte de cacahuate, aceite de
ajonjoli, aceite de oliva, aceite de mafiz, aceite de
azafran, aceite de soya, etc ), ésteres de dcidos gras s
tales como oleatos, triglicéridos, etc , derivados de
colesterol, incluyendo oleato de colesterol, linoleato de
colesterol, miristilato de colesterol, etc , liposomas y

semejantes

/_r»b
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[0119] En otra modalidad preferida, la
administracién se hace en forma rectal Esto puede
emplear formulaciones adecuadas para aplicacién tépica en
la forma de unglientos, tinturas, cremas o para aplicacién
en el lumen del intestino por el usc de composiciones en
la forma de supositorios, enemas, espumas, etc Los
supositorios pueden contener bases de supositori s
convencionales tales como manteca de cacao, carboceras,
polietilen glicoles, o glicéridos, que son s86lidos
semipblidos a temperatura amblente pero liquidos a 1la
temperatura corporal

[0120] Todavia en otra modalidad preferida, la
administracién se lleva a cabo en forma cuténea,
subcuténea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa
Como se discutié anteriormente, esti en la forma de
péptidos disueltos o suspendidos en wedio acuos
conveniente como ae discutaid anteriormente
Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas para
inyeccién pueden prepararse en solventes lipofflicos, que
incluyen pero no estén limatados a aceites, tales como
aceites vegetales, aceite de oliva, aceite de cacahuate,
aceite de palma, aceite de soya, aceite de azafrén, etc ,
ésteres de &cidoa grasos sintéticos, tales como

etiloleato, o triglicéridos, derivados de colesterol,
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incluyendo c lesterol oleat , c lesterol 1linocleat ,
colestexrol miristilato, etc , © liposomas, como ge
describis anteriormente Las composiciones pueden ser
preparadas directamente em el solvente lipofilico o de
preferencia como emulsiones de aceite/agua (ver por
ejemplo, Liu, F y colaboradores, Pharm Res
12 1060-1064 (1995), Prankexd, R J J Parent 8ci Tech
44 135-49 (1990); Patente de los EUA No 5,651,991)
[0121] l1os sistemas de suministro también
ancluyen métodos de suministro de liberacién sostenida
de largo plazo, que son bien conocidos por aquellos con
destreza en la especialidad Por "liberacaén sostenida*
o "liberacién de largo plazo" como 8e emplea aqui, se
entiende que el gistema de suministro administra una
cantadad farmacéuticamente efectiva de 1los presentes
compuestos por mis de un dfa, de preferencia mis de una
semana y en particular al menos aproximadamente 30 dfas a
60 dias o mwés Sistemas de liberacién a largo plaz
pueden comprender s6lidos o© geles implantables que
contienen el presente péptido tales como polimercs
biodegradables descritos anteriormente, bombas,
incluyendo bombas peristilticas, y bombas de propulsores
de fluorocarburo, bombas osmSticas y mini-osmbticas, y

semejantes Bombas peristilticas suministran una
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cantidad determinada de droga, con cada activacién de la
bomba, el depfsito puede ser rellenado, de preferencia en
forma percutinea a través de una compuerta Un
controlador establece la dosis y también puede
proporcionar una lectura en la dosis suministrada, doaias
restante y frecuencia de suministro Bombas de propulsor
de fluorocarburo utilizan un 1ligquidp de £luorocarburo
para operar la bomba El liquido fluorocarburo ejerce
una presifn de vapor sobre la presién atmosférica y
comprime una cimara que contiene la droga para liberarla
Las bombas osmSticas {y bombas mini osmbticas) utilizan
la presiém osmbStica para liberar la droga a velocidad
conatante ILa droga est& contenida en un diafragma
impermeable, que estd circundado por el agente oamétic

Una membrana semi-permeable contiene el agente osmético,
y toda la bomba se aloja en una cubierta La difusién
de agua a través de la membrana semi-impermeable comprime
el diafragma que sostiene la droga, forza la droga a la
corriente sanguinea, 6rganoc o tejido Estos y otros de
estos implantes son particularmente fitiles para tartar
una condicién de enfermedad inflamatoria, especialmente
aquellos que manifiestan episodios recurrentes o que son
progresivos en naturaleza, al suministrar los

oligopéptidos de la invencién mediante dosis silstémicas

AT
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{(por ejempl intravencosas o subcutineas) 1l calizadas en
una forma sostenida de largo plazo

[0122]) La presente invencién también abarca las
combinaciones terapéuticas aqui descritas en la forma de
un equipo o© formulacién empacada Una formulacién
empacada o equipo como se emplea agquf incluye una o més
dosis de un péptido i1mmuno modulador, y sus sales, y
opcionalmente al menos un agente terapéutico adicional
para terapia en combinacién tal como un agente anti-
anflamatoric o anti-diarreico, en un recipiente que
contiene las dosis en conjunte con instrucciones para
administracién simultfinea o secuencial a un pacilente
Por ejemplo, el paquete puede contener los péptidos junto
con un portador farmacéutico combinado en la forma de un
polvo para mezclar en una solucién acuosa, que puede ser
ingerido por el sujeto afectado Otro ejemplo de droga
empacada es una jeringa de presién pre-cargada, de manera
tal que las composiciones puedan suministrarse en forma
colénica El paquete o equipo incluye instrucciones
apropiadas, que abarcan diagramas, grabaciones (por
ejemplo audio, wvideo, disco compacto), y programas de
computadora que proporcionan instrucciones para uso de la

terapia de combinacién



10

15

/Jf)'

[0123] Lase deacripciones anteriores de
modalidades especificas de la presente invencién se han
presentado para propésitos de ilustracién y descripcién
No se pretenden exhaustivas o que limiten la invencién a
las formas precisas descritas, y evidentemente son
posibles muchas modificaciones y variaciones a la luz de
la enseflanza anterior

[0124] Todas las publicaciones y solicitudes de
patente mencionadas en esta especificacitn, aqui ee
incorporan por referencia en la misma proporcifn como sei
cada publicacién o solicitud de patente individual se
indicara en forma especifica e individual incorporada p r
referencia

EXPERINENTAL

[0125] Como se describe en las solicitudes de
Patente de los EUA Nos 08/838,916 y 08/028,083 y en
la literatura relevante, incluyendo Grassey Y
colaboradores, e definieron par&metros con base en
oligopéptidos conocidos que previamente se encontrd
tienen propiledades para inhibir actividades en células T
(ver por ejemplo Buelow y colaboradores, arriba) El
espacio de conformacién necesario para actividad
1nmnosupresiva se calculé de acuerdo con el

procedimiento descrito por Yasrl y colaboradores, arriba
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Utilizando estoe parfmetroa (ver la Tabla I), que
definen compuestos gque tienen actividad inhibitoria de
células T conocida, se diseflaron y probaron nuevos
péptidos citomoduladores, ¥y 8e encontrd que tienen
actividad igual o que scbrepasan compuestos activos
conocidos El programa de computadora empleado para
pronosticar y diseilar la actividad inmuno supresora de
péptidos y pseudo péptidos, se desarrolls como sigue

1 Metodologia

[0126] En base a un juego de datos experimental
inicial hecho de péptidos que muestran o no muestran
actividad inmuno supresora, se deduce

1 Una Bsecuencia consenso que contiene 1 o
amino &cidos requeridoe para la actividad y que permite
el desarrollo de nuevas bibliotecas de péptidos o pseudo-
péptidos,

ii Un conjunto de propiedades fisico quimicas
Yy topolégicas involucradas en la actividad y convertidas
en conjunto de restricciones por la técnica de trazo de
mapa © mapeo variable (Grassy y colaboradores, J of
Molecular Graphics 13 356-367 (1995))

2 Trazo de Mapa Variable
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[0127] El método se basa en restricciones
fisico-quimicas y de conformaciém como se deduce de 1 a
resultados de un juego de entrenamiento de datos

Restricciones Fisico quimicas

[0128] El método requiere la determinacién de
restriccién fisico-quimicas definidas como rangos de
propiedades para la actividad biolégica El método
computacional empleado para la determinacién del juego de
restricciones se denomina Trazo de Mapa Variable y se
describe a continuacién

El Enfoque de Trazo de Mapa Variable

[0129] Esta técnica cualitativa consiste de una
evaluacidn de la distribucién (global o en por clento) de
las moléculas activas e inactivas como una funcién de 1 e
valores de los parimetros determinados La superposicién
de todas las grédficas (actividad-propiedad) exhibe, para
clertos parfmetros, a los valores limitantes (bajo y/
superior) que sean neceparics para llevar a un compuest
activo Este método gréfico da un diagnéstico de las
dependencias no lineales cualitativas entre la actividad
Yy una propiedad molecular Respecto a aquellas
propiedades i1nvolucradas en ainteracciones de receptor
ligando, se ha establecido claramente que la existencia

de contingencias estrictas que determinan la
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adaptabilidad al recept r, implica una incrustacién de
ciertas propiedades estructuralea y fisico-quimicas
Este método resulta en reglas simples que pueden
emplearse para pronosticar la actividad de productos
desconocidos Una representacién gréfica que muestra el
nimero de éxitos respecto al niimero de violaciones de las
reglas nos permite comparar las distribuciones con las
actividades para el jJuego completo de moléculas en
estudio

3 Parfmetros £fisico-quimicos y topolégicos
empleados en la definiciém de las restricoiomes
involucradas en la actividad inmmosupresora de péptidos

y pseudopéptidos
Lipofilicidad

[0130] La lipofilicidad de péptidos expresada
como logP (en donde P es el coeficiente de particién y un
péptido nombrado entre agua y n-octanol) Valores logP
moleculares pueden calcularse por TSAR 2 31 utilizando
loa valores logP incrementales atSmicos determinados por
Ghose y colaboradores, J Chem Inf Comput 29 163
(1989) Como se demostrd por el anélisis del juego de
datos inicial, la lipofilicidad de un péptido
inmunosupresor debe ser >-6 85

Indices Topolégicos
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[0131] Indice Balaban (Balaban, Chem Phys 89
399 (1982))

El indice Balaban calculado para una gréifica
molecular conectada (H suprimida) se calcula como sigue

M __ EB(Dipy) °°
p+1

en donde M es el nimero de bordes en la grifica, g (mu)
es el nimero ciclomi&tico de la gréifica, es decir el
nGmerc minimo de bordes que deben ser retirados antes de
que G se vuelva aciclica, y Dy = EDy; (con j=1) es una
matriz de distancia de la ruta wmfis corta entre los dos
vértices

[0132] Volumen Molecular

El volumen molecular se calcula considerando
radioe de Van der Waals esténdar para cada elemento
Este cllculo se efectfia en la conformacién extendida del
péptaido

[0133] Volumen Elipsoidal

Este volumen gse calcula después de
determinacién de los tres componentes del momento de
inercia de la molécula, considerando masas atSmicas
promedio para &tomos constituyentes El cédlculo se
realiza en la conformacién extendida del péptido

[0134) Refractividad Mclecular
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La refractividad molecular se calcula
utilizando los valores de refractividad molar atSmica
determinada por Ghose y colaboradores, arriba

[0135] Momento Dipol

Este parimetro se calcula en la conformacién
extendida de los péptidos El momento dipolo total para
una molécula se expresa en unidades Debye

B = eEryqy
en donde r; es la distancia de un &tomo al origen, gy es
la carga del &tomo i Las cargas en los &tomos se
calculan utilizando el método de Carga-2 (Abraham y
Smith , J Comput Aided Mol Design 3 175-187 (1989))

[0136] Kier Chir V4

Beste Indice es aquel de 1los 1indices de
conectividad desarrollados por L B Kier El Kier Chi V
4 se calcula en varias etapas (H incluido)

a Determinacién y numeracién de todas las
rutas de longitud 4 en la gr&fica molecular del péptido

b Chlculo de cada ruta de longltud 4 de las
sigulentes cantidades

ca=A[(My")]17° %
para j = 1, 4, en donde *y = Z; - hy se define para un

Stomo como la diferencia entre el nfimero total de
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electrones de valencia Zy y el nGmero h; de Atomos de
hi;régeno ligados al &dtomo 1
¢ Suma de todos estos valores referentes a
todo el juego de subgrificas de longitud 4 en la gr&fica
X = B (c,)
[0137] Kier Kappa Alfa

Kier Kappa alfa 1(K-alfa')

81 A er el nimero total de &tomos de la
molécula (H incluldo, Kalfa! es igual a
(A+alfa) (A+alfa-1)?

(P,+alfa)?
con

alfay = 5 -1
Tesp
r1 es el radio covalente del &tomo 1 y xCyp es el radi
covalente de un carbono sp,’, P, es el nfimero total de
rutas de longitud=1 sobre 1la gr&fica molecular del
péptido en estudio

Kier Kappa alfa 2 (Kalfa?®)

S1 A es el nimero total de &tomos de la
molécula (H incluido), Kalfa®? es igqual a
(A+alfa) (A+alfa-1)2

(Py+alfa)?

con
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pd

alfa; = Xy -1

3
re.’

ri e8 el radio covalente del &4tomo i y rc.,’ el radi
covalente de un carbono sp,’, P, es el nGmero total de
rutas de longitud=2 sobre la gr&fica molecular del
péptido bajo estudio

[0138] Fi de Flexibilidad

Con base en las formulas anteriores, 1la
flexibilidad de la molécula puede definirse como

Phi=(Kalfa') (Kalfa®) /A

en donde A es el nimero total de &tomos (H incluido)

Conteo de Atomos y grupos

El nGmero de loe siguientes tipos de &tomos
también se empleS como una restriccidn

- NGmero total de A&tomos de oxigeno del péptido

- Nimero total de &tomos de nitrégenc del
péptido

El nGmero de los siguientes grupos también se
emplea como una restriccién

- Nimero total de grupoa etilo

- NGmero total de grupos hidroxilo

4 Valores de las restricciones

Generacién de bibliotecas péptido o pseudopéptido
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[0140] Partiendo de las secuencias de consenso
Arg-X-X-X-Arg-X-X-X-X-Tyr en donde X es un amino &cad
que es como se definié anteriormente y en la f6rmula
aniloga previa, los pardmetros fisicoquimicos y
topoléSgicos previamente previamente descritos se calculan
Y 81 estos parimetros estuvieran dentro de laa
restricciones definidas por el juego de entrenamient
anicial Por ejemplo, partiendo de X=Leu, nLeu, Trp,
Tyr, Gly o Val, una biblioteca de 279,936 moléculas se
genera y solo 26 de ellas satisfacen las restricciones
requeridas

[0141] ILos rangos de propiedades necesarias
para obtener una actividad biol6gica se resumen en la
siguiente Tabla 1

Tabla 1
Rangos de valores de parémetros fisico-quimicos y

sstructuralas
Propiledad Minimo Maximo
LogP -6 8495 -0 004
Volumen Elipsoidal (A®) [5785 5 29460 00
Volumen Molecular (A?) 660 9 1050 4
Refractividad Molecular |221 30 359 3
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Propiedad Minimo Miximo
Kier Chi V4 3 325 5 342
Kappa alfa; 26 120 44 31
Flexibilidad 22 50 40 3
fndice Balaban 2 846 6 701
Dipolo total 3 423 80 79
Némero de &tomos de |10 15
oxigeno

Nimero de 4dtomos de|8 20
nitrbgeno

NGmero de grupos etilo 0 1
Ndamero de grupos |1 3
hidroxilo

5 Caracterisacién del espacio conformacional
involucrado en la actividad inmunosupresiva de péptidos y
pseudopéptidos
Vector de autocorrelacitn espacial de una estructura 3D

[0142] El concepto de descripcién de
autocorrelacién de una estructura molecular primero se
introdujo por Broto y colaboradores, Eur J Med Chem
19 66-70 (1984) Este vector bésicamente representa la
distribucién de distancia discretizada, que se deriva de

la matriz de distancia interatémica de una molécula El
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primer componente de este vect r (A;) es igual al nlmero
de &tomos © estructuras, los otros componentes Ai.. A, se
definen por el nGmerc de parea de &tomos que se geparan
por una distancia entre el rango definido por el limite
inferior (n-1)Dy, en donde n es el orden de la caja o
tolva del vector y D es el incremento en distancia
Bimilarmente, es posible calcular la distribucifn de una
propledad atSmica P En este caso, el componente de
autocorrelacién ponderado AP, se obtiene por la suma de
los productos de los valores de propiedad P en los &tomos
i, J gque tienen una interdistancia que pertenece al
intervalo de distancia ([(n-1)Dy, nDjl El nfimero de
componentea del vector luego 8e define pOr ngyx =
(Dpax/Di}+1, en donde Dg.x €8 la distancia interatémica
mayor en la estructura
El vector de autocorrelacién exhibe algunas
caracteristicas fitiles
X Este vector alcanza una reduccidén
substancial de datos de conformacidn Una
conformacién completa se describe por un
conjunto limitado de n valores numéricos
X El vector es muy ficil de calcular en base a
los datos de coordenados 3D Por lo tant ,

es posible calcular y almacenar este vector
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durante estimulos de dindmica molecular, la
reduccién del tamafio del almacenamiento
involucrado en este proceso, en comparacién
con el almacenamiento clidsico es un conjunto
de matrices de distancia completas, permite
estimulos més prolongadas que el usual

X El1 vector de autocorrelacién de una
conformacién es invariante transicional y
rotacicnalmente y también es independiente
de la numeracién atSmica de la molécula

X Este vector es esensible tanto a cambios
menores como mayores en conformacién entre
mie se cambie la conformacién, se modifican
mis los componentes del <vector La
sensibilidad depende del incremento en
diatancia selecto para célculos, pero un
incremento para 0 5A o 1 A (pequefias
moléculas) a 5 A (macromoléculas) es una
buena seleccién para 1las simulaciones
usuales (Yasrl y colaboradores, Protein
Engineering (Ingenierfa de Proteinas)
11 959-976 (1996))

{0143] Es posible analizar solo una parte de

una estructura o solo un subconjunto especifico de &tomos
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de esta estructura, por ejempl C, en proteinas, N
tomos, &tomos pesados, etc El vector se define
totalmente por el conocimiento de una estructura, de
manera tal que la comparacién de estructuras diferentes
puede realizarse utilizando este vector sin ninguna

raferencia

Anflisis de dinfimica molecular utilizando wvectores de

autocorrelacién 3-D

[0144] Aplicado al péptido HLA-B2702 75-84 (la
secuencia de amino 8cid s
Arg-Glu-Asn-Leu-Arg-ile-Ala-Leu-Arg-Tyr) Y de ls
diversos péptidos derivados activos e inactivos de los
mismos, se realizaron simulaciones de dinfimica molecular
utilizando AMBER 4 1 La simulacién de un nanosegundo de
dinSmica genera un conjunto de 10 conformaciones (una
conformacién por picosegundo) Por cada conformacifn el
vector de autocorrelacién 3D se calcula utilizando TSAR
con un incremento en distancia de 1A y solo un juego de
conformaciones se almacend como vectores de
autocorrelacién 3D contra matriz de tiempo (10%m)

[0145] El objetivo de trabajo fue definir el
espacio de conformacién responsable para actividad
inminogupresora, por comparacién de los espacios de

conformacién de péptidos activos e inactivos utilizando
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la metodologia explicada en las referencias citadas en la
Literatura Relevante

6 Andlisis Estadfistico

Anfilisis de Conglomerados

[0146] A fin de comparar diferentes
conformaciones, fue determinada la matriz de distancia
entre todas estas conformaciones en el hiperespacio
definido por lose componentes de sus vectores de
autocorrelacién 3D no ponderados Entre mis sea anfloga
la estructura de los dos compuestos, més corta seri su
distancia Este método proporciona una cuantificacién
del ajuste molecular rigido Utilizando la conformacién
eatindar como referencia, el valor numérico de esta
distancia es anfllogo a una desviacién raiz cuadrada
media

Anflisis de Componente Principal (PCA = Principal

component analysis)

[0147] PCA es un método eatadistic
multidimensional para anflisis de datos, adecuado para
representar moléculas en el hiperespacio de sus
propledades (descriptores moleculares) PCA puede
utilizarse para reducir una gran cantidad de descriptores
a un nGmero mis pequefio de variables ortogonales
sintéticas emitidas de una combinacién 1lineal de
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descriptores riginales Este método retiene la parte
mis grande de la informacién inicial total Las
variables originales se normalizaron y la diagonalizacién
de la matriz de covariancia se calcula utilizando 1la
rutina de transformacién de Jacobl clésica Los
componentes del vector de autocorrelograma 3K
proporcionan una buena descripcién de la estructura 3K de
diferentes conformaciones, pero son problemAticos para
manejar debido a que contienen demasiados datoa para
ocbtener una visualizacién f&cil PCA puede reducir la
dimensionalidad de los datos y una representacién 2D o 3D
que contiene la mayor informacién original posible
Utilizando PCA, los péptidos inmunosupresores exhiben un
espacio de conformacifén comin bien definido Todos 1 8
péptidoa capaces de alcanzar estas especificacliones de
conformacién pueden exhabir una actividad
lnminosuprescra

Coordenadas de espacio de conformacién de pé&ptido bel nL

conformacién bioactiva

{0148]) La Figura 1 muestra el espacic de
conformacién bi-dimensional y conformacién relaclonada
del péptido bel nL (RDP58), en donde el péptido bcl nL
tiene una secuencia de amino &cidos

Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr y en donde "nL* es

U
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norleucina (ver a c ntinuacién) Las structurae
trazadas se obtuvieron al aplicar el método de anélieis
de conglomeradc en toda la trayectoria del péptido bc
1nL

5 Conformaciones principales del péptido bc 1nL

[0149] Propledades estructurales de las

conformaciones visitadas principales de bec 1nL (Figura 1,

(1), (2), (3), (4) y (5)) y su espacio de conformacién se

resumen en la Tabla II Estas propledades se refieren a

10 las coordenadas en el espacio tri-dimensional definidas

por los tres primeros componentes principales
(coordenadas PCA), y el radioc de giro (Rg)

Tabla 2
Coordenadas espaciales (coordenadas PCA) y radio de giro

15 (Rg) de conformacién dinimica de péptido bc 1nL

Conformacio- Coordinadas PCA Rg
nes
PCl PC2 PC3

{1) 0 785 -2 816 -0 531 9 92
(2) 0 382 -0 899 -0 164 7 99
(3) -0 811 0 345 -0 481 6 93
(4) 0 741 0 950 -1 092 6 76
(s5) -2 096 -0 286 ¢ 770 6 67
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Espacio de conformacién de péptidos activos

[0150] La trayectoria del péptido D2 (secuencia
de amino &cidos Arg-Val-Asn-Leu-Arg-Ile-Ala-Leu-Arg-Tyr)
se ha descrito por el método de autocorrelacién 3-D y los
datos analizados por anfilisis de componentes principales
Esto proporciona un plan principal definido por los 2
primeros componentes principales gue contienen todas las
conformaciones visitadas durante la trayectoria La
trayectorra de péptido 2D se emplea como una referencia
de trayectoria y todas las trayectorias calculadas se
proyectaron en su plan principal (Figura 2)

[0151) Los péptidos immunosupresores exhibieron
un espacio de conformacién comin bien definido que
caracteriza los siguientes puntos
Dimensiones PCA

PCl Minimo =-2 0, Miximo = 2 0

PC2 Minimo =-2 0, Miximo =« 1 ¢

PC3 Minimo =-1 0, Miximo = 1 0

[0152] Los siguientes péptidos, definidos como
péptaidos be, fueron disefiados

N3
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Tabla 3

AREEELEEEEEEEEEEEEERE
8| 3| 8| 3| 8| 8| 8| 8| 8 8| 8| 5| 5| 8] 588843
8 8) 8 8 % 8 % 8 8 852838 3z4a
8 8 8 8 8 8| 8 8 & 238888 8388 3c¢
EEEEEREE R EEERE
EEREREREEER B EEEEREEE
8 8 8] 8 8 ¥ 8 B8 B F 8 B3 B F3 g3
% 8 88 3| 8 8 8| 3 3 % 8 3B B3y
HEHENHEE R EEEEEREEEEEE
EREEREE R EEEREEEREE
Al n| ol o] «| w| of ~| of of B A I 3 I 9] 3] 5] 2| 2| R




10

15

111

21 Arg |Leu |Tyr |Leu |Arg |Leu |Leu |[Leu |Gly |Tyr
22 Arg |Leu |Leu |Tyr |Arg |Leu |Leu |Leu |Gly |Tyr
23 |Arg |Leu {Leu |Leu |Arg |Tyr (Leu |Leu |Gly |Tyr
24 Arg |Leu |Leu |Leu |Arg |Leu |Tyr |Leu |Gly |Tyr
25 Arg |Leu |Leu |Leu [Arg |Leu |Leu |Tyr |Gly |Tyr
inL. |Arg |nIL, [nL |nL |Arg |nL |(nL [nIL |Gly |Tyr

nl, = norleucina
EJEMPLO 2
Tratamiento RDP58 Reduce Toxicidad Gastrointestinal
Inducida por CPT-11

[0153] En pacientes de clncer que reciben
terapia CPT-11, el desarrollo de diarrea limita la
administracién de quimioterapia efectiva mixima Este
estudio evalu® RDPS58 como un agente protector potencial
para atenuar toxicidad gastrointestinal inducida por
CPT-11 y subsecuente mortalidad en un modelo de tumor
murino En un estudio para hallar dosis, ratones que no
contienen tumor normales fueron inyectados
intraperitonealmente con 200 mg/kg de CPT-11 una vez al
dfa por tres dias consecutivos y concurrentemente se les
dieron 0, 2 5, 5 0 o 10 mg/kg de RDP58 oralmente Como
se 1lustra en la Fagura 3 y a continuacién en la Tabla 4,

RDP58 mostrS un incremento dependiente de dosis en

2
L\
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supervivencia doce dias después de la primer inyeccidn de

CPT-11
Tabla 4
CPT-11 RDP58 Pérdida Toxicidad Mortalidad
(mg/kg/dia)} (wg/kg/- miximg de (%)
dosis) peso Diarrea
200 Ninguno 29 4+4 3 97(29/30)® 73 (22/30)
200 25 27 8+3 7 67(10/15)® 60 (9/15)
200 5 25 6+4 4 40(12/30)® 23 (7/30)
200 10 24 6+1 9* 33(5/15)® 7 (1/15)

a p<0 05, ANOVAD p=0 001, ©prueba de tendencia
Cochran-Armitage

[0154] Solo uno de quince ratones murid del
tratamiento CPT-11 comparado con 22 a 30 ratones en el
grupo de control Un decremento dependiente de dosis al
aparecer diarrea, también se observl en ratones gue
reciben RDP58 Adicionalmente, a los ratones que se les
administrd 5 0 y 10 0 mg/kg de RDP58 mostraron una
reduccién en la pérdida de peso corporal total méximo en
comparacién con ratones no tratados RDP58
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Tratamiento con RDP58 Reduces la Toxicildad

Gastrointestinal Inducida por 5-¥U

[0155] Un segundo estudio se realiza para
determinar s1 RDP58 también limita la diarrea inducida
por 5-FU Normalmente, ratones que no contienen tumor
fueron tratadoas con 100 mg/kg de 5-FU diariamente por dos
dfas consecutivos y concurrentemente se les dié 10 mg/kg
RDP58 oralmente o solo agua Como se ilustra en la
Figura 4 y en la Tabla 5 a continuacifn, doce dias
después de administracién de 5-FU, animales tratados con
RDP58 tuvieron la proporcidn de supervivencia de 50% en
comparacién con 10% para animales no tratadoa Todos 1 s
diez animales en el grupo de control tuvieron diarrea en
comparacién con solo tres de diez animales tratados con
RDP58 Adicionalmente, una reduccién significante en
pérdida de peso corporal total se observa en el grupo qug
recibe RDP58

Tabla 5

CPT-11 RDP58 Pérdida de Toxicidad Mortalidad
(mg/kg/dia) (mg/kg/ peso miximo (%) Diarrea
dowis)
100 Ninguno 34 744 6 100(10/10) 90 (9/10)
100 10 13 943 8b 30(3/10) 10(1/10)
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[0156] b p < 0 05, ANOV
EJEMPLO 4
RDP58 Reduce el Tratamiento Relacionado a Mortalidad y
Toxicidad Gastrointestinal Sin Disminuir la Eficacia de
CPT-11
[0157] Para determinar s1 RDP58 alterS 1la
eficacia de terapia de CPT-11, ratonea que tienen tumores
CT-26 fueron tratados con los tres regimenes de CPT-11 a
100 mg/kg de qdx3 y que les dio 5 0 mg/kg de RDP58
oralmente Ambos grupos mostraron una reduccidén similar
en peso de tumor (Figura 5, decremento de 55% en tratado
con RDPSB y 61% en sin tratar RDP58) 8in embargo, la
supervivencia fue incrementada seignificativamente en
grupos a los que se les dié RPD58 (Figura 6) No se
observaron muertes relacionadas con tratamiento en el
grupo RDP58 en comparacifén con 40% de mortalidad en el
grupo de control
EJEMPLO 5
Tratamiento con RDP58 Incrementa la Dosis Miixima de
CPT-11
[0158] Para determanar si el tratamiento con
RDP58 oral concurrente puede incrementar la dosis mixima

de CPT-11 gsin un incremento concomitante en mortalidad,

A&
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rat nes que no contienen tumor normales, fueron
inyectados con qgdx3 con 0, 100, 200, 300, o 400 mg/kg Gde
CPT-11 inyectado i p qdx3 en los dfas 0, 1 y 2 Se
administré oralmente RDP58 a 10 mg/kg en el agua a partir
del dia 3 Se supervisaron ratones para pérdida de peso
corporal, incidencia de diarrea y mortalidad hasta el fin
del estudio el Dia 12 La LD50 en el grupo CPT-11 fue de
aproximadamente 450 wmg/kg/de doesis total Como se
ilustra en la Figura 7, la administracién de RDP58
incrementa la LD en aproximadamente 725 wmg/kg/dosis
total, o por un factor de aproximadamente 1 6x
EJEMPLO 6
Tratamiento con RDP58 Permite una Dosis Méixima
Incrementada de CPT-11l Con Menor Mortalidad y Respuesta a
Tumor Mejorada

[0159] Para determinar si una reduccién en
toxicidad GI y mortalidad con tratamiento de RDPS8
permite un aincremento en dosificacién de CPT-11,
comparamos la mortalidad de tratamiento y respuesta de
tumor en ratones que tienen tumor tratados con dosis
mfixima tolerada (MTD = maximum tolerated dose) de
Irinotecan(CPT-11), 2 X MTDCPT-11, o 2 X MTD mis 10 mg/ml
RDP58 Con su programa de tratamiento, encontramos que

MID es 600mg/kg de CPT-11 (66 "mg/kg/inyeccién x 9
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inyecciones durante 12 dfas t tal) No murieron animales
en este grupo de tratamiento de CPT-11l, y los volimenes
de tumor dieminuyeron en aproximadamente 40% en
comparacién con controles gin tratar (Figura 9)
Animales tratados con 1200 mg/kg de CPT-11 o 1200 mg/kg
de CPT-11 + 10 mg/ml de RDP58 mostraron un decremento en
mSs de 80% en volumen de tumor 8in embargo, soclo 50%
(6/12) de los animales en el grupo 2 X MID de CPT-11
sobrevivieron el régimen de tratamiento completo mientras
que el grupo CPT-11 + RDP58 tuvo supervivencia de 83%
{10/12), como se ilustra en la Figura 8 Aungue 1 8
datos de mortalidad no son estadisticamente significantes
al nivel de confianza 95% (p=0 067, prueba de largo
rango), estos datos soportan fuertemente la conclusién de
que al incrementar en escala la dosis de RDP58 permitiri
un incremento en MID y de esta manera mejorar la
respuesta anticéncer
EJEMPLO 7
Tratamiento da RDP58 Reduce Proatitis Inducida por
Terapia de Radiacién

[0160] Estos estudios evalfian administracifn de
péptido RDP58 para evitar o reducir dolor
gastrointestinal asociado con terapia de radiacién El

estudio 1 encuentra la dosis &Sptima y el programa de

/%°
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radiacién al emplear en estudi s de eficacia subsecuente
El estudio 2 estima los efectos protectores de RDP58 en
animales que no contienen tumor dado un incremento en
eacala en dosis de radiacién El estudio 3 estima 8i un
incremento en dosis de radiacién para efectuar mej r
respuesta a tumor, puede puministrarse sin un incremento
concomitante en toxicidad Estos estudios determinan si
la administracién RDP58 oral evita o reduce tratamiento
asociado con toxicidad gastrointestinal y permite una
dosificacién incrementada para wmayor respuesta de tumor
en tratamiento, por ejemplo para cénceres colo-rectales,
de préstata y oviricos metastésicos

[0161)] Estudio 1- Optimizacién de dosis de
radiacién A ratones normalmente sanos 8e les
proporcionan dosis de incremento en escala de radiacién
para determinar la dosis de radiaciém gque resulta en
diarrea en 950% de los animales de control Se supervisan
los animales diariamente para pérdida de peso corporal,
diarrea y wmorbidez Animales que pierden > 25% de pes
corporal © que muestran signos de severa tensién se
sacrifican humanitariamente La dosis y programa 6ptimos
que resultan en aproximadamente 90% de los animales

tratados que tienen diarrea se eligen para loe aiguientes
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estudios En f rma alterna, anflisis hist 16gico del
iantestino puede emplearse para determinar dafio al tejido
[0162] Estudio 2 - Evaluacién de actividad de
RDP58 en animales que no contienen tumor normales, dadas
dosis de radiacién incrementadas en escala El estudi
inicial utiliza 10 mg/kg de RDPS8 suministrados
diariamente Esta dosis se ha mostrado que reduce la
mortalidad asociada con tratamliento de Irinotecan
(CPT-11) y 5-Fluorouracail (5-FU) y diarrea en ratones e
incrementa IDS50 de CPT-11 de aproximadamente 465 mg/kg a
720 mg/kg de dosia total Se supervisan ratones para
pérdida de peso corporal, incidencia de diarrea vy
morbidez 81 la proteccién se demuestra a la dosis de
radiaci6n de partida, un estudio en la escala de dosis de
radiacién se realizarid para determinar si 10 mg/kg de
RDP58 permiten una exposicién a radiacién incrementada
mientras que evita © reduce la toxicidad GI y 1la
mortalidad Anfilisis histolégico de epitelio intestinal
también se realiza del control Bselecto y animales
tratados con RDP58 para confirmar observaciones clinicas
[0163] Estudio 3 - Escala en dosis de radiacitn
en animales que tienen tumor Un modelo de tumor
sinegenéico de tumor de aascitos se utiliza Ratones C57

BL/6 se inyectan intraperitonealmente (1 p ) con timoma

e
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limitar la diarrea-la toxicidad limitant de dosis mayor
y de esta manera mejorar la supervivencia a largo plazo
[0165] Todas las publicaciones y solicitudes de
patente mencionadas en esta especificaci6tn aquf se
incorporan por referencia en cierta proporcién como si
cada publicacién o solicitud de patente individual fuera
especificada e indicada individualmente como incorporada
por referencia Con la invenci6én ahora descrita
completamente, para una persona con destreza ordinaria en
la especialidad serd aparente que pueden realizarse
muchos cambios y modificaciones a la misma sin apartarse

del espiritu o alcance de las reivindicaciones anexas
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REIVINDICACIONES

1 Método para reducir las toxicidades
gastrointestinal inducidas por terapia citoablativa,
caracterizado porque comprende administrar a un paciente
que pge 8somete a terapia c¢itoablativa, una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un péptido inmunomodulador,
en donde el péptido inmunomodulador comprende un
oligopéptido que comprende la secuencia de amino &dcidos

B-X-X-X-B-X-X-X-J-TyT

en donde B es Lys o Arg, X es un amino &cldo alifidtico o
aromitico, J es Gly, Lys o Arg, en donde los amino &cidos
son los L-isbmeros, los D-isdSmeros y norleucina de origen
natural

2 Método de conformidad con la reavindicacién
1, caracterizado porque para el oligopéptido, B es Arg, X
es un amino &cido no polar alifético de 5 a 6 &tomos de
carbono incluyendo norleucina, amino &cido aromftico o su
D-is6mero, habiendo al menos 3 del mismo amino &cido no
polar alifdtico en el oligopéptido, y J es Gly o Arg

3 Método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque para el oligopéptido al menos 5
amino &cidos definidos por X son valina, 1leucina

norleucina y cualquier amino &cido restante definido por

X es Trp o Tyr
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Método de conf rmidad ¢ n la reivindicacién

3, caracterizado porque para el oligopéptido, al menos 5§

amino &cidos definidos por X son iguales

5

Método de conformidad con la reivindicacién

1, caracterizado porque el oligopéptido se elige del

grupo que consiste de

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
(£)
(g)
(h)
(1)
(3)
(k)
(1)
(m)
(n)
(o)
(p)
(q)
(r)

Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Val-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-ile-Leu-leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Val -Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-ile-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr;
Arg-Leu-Leu-Val -Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-leu-Ile-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Val-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-lle-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-lLeu-Leu-Leu-Arg-Leu-Val-Leu-Gly-Tyr

Arg-Leu-Leu-leu-Arg-Leu-ile-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Val-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-leu-Arg-Leu-Leu-Ile-Gly-Tyr,
Arg-Trp-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Trp-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Trp-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Trp-Leu-Leu-Gly-Tyr,
Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-TIrp-Leu-~-Gly-Tyr,
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(s) Arg-Leu-lLeu-Leu-Arg-Leu-Leu-Trp-Gly-Tyr,

(t) Arg-Tyr-leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,

(u) Arg-Leu-Tyr-Leu-Arg-leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,

(v) Arg-Leu-Leu-Tyr-Arg-Leu-Leu-Leu-Gly-Tyr,

{w) Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Tyr-Leu-Leu-Gly-Tyr,

(x) Arg-Leu-leu-Leu-Arg-Leu-Tyr-lLeu-Gly-Tyr,

(y) Arg-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Leu-Tyr-Gly-Tyr, Yy

(z) Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr

6 Método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el método ademfisa comprende
administrar cuando menos un agente terapéutico adicional
Beleccionado del grupo que conasiste de agentes
anti-diarreicos, agentes anti-inflamatorios Y
analgésicos

7 Método de conformidad con la reivindicacién
6, caracterizado porque el agente terapéutico adicional
como minimo es un agente anti-diarreico

8 Método de conformidad con la reivindicacién
6, caracterizado porque el péptido inmumodulador y el
agente terapéutico adicional ge administran simulténea
secuencialmente

9 Una preparacién farmacéutica para reducir
toxicidad gastrointestinal anducida por terapia

citoablativa, caracterizada porque comprende a) un
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ligopéptido que comprende una gecuencia
Arg-nL-nL-nL-Arg-nL-nL-nL-Gly-Tyr en donde nkL es
norleucina Y todos los amino &cidos son
D-estereoisSmeros, y b) al menos un agente terapéutico

adicional seleccionado del grupoc que consiste de agentes

anti-diarreicos, agentes antl-inflamatoriocs Y
analgésicos
10 Una preparacisén farmacéutica de

conformidad con la reivindicacién 9, caracterizada porque
el agente terapéutico adicional como minimo es un agente
anti-diarreico

11 Método para mejorar la terapia de céncer
citoablativa, caracterizado porque comprende la
administracién de una dosis tolerada mfixima incrementada
de un agente citoablativa en combinacifén con una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un péptido inmunomodulador,
en donde el péptido inmunomodulador comprende un
oligopéptidc que comprende la secuencia de amino &cados

B-X-X-X-B-X-X-X-J-Tyr
en dordde B es Lys o Arg, X es un amino fcido alifftico o
aromitico, J es Gly, Lys o Arg, en donde los amino ‘&cidos
son los L-isSmercos, sus D-igémeros y norleucina, de

origen natural
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12 Método de conf rmidad con la
relvindicacién 11, caracterizado porque para el
oligopéptido B es Arg, X es un amino &cido no polar
alifitico de 5 a 6 &tomos de carbono incluyend
norleucina, amino &cido aromético o su D-isémero,
habiendo al menos 3 del mismo amino &cido no polar
alif&tico en el oligopéptido, y J es Gly o Arxg

13 Método de conformidad con la reivindicacién
10, caracterizado porque la dosis tolerada méxima del
agente citoablativo se incrementa por al menos 1 5x en
comparacién con la dosis mixima tolerada del agente
citoablativo en la ausencia del péptido inmunomodulador

14 Método de conformadad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque la dosis mixima
tolerada del agente citoablativo se incrementa por al
menos 2x en comparaciém con la dosis miAxima tolerada del
agente ciltoablativo en 1l1la ausencia del péptido
inmunomodulador

15 Método de conformidad con la
reivindicacaén 10, caracterizado porque para el
oligopéptido al menos 5 amino &cidos definidos por X son
valina, leucina o© norleucina y cualquier amino &cid

regtante definido por X es Trp o Tyr
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16 Método de conf rmidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque ©para el
oligopéptido al menos 5 amino &cidos definidos por X son

los miamos
17 Método de conformidad con la

relvindicacién 10, caracterizado porque para el péptido
inmumodulador y el agente citoablativo se admainistran

simulténea o secuencialmente

18 Método de conformidad con la

reivindicacién 17, caracterizado porque para el péptido

inmunomodulador se administra antes de la administracién

del agente citoablativo
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RESUMEN DR LA INVENCIGN

La presente invencién se refiere a
preparaciones farmacéuticas y a métodos para aliviar y
reducir 1la toxicidad gastrointestinal y disfuncién
inducidas por terapia citoablativa, en donde los péptid s
inmunomoduladores se emplean ya 8ea 8o0los o en
combinacién con agentes terapéuticos adicionales
Tambi1én e proporcionan mejoras a terapia de céncer
citoablativa, en donde la administracién de los péptidos
presentes en conjunto con la terapia citoablativa permite
la administracién de dosis toleradas miximas
incrementadas de el o los agentes citocablativos para

eficacia y respuesta de tumor mejoradas
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1 Método para Treducir las toxicidaded
gastrointestinal inducidas por terapia citocablativa
caracterizadc porgue comprende administrar a un paciente

que sSe somete a terapla citcablativa una cantida
farmacéuticamante efectiva de un péptido immmomodulador
en donde el péptido inmunomodulador comprends
oligopéptido que comprends la secuencia de amino &cidos
B-X-X-X-B~-X-X-X J-Tyr

en donde B es Lys o Arg X &5 un amino &cido aliffitico of
aromfitico J es Qly Lys o Arg an donde los amino &cidos
son los L-isémeros los D isSmeros y norleucina de origen
natural l

2 Método de conformidad con la reivindicacién
1 caracterizado porque para el oligopéptido B es Arg X
ea un amino &cido no polar alifftico de 5 a 6 &tomoa de
carbono incluyendo norleucina amino &cido aromético o su
D isémaro habiendo al menos 3 del mismo amino &cido no
polar alifitico en el oligopéptido y J es Gly o Arg

3 Método de conformidad con la reivindicacién

2 caracterizado porque para el oligopéptido al menos 5

amino &cidos definidos por X son valina leucina o,
norleucina y cualquier amino &cido restante definido por

X es Trp o Tyr
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Bogota D C
GNn
Doctor(a) Oficio N° L6583
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)

SANGSTAT MEDICAL CORPORATION

ASUNTO
Radicacidon N* 04-94999
Solictud intemacional PCT/US(03/006333
Fecha nicio fase nacional 26/09/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resuitado del examen de forma reahzado con fundamento en el articulo 38
de la Decisidbn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Matena de Patentes (PCT) regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Supenntendencia de Industna y Comercio se le
comunica que

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesidn del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art 26-k)
Decisidn 486)

e La solictud no contiene el poder debidamente otorgado con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedmiento Civil Adicionaimente deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representacidn legal de la sociedad solicitante
cuando éste fuere una persona juridica

+ El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identrdficar la
matena de la cual trata la solicitud ya que el relacionado no se encuentra
con la precisibn necesana para identficar claramente el objeto de la
solicitud de patente (Regla 43 PCT Art 27 27 Decision 486 Circular
Unica529)

En cumplhmiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486 se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio complete los requisitos antenormente enunciados
En caso de no dar cumplimento al presente requenmiento la solictud se
considerara abandonada y perdera su prelacién

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2 Iteral e)
del capltulo quinto del titulo pnmero de la Circular Unica N* 10 de 2001
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