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ES 2275 832 T3

DESCRIPCION

Péptidos humanos sintéticos y composiciones farmacéuticas que los comprenden para el tratamiento del lupus
eritematoso sistémico.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a péptidos sintéticos y, mas particularmente, a péptidos sintéticos basados en la
region determinante de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo anti-ADN monoclonal humano, a las compo-
siciones farmacéuticas que los comprenden y a su uso en la inmunomodulacién de las respuestas asociadas al lupus
eritematoso sistémico (LES).

Abreviaturas: 16/61d: Acm 16/61d (Acm frente a Id 16/6) humano; CDR: regién determinante de la complementa-
riedad; ACF: adyuvante completo de Freund: péptido hCDR: un péptido basado en una regién CDR del Acm 16/61d
humano; hCDRI: el péptido humano de la SEQ ID NO: 6; hCDR3: el péptido humano de la SEQ ID NO: 7; Acm
16/61d humano: Acm anti-ADN patégeno humano que lleva el 16/61d; ICD: depésitos de complejos inmunitarios;
Id: idiotipo; CGL: células de ganglio linfatico; Acm: anticuerpo monoclonal; MPM: metaloproteinasa de la matriz;
mCDRI: el péptido murino de la SEQ ID NO: 1; mCDR3: el péptido murino de la SEQ ID NO: 3; LSP: linfocitos en
sangre periférica; PBS: solucién salina tamponada con fosfato; rev: péptido invertido; LES: lupus eritematoso sisté-
mico; IAELES: indice de actividad de la enfermedad de LES; TGF-8: factor de crecimiento transformante 8; NT: no
tratado.

Antecedentes de la invencion

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria caracterizada por la presencia de una se-
rie de autoanticuerpos, incluyendo anticuerpos frente al ADN, anticuerpos frente a antigenos nucleares y anticuerpos
frente a ribonucleoproteinas. La progresién de la enfermedad estd asociada con las manifestaciones clinicas gene-
rales y la lesion en tejidos y érganos producida por los complejos inmunitarios. De manera similar a otros estados
autoinmunitarios, la etiologia del LES es multifactorial que conlleva factores genéticos, ambientales, hormonales e
inmunolégicos. No se dispone de ningin tratamiento dirigido hacia la prevencion o la cura del LES.

El anticuerpo anti-ADN monoclonal humano denominado 16/61d lleva un idiotipo comun (Shoenfeld et al., 1983).
Se encontré que el idiotipo tenia relevancia clinica en los pacientes con LES. Por tanto, se encontré que 16/6Id se
expresaba en anticuerpos anti-ADN del 54% de los pacientes con LES con enfermedad activa (Isenberg et al., 1984)
y en los 6rganos afectados de los pacientes con LES (Isenberg y Collins, 1985). Se inmunizaron ratones de estir-
pes consanguineas que no desarrollan ninguna enfermedad autoinmunitaria espontdnea con este Acm 16/61d anti-
ADN humano y desarrollaron las principales caracteristicas distintivas del LES en seres humanos y en los mode-
los murinos espontdneos para esta enfermedad (Mendlovic et al., 1988). Por tanto, tras la inmunizacién, los ratones
produjeron anticuerpos especificos frente a Id 16/6, anticuerpos que llevan el Id 16/6 y anticuerpos dirigidos contra
diferentes antigenos nucleares (dsADN, ssADN, Sm, ribonucleoproteina, Ro, La y otros). Los hallazgos serolégicos
se asociaron con leucopenia, velocidad de sedimentacién globular elevada, proteinuria, abundancia de complejos in-
munitarios en los rifiones y esclerosis de los glomérulos (Mendlovic et al., 1988), que son las manifestaciones tipicas
del LES.

Un Acm anti-16/6Id murino (Ac2) derivado de ratones con LES experimental, también puedo inducir la enfer-
medad experimental en ratones (Mendlovic et al., 1989), de manera similar al 16/61d (Acl). Ademads, se prepar6 un
Acm anti-ADN murino que expresa el Id 16/6 a partir de ratones afectados con LES experimental. El anticuerpo Ac3
denominado 5G12 reaccioné con anticuerpos especificos frente al Id 16/6. La inmunizacién con este ultimo anticuer-
po dio como resultado la induccién del LES experimental con manifestaciones similares, tal como se observo tras la
inmunizacién con el 16/61d humano (Acl) y con los Acm anti-16/61d murinos (Ac2) (Waisman et al., 1993). Estos
resultados muestran la importancia de la red del Id 16/6 en la induccién y la progresién del LES en ratones.

Con el fin de comprender el mecanismo por el que surgen los auto-anticuerpos asociados con el LES, la presente
invencion ha producido una variedad de anticuerpos monoclonales derivados de ratones C3H.SW en los que se indujo
LES experimental. Como norma, se encontré que los anticuerpos monoclonales que daban lugar a anticuerpos que
llevaban el Id 16/6 o que reaccionaban con €l eran patégenos y, por tanto, podian inducir LES experimental en ratones
(Fricke et al., 1990; Sthoeger et al., 1993).

Mais tarde, se secuenciaron las regiones variables (V) de nueve autoanticuerpos que se unen, o bien al ADN, o
al extracto nuclear (EN) de HeLa, aislado de ratones C3H.SW con LES experimental (Waisman y Mozes, 1993). Se
analizaron anticuerpos monoclonales con diferente especificidad en un intento por determinar las conexiones entre los
diferentes autoanticuerpos. Se encontraron tres Acm que se unian al ADN y se demostré que mostraban caracteristicas
de secuencia de los anticuerpos anti-ADN patdgenos. Se demostré que uno de estos Acm, denominado 2C4C2, utili-
zaba un gen de la regién V de la cadena pesada (H) (Vi) idéntico al Vy del Acm anti-ADN aislado de otros ratones
propensos a padecer lupus, concretamente (NZB x NZW)F,. El gen de la regiéon V de la cadena ligera (L) (V) del
Acm 2C4C2 es homdlogo en un 98% al V| de otro Acm anti-ADN, también aislado de ratones (NZB x NZW)F,.
Los otros dos Acm anti-ADN, denominados 5G12-4 y 5G12-6 comparten el 93% de sus secuencias Vy con las del
Acm 2C4C2. Basandose en el andlisis de estos Acm, parece que los autoanticuerpos encontrados en ratones con LES
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experimental utilizan elementos génicos similares a los utilizados por el Acm que se aislé de estirpes de ratones que
desarrollaban lupus espontdneamente.

Las células T desempefian un papel importante en la induccién y el desarrollo del LES experimental. Por tanto,
se demostr6 que las lineas de células T y clones especificos para el Id 16/6 inducian LES experimental en receptores
singénicos de manera similar al anticuerpo 16/61d. Por tanto, tras la inoculacion de las células activadas de las lineas,
los ratones desarrollaron tanto la serologia como la lesion renal que es tipica para el LES (Fricke et al., 1991).

Tal como se describi6é anteriormente, el Acm 5G12 que se aislé de ratones con LES experimental y que se de-
mostré que se unia al ADN y que lleva el Id 16/6 puede inducir LES experimental en ratones (Waisman et al., 1993).
Es probable que las células T que reaccionan especificamente con el Acm mediante proliferacion, estén reaccionan-
do con péptidos que representan las secuencias de sus regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Es
muy probable que las células T reconozcan las regiones V de los anticuerpos anteriores, puesto que no reaccionan
con otros anticuerpos que llevan la misma regién constante pero que tienen diferentes especificidades. Dentro de la
regidn variable, las regiones con la probabilidad més alta para reconocerse son las CDR, puesto que son las regiones
que difieren mds entre los diversos anticuerpos. Las regiones CDR de las secuencias Vy de los nueve Acm murinos
patégenos mencionados anteriormente que inducen LES en ratones se indican mediante un recuadro en la figura 1 de
Waisman y Mozes, 1993, en la que se presentan las secuencias de nucledtidos y de aminodcidos deducida completas
para las cadenas pesadas variables (Vy) de los nueve Acm.

La publicacién de patente internacional PCT nimero WO 96/30057 de los presentes solicitantes describe péptidos
basados en las regiones CDR de Acm patdgenos aislados de ratones con LES experimental, en particular los péptidos Ia
a IlTa, basados en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente de la cadena Vi del Acm murino denominado
5G12, y los péptidos IVa y Va, basados en las regiones CDR1 y CDR3, respectivamente, de la cadena Vi del Acm
murino denominado 2C4C2. Estos péptidos tienen las secuencias indicadas sustancialmente mediante de SEQ ID NO:
1 una SEQ ID NO: 5, tal como sigue:

TGYYMQWVKQSPEKSLEWIG (Ia) [SEQ ID NO: 1]
EINPSTGGTTYNQKFKAKAT (Ila) [SEQ ID NO: 2]
YYCARFLWEPYAMDYWGQGS  (Illa) [SEQ ID NO: 3]
GYNMNWVKQSHGKSLEWIG (IVa) [SEQ ID NO: 4]
YYCARSGRYGNYWGQTL (Va) [SEQ ID NO: 5]

El inventor demuestra que estos péptidos y, en particular, los péptidos Ia y IIla, designados en el presente documen-
to como mCDR1 [SEQ ID NO: 1] y mCDR3 [SEQ ID NO: 3], respectivamente, pueden inhibir, cuando se administran
en PBS, la sensibilizacion de las células T o bien para el péptido mCDR apropiado o bien para la totalidad del Acm
16/61d anti-ADN tanto de origen murino como humano (Waisman et al., 1997). El inventor demostr6é ademds que los
péptidos mCDR1 y mCDR3 previenen o tratan un LES ya establecido que, o bien se induce por el Acm 16/61d anti-
ADN humano o bien se desarrolla espontdneamente en los ratones propensos a LES (NZB x NZW)F, o MRL/lpr/lpr
(Eilat et al., 2000 y 2001).

Sumario de la invencion

Ahora se ha encontrado segin la presente invencién que los péptidos basados en la CDR del anticuerpo 16/61d
anti-ADN monoclonal humano pueden inmunomodular respuestas asociadas a LES. Por tanto, los péptidos basados
en la CDR1 y la CDR3 del Id 16/6 humano se sometieron a prueba y se demostré que inhibian la proliferacién de
las células de ganglio linfatico de ratones inmunizados con los péptidos murinos mCDRI1 (SEQ ID NO: 1) y mCDR3
(SEQ ID NO: 3) o con el Acm 16/6Id anti-ADN humano, que inhibfan la respuesta proliferativa de los linfocitos
en sangre periférica (LSP) de los pacientes con LES para el Acm 16/61d anti-ADN humano, y que mejoraban las
manifestaciones de la enfermedad de ratones afectados con LES espontdneo o experimental.

Estos hallazgos son completamente inesperados debido a que no todas las CDR de los autoanticuerpos patégenos
se reconocen igualmente por las células T de los pacientes. Tal como se demostr anteriormente en el laboratorio
del presente inventor (Dayan et al., 2000), las CDR del autoanticuerpo anti-ADN 2C4C2 se reconocen peor por las
células T de los pacientes con LES que los péptidos basados en las CDR del anticuerpo anti-ADN 5G12. Ademds, se
demostr6 que muchos de los andlogos de los péptidos basados en las CDR de los autoanticuerpos murinos descritos
en el documento WO 96/30057 mencionado anteriormente no eran eficaces en sus efectos inhibidores y, por tanto,
no podia predecirse o sugerirse que las modificaciones que se producen en las secuencias de los péptidos basados en
las CDR de un anticuerpo anti-ADN monoclonal humano de la presente invencion serian eficaces. Ademas, el uso de
péptidos basados en un anticuerpo humano debe considerarse preferible para el uso en seres humanos en comparacién
con los péptidos basados en anticuerpos no humanos.
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Por tanto, la presente invencion se refiere, en un aspecto, a un péptido sintético seleccionado del grupo que consiste
en:

(a) un péptido de al menos 19 y como maximo 22 residuos de aminodcidos que incluye una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en una secuencia de SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 19 o una amida del mismo;

(b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho péptido de (a) unidos covalente-
mente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de union;

(c) un polimero peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y
(d) un péptido de (a) o un polimero peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.

El anticuerpo 16/61d anti-ADN monoclonal humano, denominado en el presente documento “Acm 16/61d huma-
no”, es un anticuerpo anti-ADN monoclonal humano patégeno que puede inducir una enfermedad similar a LES en
ratones.

Los péptidos de la invencidn estdn basados en la secuencia de CDR1 o CDR3, de la cadena pesada del Acm 16/61d
humano. En una realizacion, el péptido consiste en el péptido que tiene las secuencias tal como se indican por SEQ ID
NO: 6 y SEQ ID NO: 7, respectivamente, tal como sigue:

GYYWSWIRQPPGKGEEWIG [SEQ ID NO: 6]

YYCARGLLRGGWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 7]

En una realizacién, el péptido consiste en el péptido de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 7 amidado en el extremo
C-terminal.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un péptido sinté-
tico o polimero peptidico de la invencién, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica
es particularmente qtil para el tratamiento de LES y la mejoria de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, par-
ticularmente mediante la modulacién de las respuestas asociadas a LES, por ejemplo regulando por disminucién los
niveles de MPM-3 y/o MPM-9, y/o las actividades de IL-2 y/o IFN-y, o regulando por incremento el nivel de actividad
de TGF-$ en un paciente con LES.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere al uso de un péptido o polimero peptidico de la invencién para la
preparacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico (LES). La invencién
se refiere ademads al uso de un péptido o polimero peptidico de la invencién para la preparacién de una composicién
farmacéutica para el tratamiento del LES mediante la inmunomodulacién de las respuestas asociadas al LES en un
paciente con LES, por ejemplo, regulando por disminucién los niveles de MPM-3 y/o MPM-9, y/o las actividades de
IL-2 y/o IFN-y, o regulando por incremento el nivel de actividad de TGF-£ en un paciente con LES.

Todavia en un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para evaluar la eficacia de un firmaco que
comprende un péptido o polimero peptidico de la invencién en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende
medir a diferentes intervalos de tiempo los niveles de MPM-3 y/o MPM-9 en una muestra de sangre obtenida de dicho
paciente que se estd tratando con dicho farmaco, mediante el cual un nivel disminuido de MPM-3 y/o MPM-9 se
correlaciona con la eficacia del farmaco.

Todavia en otro aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para evaluar la eficacia de un farmaco que
comprende un péptido o polimero peptidico de la invencién en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende
medir a diferentes intervalos de tiempo el nivel de IL-2 y/o IFN-y en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente
que se estd tratando con dicho firmaco, mediante el cual un nivel disminuido de IL-2 y/o IFN-y se correlaciona con la
eficacia del farmaco.

Aln en todavia otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para evaluar la eficacia de un farmaco que
comprende un péptido o polimero peptidico de la invencién en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende
medir a diferentes intervalos de tiempo el nivel de TGF-8 en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente que
se estd tratando con dicho fairmaco, mediante el cual un nivel aumentado de TGF-S se correlaciona con la eficacia del
farmaco.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la inhibicién de las respuestas proliferativas de las células de ganglio linfatico de ratones

inmunizados con el Acm 16/6Id humano a diversas concentraciones del Acm 16/61d (0,1-10 ug/pocillo), mediante el
tratamiento con 300 ug de hCDRI.
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La figura 2 muestra la inhibicién de las respuestas proliferativas de las células de ganglio linfatico de ratones
inmunizados con el Acm 16/6Id humano a diversas concentraciones del Acm 16/61d (0,1-10 pg/pocillo), mediante el
tratamiento con 50 ug de hCDRI1.

Las figuras 3A-C muestran el patrén de citocinas en ratones BALB/c inmunizados con el Acm 16/61d humano y
tratados con hCDR1 o con un péptido p259-271 irrelevante. Figura 3A: patrén de IFN-y; figura 3B: patrén de TGF-5;
figura 3C: patrén de IL-10.

La figura 4 muestra las concentraciones del Acm 16/61d anti-ADN humano requeridas para la estimulacién éptima
de los LSP de pacientes con LES y de controles sanos. Los LSP se estimularon con diversas concentraciones (0,1-40
ugl/pocillo) del Acm 16/61d. La concentracion que produce el indice de estimulacion mds alto se definié como Sptima
para desencadenar una respuesta proliferativa.

La figura 5 muestra la proliferaciéon de los LSP de un paciente con LES estimulado con la fitohemaglutinina (FHA)
mitdgena en ausencia o presencia de hCDR1 o hCDR3.

La figura 6 muestra la proliferacién de los LSP de un paciente con LES estimulado con el Acm 16/61d humano en
ausencia o presencia de los péptidos humanos hCDR1 o hCDR3 o del péptido murino mCDR3.

La figura 7 muestra la proliferacién de los LSP de un paciente con LES estimulado con el Acm 16/6Id humano
en ausencia o presencia de los péptidos humanos hCDR1 o hCDR3 o de los péptidos murinos inversos revmCDRI1 y
revmCDR3.

La figura 8 muestra la inhibicion de la secrecién de IL-2 en los LSP de pacientes con LES desencadenada por el
Acm 16/61d humano en ausencia o presencia de hCDR1 o hCDR3.

La figura 9 muestra la regulacion por incremento de la secreciéon de TGF-g en los LSP de un paciente con LES
representativo estimulado con el Acm 16/6Id humano en ausencia o presencia de hCDR1 o hCDR3.

La figura 10 muestra los niveles de autoanticuerpo anti-ADN en ratones (NZB x NZW)F1 no tratados o tratados
con 300 ug de hCDRI1 o con el péptido inverso revhCDR1 (usado como control).

Las figuras 11A-11D son fotografias que muestran secciones de rifién representativas de ratones (NZB x NZW)F1
propensos a padecer LES que se trataron empezando a la edad de 5 meses y medio con PBS (11A, 11B) o con 100 ug
de hCDRI1 (11C, 11D). Las secciones son de ratones sacrificados a la edad de 9 meses. Para la deteccion de depdsitos
de Ig, se incubaron las secciones con IgG de cabra anti-ratén conjugada con FITC (especifica de cadena y) (11A, 11C
x 100; 11B, 11D x 400).

Las figuras 12A-12F son fotografias que muestran secciones de rifién representativas de ratones (NZB x NZW)
F1 que se trataron con PBS (12A, 12B) o con 300 ug de hCDRI1 (12C, 12D) o con el péptido inverso revhCDR1
(12E, 12F). Las secciones son de ratones sacrificados a la edad de 9 meses. Para la detecciéon de depdsitos de Ig en
complejos inmunitarios, se incubaron las secciones con IgG de cabra anti-ratén conjugada con FITC (especifica de
cadena y) (12A, 12C, 12E x 100; 12B, 12D, 12F x 400).

Las figuras 13A-13C muestran el patrén de citocinas medido mediante ELISA en sobrenadantes de cultivos esti-
mulados con Con A de esplenocitos de ratones (NZB x NZW)F1 propensos a padecer LES que no se trataron o se
trataron con hCDR1 o con el péptido inverso revhCDR1. Figura 13A: patrén de IFN-y; figura 13B: patrén de IL-10;
figura 13C: patrén de TGF-g.

Las figuras 14A-14F son fotograffas que muestran secciones de rifién representativas de ratones BALB/c con LES
experimental inducido por 16/61d, tratados con PBS (14A, 14B) o con 200 ug de hCDRI1 (14C, 14D), o con el péptido
inverso revhCDR1 (14E, 14F). Las secciones son de ratones sacrificados a la edad de 9 meses. Para la deteccién de
depésitos de Ig en complejos inmunitarios, se incubaron las secciones con IgG de cabra anti-ratén conjugada con FITC
(especifica de cadena y) (14A, 14C, 14E x 100; 14B, 14D, 14F x 400).

Las figuras 15A-15C muestran el patrén de citocinas medido mediante ELISA en sobrenadantes de cultivos de
ganglio linfético estimulados con 16/61d de ratones BALB/c con LES experimental inducido por 16/61d que no se
trataron o se trataron con hCDRI1 (200 6 300 ug) o con el péptido inverso revhCDR1. Figura 15A: patrén de IFN-y;
figura 15B: patrén de TNF-q; figura 15C: patrén de IL-10; figura 15D: patrén de TGF-g; figura 15E: patrén de TGF-
BB, medido en sobrenadantes de células de bazo desencadenadas con 16/61d.

Las figuras 16A-16F son fotografias que muestran secciones de rifién representativas de ratones (NZB x NZW)
F1 propensos a LES no tratados (16A, 16B) o ratones receptores de esplenocitos de ratones tratados o bien con 300
ung de hCDRI1 (16C, 16D) o bien con el péptido inverso revhCDR1 (16E, 16F). Para la deteccién de depdsitos de Ig
en complejos inmunitarios, se incubaron las secciones con IgG de cabra anti-raton conjugada con FITC (especifica de
cadena y) (16A, 16C, 16E x 400; 16B, 16D, 16F x 100).
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Las figuras 17A-17B representan la cinética de aparicion de MPM-3, MPM-2 y MPM-9 en los sueros de ratones
(NZB x NZW)F1. Se tomaron muestras de sangre de los ratones (NZB x NZW)F1 (10 ratones/grupo) en los puntos
de tiempo indicados. Se sometieron a prueba los sueros combinados (4 ul) de cada grupo para determinar los niveles
de expresion de MPM-3 usando inmunotransferencia de tipo Western (figura 17A) o para determinar las actividades
de MPM-9 y MPM-2 usando zimografia en gel (figura 17B). Los resultados representan 4 experimentos similares.

Las figuras 18A-18B representan la cinética de aparicion de MPM-3, MPM-2 y MPM-9 en los sueros de ratones
BALB/c. Se tomaron muestras de sangre de ratones BALB/c no inmunizados (10 ratones/grupo), o de ratones que se
inmunizaron con PBS/ACF (10 ratones/grupo) o con el 16/61d (en ACF; 10 ratones/grupo) en los puntos de tiempo in-
dicados. Se sometieron a prueba los sueros combinados de los ratones (4 ul) de cada grupo para determinar los niveles
de expresion de MPM-3 usando inmunotransferencia de tipo Western (figura 18A) o para determinar las actividades
de MPM-9 y MPM-2 usando zimografia en gel (figura 18B). Los resultados son representativos de 3 experimentos
similares.

Las figuras 19A-19C representan la inmunotincién de las secciones de rifién de ratones BALB/c inmunizados para
determinar MPM-3 y MPM-9. Se sacrificaron ratones BALB/c no inmunizados, o ratones que se inmunizaron con
PBS/ACEF o con el 16/61d (en CFA), (3 ratones/grupo), a los 5,5 meses tras su inmunizacion de refuerzo con el 16/6Id.
Se extirparon los rifiones y se inmunotifieron sus secciones de criostato de 5 um para determinar MPM-3 (19A) y
MPM-9 (19B). Se realiz6 una tincién de control con respecto a la eficacia de bloqueo (19C). (x200). Los resultados
son representativos de 3 experimentos similares.

Las figuras 20A-20B representan los niveles de MPM-3 y MPM-9 en sueros de ratones (NZB x NZW)F1 tratados
con mCDRI. En experimentos de prevencién, se administraron a los ratones (10/grupo) semanalmente inyecciones
s.c. con mCDR1, comenzando a la edad de 2 meses durante 10 semanas. Los resultados representan sueros tomados
4 meses después del final del tratamiento. En experimentos de tratamiento, se les inyectd por via s.c. a los ratones
(10/grupo) o bien PBS o bien 250 ug/ratén de mCDR1 comenzando a la edad de 5 meses. Los resultados representan
sueros tomados 3 semanas después del final del tratamiento. Se sometieron a prueba los sueros combinados de cada
grupo experimental para determinar los niveles de MPM-3 mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Western
(20A) y para determinar la actividad de MPM-9 usando zimografia en gel (20B). NT: no tratados. Los resultados son
representativos de 2 experimentos similares.

Las figuras 21A-21B representan los niveles de MPM-3 y MPM-9 en ratones BALB/c inmunizados con 16/61d
y tratados con mCDR1. En experimentos de prevencion, se trataron los ratones (8/grupo) por via i.v. con mCDR1
(100 pgfratén). Los resultados mostrados son de sueros tomados 4,5 meses después del final del tratamiento. En ex-
perimentos de tratamiento, se trataron los ratones (8/grupo) por via s.c. con 100 pg/raton de mCDRI1. Los resultados
son de sueros obtenidos al final del tratamiento. Se sometieron a prueba los sueros combinados de cada grupo expe-
rimental para determinar MPM-3 mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Western (21A) y para determinar
la actividad de MPM-9 mediante zimografia en gel (21B). NT: no tratados. Los resultados son representativos de 2
experimentos similares.

Las figuras 22A-22B representan la inmunotincién para determinar MPM-3 y MPM-9 en secciones de rifién de
ratones BALB/C inmunizados con 16/61d que se trataron con mCDRI1 para la prevencion (22A) o el tratamiento (22B)
de LES experimental. Se sacrificaron los ratones 8 meses después de la induccién de la enfermedad y se extirparon
los rifiones. Se prepararon secciones de criostato (5 um) y se inmunotifieron para determinar MPM-3, MPM-9 y para
determinar la presencia de depdsitos de complejos inmunitarios (x200). (W/O): tincién de control con respecto a la
eficacia de bloqueo, sin el primer anticuerpo. Los resultados son representativos de 2 experimentos similares.

Las figuras 23A-23B representan los niveles de MPM-3 y MPM-9 en sueros de ratones (NZB x NZW)F1 tratados
con hCDRI. En experimentos de tratamiento se les inyect6 por via s.c. a los ratones (10/grupo) o bien PBS o bien 100
ug 6 30 ug/ratén de hCDRI, una vez a la semana durante diez semanas, comenzando a la edad de 7 meses. Los resul-
tados representan sueros recogidos a la mitad del tratamiento. Se sometieron a prueba los sueros combinados de cada
grupo experimental para determinar los niveles de MPM-3 mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Western
(23A) y para determinar la actividad de MPM-9 usando zimografia en gel (23B). Los resultados son representativos
de 2 experimentos similares.

La figura 24 representa un gel representativo que muestra la actividad de MPM-2 y MPM-9 en sueros de pacientes
con LES y controles sanos. Se analizaron los sueros (5 ul) de 40 pacientes individuales con LES y 25 controles
sanos para determinar sus actividades de MPM-2 o MPM-9 mediante zimografia en gel. La figura muestra resultados
representativos con muestras de suero de los dos grupos.

La figura 25 representa un grafico que muestra el andlisis cuantitativo de las actividades de MPM-2 y MPM-9 en
sueros de pacientes con LES (columnas oscuras) y controles sanos (columnas blancas). Se sometieron a prueba 36
muestras de suero de pacientes con LES y 15 muestras de suero de controles sanos para determinar la actividad de
MPM-2 y MPM-9 usando kits de ensayo de la actividad especifica. Los resultados se expresan como la media + e.e.m.
*P =0,0302.

Las figuras 26A-26B son graficos que muestran niveles de actividad de MPM-9 e indices de actividad de la en-
fermedad (IAELES) en pacientes con LES. Se sometieron a prueba 35 muestras de suero de 8 pacientes masculinos

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

(figura 26A) y 27 femeninos (figura 26B) con LES para determinar la actividad de MPM-9 mediante un kit de ensayo
de la actividad especifica. Se presenta la distribucién de la actividad de MPM-9 segtin el IAELES de los pacientes. La
linea discontinua representa la actividad de MPM-9 en controles sanos.

Las figuras 27A-27B son graficos que muestran el patrén de las actividades de MPM-2 (circulos blancos) y MPM-
9 (circulos negros) en los sueros de dos pacientes con LES a los que se les tomaron muestras durante 4-6 afios de
enfermedad. Se sometieron a prueba los sueros para determinar las actividades de MPM-2 o MPM-9 mediante kits de
ensayo de la actividad especifica. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere, en un aspecto, a péptidos sintéticos que comprenden una secuencia que consiste
en, o se encuentra dentro de, una CDR que se encuentra en la cadena pesada del anticuerpo 16/61d anti-ADN mo-
noclonal humano patégeno (identificado en el presente documento como “Acm 16/61d anti-ADN humano” o “Acm
16/61d humano™), anticuerpo que induce una enfermedad similar a LES en ratones.

Las regiones CDR de las secuencia Vy del Acm 16/61d humano estdn recuadrados en la figura 4A de Waisman et
al., 1995. Las regiones CDR de las cadenas pesadas del Acm 16/61d humano tienen las secuencias sustancialmente tal
como se indica mediante la SEQ ID NO: 8 a la SEQ ID NO: 10, tal como sigue:

CDRI1: FSGYYWS [SEQ ID NO: 8]
CDR2: EINHSGSTNYKTSLKS [SEQ ID NO: 9]
CDR3: GLLRGGWNDVDYYYGMDV [SEQ ID NO: 10]

Los péptidos hCDR de la invencién contienen al menos 19 y como maximo 22 residuos de aminodcidos que
incluyen una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, y SEQ ID NO: 19 o una amida de las
mismas.

Por tanto, en una realizacion, la presente invencién proporciona un péptido sintético basado en la CDR1 de la
cadena pesada del Acm 16/61d humano, siendo dicha region CDR1 de la secuencia sustancialmente tal como se indica
mediante SEQ ID NO: 8, selecciondndose dicho péptido del grupo que consiste en: (a) un péptido que consiste en SEQ
ID NO: 11 o una amida del mismo; (b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho
péptido de (a) unidos covalentemente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de unién, (c) un
polimero peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y (d) un péptido de (a) o un
polimero peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.

En una realizacion preferida de la invencién, un péptido basado en la CDRI1 de la cadena pesada del Acm 16/61d
humano es un péptido de la secuencia sustancialmente tal como se indica mediante SEQ ID NO: 11:

X, YYWSWIX,QX;PX, XsGX, EWIG [SEQ ID NO: 11]

enlaque X;esGoTG;X,esRoK; X;esPoS; X, esGoE; XsesKoD;yXsesE,LoS.

En una realizacién mas preferida, el péptido de SEQ ID NO: 11 es el péptido 19-mérico designado en el presente
documento como “péptido hCDR1” o simplemente “hCDR1”, de la secuencia sustancialmente tal como se indica
mediante SEQ ID NO: 6:

GYYWSWIRQPPGKGEEWIG [SEQ ID NO: 6]

En una realizacion, el péptido de SEQ ID NO: 6 estd amidado en el extremo C-terminal.

En hCDRI, la secuencia GYYWS comprendida dentro de SEQ ID NO: 8, viene seguida por la secuencia natural
de la CDRI1 de la cadena pesada del Acm 16/61d humano, con la excepcién de que el residuo de leucina (L) natural
de la secuencia del Acm se sustituyé por un residuo de acido glutdmico (E) (en negrita) en la posicién 15 del péptido
hCDRI1.

En otra realizacidn, el péptido de SEQ ID NO: 11 es un andlogo del péptido hCDR1 obtenido mediante sustitucion
y/o adicién de residuos de aminodcidos a la secuencia del péptido hCDRI1, siendo ejemplos del mismo los péptidos
de las secuencias sustancialmente tal como se indica mediante SEQ ID NO: 12 a SEQ ID NO: 18 (en las que los
aminodcidos sustituidos o afiadidos se representan en negrita):
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GYYWSWIRQPPGKGLEWIG [SEQ ID NO: 12]
GYYWSWIRQPPGKGSEWIG [SEQ ID NO: 13]
GYYWSWIRQPPGDGEEWIG [SEQ ID NO: 14]
GYYWSWIKQPPGKGEEWIG [SEQ ID NO: 15]
GYYWSWIRQSPGKGEEWIG [SEQ ID NO: 16]
GYYWSWIRQPPEKGEEWIG [SEQ ID NO: 17]
TGYYWSWIRQPPGKGEEWIG [SEQ ID NO: 18]

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un péptido sintético basado en la CDR3 de la cadena pesada
del Acm 16/6Id humano, siendo dicha regién CDR3 de la secuencia sustancialmente tal como se indica mediante SEQ
ID NO: 10, seleccionandose dicho péptido del grupo que consiste en: (a) un péptido que consiste en SEQ ID NO: 19
o una amida del mismo; (b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho péptido de
(a) unidos covalentemente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de unién; (c) un polimero
peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y (d) un péptido de (a) o un polimero
peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.

En una realizacién preferida de la invencion, el péptido basado en la CDR3 de la cadena pesada del Acm 16/61d
humano es un péptido de la secuencia sustancialmente tal como se indica mediante SEQ ID NO: 19:

YYCARX,LLX X3 X, Xs XeDVDY X, GXs DV [SEQ ID NO: 19]

enlaque X, esGoF; X, esRoA; X;esGoA; X;esGoA; XsesWoA; XgesNoA; X;esYoW; yXgesMo Q.

En una realizacién mds preferida, el péptido de SEQ ID NO: 19 es el péptido designado en el presente documento
como “péptido hCDR3” o simplemente “hCDR3”, de la SEQ ID NO: 7:

YYCARGLLRGGWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 7]

En una realizacion, el péptido de SEQ ID NO: 7 estd amidado en el extremo C-terminal.

En hCDR3, la secuencia GLLRGGWNDVDYYYGMDYV [SEQ ID NO: 10] de la regién CDR3 de la cadena pesada
del Acm 16/6Id humano estd modificada mediante la delecién de uno de los residuos de tirosina (Y) y estd precedida
por la secuencia natural del Acm.

En otra realizacion, el péptido de SEQ ID NO: 19 es un andlogo del péptido hCDR3 obtenido mediante sustitucién
y/o adicién de residuos de aminodcidos a la secuencia del péptido hCDR3, siendo ejemplos del mismo los péptidos de
las secuencias SEQ ID NO: 20 a SEQ ID NO: 27 (en las que los aminodcidos sustituidos o afiadidos se representan en
negrita):

YYCARGLLRGGWADVDYYGMDV [SEQ ID NO: 20]
YYCARGLLRGGANDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 21]
YYCARGLLRGAWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 22]
YYCARGLLRAGWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 23]
YYCARGLLAGGWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 24]
YYCARFLLRGGWNDVDYYGMDYV [SEQ ID NO: 25]
YYCARGLLRGGWNDVDYYGQDV [SEQ ID NO: 26]
YYCARGLLRGGWNDVDYWGMDYV [SEQ ID NO: 27]
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Los péptidos sintéticos de la presente invencidn pueden fabricarse mediante sintesis quimica o mediante tecnologia
recombinante, mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Cuando se preparan andlogos tal como se describié anteriormente, obtenidos mediante sustitucién de residuos
de aminoécidos, es importante que las sustituciones se seleccionan de aquellas que acumulativamente no cambian
sustancialmente el volumen, el patrén hidr6fobo-hidréfilo y carga de la parte correspondiente del péptido original no
sustituido. Por tanto, puede sustituirse un residuo hidréfobo por un residuo hidréfilo, o viceversa, siempre que el efecto
total no cambie sustancialmente el volumen, el patrén hidréfobo-hidréfilo ni la carga del péptido original no sustituido
correspondiente.

La presente invencion también incluye derivados quimicos de un péptido de la invencién. El “derivado quimico”
contiene restos quimicos adicionales que no son normalmente parte del péptido y estd englobado por la invencién
siempre que conserve al menos una parte de la funcién del péptido que permita su utilidad en prevenir o inhibir las res-
puestas proliferativas de células T y la enfermedad autoinmunitaria. Por ejemplo, un derivado quimico puede resultar
de lareaccién de un agente de derivatizacién organico que puede reaccionar con cadenas laterales o residuos terminales
seleccionados de dicho péptido, y preferiblemente conservara al menos una parte de la funcién del péptido que inhibe
especificamente la respuesta proliferativa y la secrecion de citocinas de linfocitos T de ratones que responden bien a
los autoanticuerpos que inducen LES. Entre estos derivados quimicos, las amidas son de particular interés, tanto ami-
das de grupos carboxilo en el extremo C-terminal como de amidas de grupos carboxilicos libres de residuos de 4cido
aspartico o glutdmico. Se conocen en la técnica muchos derivados quimicos de este tipo y métodos para prepararlos.

También estan incluidas en el alcance de la invencidn las sales de los péptidos y andlogos de la invencion. Tal como
se utiliza en el presente documento, el término “sales” se refiere tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de
adicién de dcido de grupos amino de la molécula peptidica. Pueden formarse sales de un grupo carboxilo por medios
conocidos en la técnica e incluyen sales inorgénicas, por ejemplo, sales de sodio, calcio, amonio, férricas o de zinc,
y similares, y sales con bases orgdnicas tales como las formadas por ejemplo, con aminas, tales como trietanolamina,
arginina, o lisina, piperidina, procaina, y similares. Las sales de adicién de 4cido incluyen, por ejemplo, sales con
dcidos minerales tales como, por ejemplo, dcido clorhidrico o 4cido sulftrico, y sales con dcidos orgénicos, tales
como, por ejemplo, 4cido acético o acido oxdlico. Tales derivados quimicos y sales se usan preferiblemente para
modificar las propiedades farmacéuticas del péptido en lo que se refiere a la estabilidad, solubilidad, etc.

Los péptidos basados en hCDR segtin la invencién pueden seleccionarse sometiéndolos a prueba para determinar su
potencial en la inhibicién de la respuesta proliferativa de linfocitos T de ratones que responden bien a autoanticuerpos
que inducen LES. Una vez que se produce un péptido segin la presente invencién, puede determinarse facilmente su
capacidad para inhibir la respuesta proliferativa de linfocitos T de ratones que responden bien a autoanticuerpos que
inducen LES por los expertos habituales en la técnica sin excesiva experimentacioén usando pruebas tales como las
descritas en el presente documento. Una prueba que puede realizarse facilmente es para determinar la capacidad de
los péptidos para inhibir in vitro las respuestas proliferativas de ciertas lineas de células T y clones especificos para
autoanticuerpos que inducen LES. Las lineas de células T y los clones pueden ser, por ejemplo, las lineas de células
T y clones especificos para el Acm 16/6 Id (Fricke et al., 1991) establecidos a partir de células de ganglio linfatico
inmunizadas de ratones mediante la metodologia descrita previamente (Axelrod, O. y Mozes, E. Immunobiology, 172,
99 (1986)). Se exponen las células al anticuerpo estimulador presentado en células de bazo singénicas irradiadas en
presencia de medio enriquecido cada dos semanas. Se clonaron las lineas de células T mediante la técnica de dilucién
limitante habitual. Se someten a prueba las respuestas proliferativas de estas lineas de células T y clones, por ejemplo,
mediante el método descrito en el documento WO 96/30057, en Materiales y métodos, seccion (g).

Otra prueba que puede realizarse con el fin de seleccionar andlogos que tienen la actividad deseada es someter a
prueba la capacidad de los péptidos sintéticos para inhibir la capacidad de las lineas de células T y clones para pro-
porcionar ayuda a las células B especificas del péptido en presencia del péptido original. También pueden someterse a
prueba los péptidos sintéticos para determinar su capacidad para unirse directamente, tras biotinilacién, a productos de
MHC de clase II en células presentadoras de antigenos de las estirpes relevantes. Para este fin, la biotinilacién N-ter-
minal de los péptidos relevantes se realiza a 0°C con un exceso de biotina-N-hidroxisuccinimida en disolucién acuosa
(Mogzes et al., 1989). Se incuban células adherentes esplénicas de ratén o células adherentes a LSP (1x10°%/muestra)
con péptidos biotinilados en PBS que contiene albimina de suero bovino al 0,1% (PBS/BSA) a 37°C durante 20 h,
seguido por incubacién con ficoeritrina-estreptavidina durante 30 min. a 4°C. Tras cada incubacién, se lavaron dos ve-
ces las células con la disolucién anterior. Posteriormente, se analizaron las células mediante citometria de flujo usando
FACScan. En cada andlisis, se examinaron un minimo de 5000 células (para los procedimientos anteriores, véase, por
ejemplo, Mozes et al., 1989).

Una prueba adicional que puede realizarse es someter a prueba la capacidad de los péptidos para inhibir la secrecion
de citocinas por la linea de células T o por linfocitos T o células de ganglio linfatico de ratones que responden bien a
autoanticuerpos que inducen LES. Las citocinas se detectan tal como sigue: la actividad de IL-1 se evalia mediante
ELISA usando un par de anticuerpos de captura y deteccion (tal como se describe a continuacién para IL-4, IL-6,
IL-10). IL-2 se detecta directamente usando la linea CTLL dependiente de IL-2 o mediante ELISA. Se determinan
los niveles de IL-4, IL-6, IL-10, INF-y y TNF-« en los sobrenadantes mediante ELISA usando anticuerpos frente
a diversas citocinas (Pharmingen, San Diego, Ca., EE.UU.) segtin las instrucciones del fabricante. Ademads, puede
evaluarse la capacidad de los péptidos para elevar el nivel de secrecion de la citocina inmunosupresora TGF-8 mediante
ELISA tal como se describe en el presente documento en los ejemplos.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

Los péptidos que dan positivo en una o mas de estas pruebas in vitro proporcionaran expectativas razonables de
actividad in vivo. Sin embargo, también pueden realizarse pruebas in vivo sin excesiva experimentacién. Por tanto y
por ejemplo, puede inyectarse a ratones adultos el péptido candidato en el dia -3 o el dia 0. Entonces se inmunizan
los ratones con el autoanticuerpo que induce la enfermedad o con el péptido. Diez dias después, se someten a prueba
células de ganglio linfatico de los ratones para determinar su capacidad para proliferar para el inmundgeno con el fin
de descubrir la capacidad inhibidora del péptido candidato.

Otra prueba con animales in vivo de este tipo consiste en medir la actividad terapéutica directamente en el modelo
murino in vivo para la producciéon de LES tal como se describié anteriormente. Pueden inyectarse los péptidos a los
ratones en los que se induce LES experimental mediante varias vias a diferentes dosificaciones y con diferentes pro-
gramas de tiempo. Ademds, pueden someterse a prueba periddicamente los ratones tratados con el fin de determinar el
efecto de los péptidos sobre las respuestas de autoanticuerpos y sobre las manifestaciones de la enfermedad producidas
en los ratones por el autoanticuerpo que induce LES.

Otro procedimiento in vivo consiste en evaluar la capacidad del péptido candidato para tratar ratones que desarro-
Ilan LES espontdneamente, por ejemplo, ratones (NZB x NZW)F1, tal como se describe en el presente documento en
los ejemplos.

Por tanto, puede observarse que, ademds de las realizaciones preferidas que se han mostrado que pueden ser
factibles en los ejemplos del presente documento, los expertos habituales en la técnica podrdn determinar andlogos
adicionales que también serdn factibles siguiendo las directrices presentadas en el presente documento sin excesiva
experimentacion.

En otra realizacion preferida, la presente invencion proporciona un péptido individual con multiples epitopos tal
como un péptido doble. En una realizacién, el péptido doble consiste en dos péptidos diferentes basados en la misma
CDR de la cadena pesada del Acm 16/61d humano.

El péptido doble segtin la invencion consiste en dos péptidos diferentes, siendo uno un péptido de SEQ ID NO: 11
y siendo el otro un péptido de SEQ ID NO: 19, mds preferiblemente un péptido seleccionado del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 6 y NO: 12-18 y otro péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y NO: 20-27,
lo mas preferiblemente siendo un péptido el péptido de SEQ ID NO: 6 y siendo el otro el péptido de SEQ ID NO: 7,
estando los dos péptidos diferentes unidos covalentemente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta
cadena de unién tal como un tramo de residuos de alanina o por un supuesto sitio para la proteolisis por catepsina.
Véanse, por ejemplo, la patente de los EE.UU. 5.126.249 y la patente europea 495049 con respecto a tales sitios.

Aln en otra realizacion preferida, la presente invencion proporciona un péptido individual con multiples epitopos
que comprende varios péptidos iguales o diferentes de la presente invencidn en la forma de un polimero peptidico,
obtenido, por ejemplo, mediante polimerizacién de los péptidos con un agente de polimerizacién adecuado, tal co-
mo glutaraldehido al 0,1% (Audibert et al., 1981, Nature 289: 593). El polimero contendré preferiblemente desde 5
hasta 20 residuos peptidicos, preferiblemente un péptido de SEQ ID NO: 6, 7 y 11-27. Tales polimeros peptidicos
también pueden formarse mediante reticulacion de los péptidos o uniendo miiltiples péptidos a vehiculos macro-
molaculares. Vehiculos macromoleculares adecuados son, por ejemplo, proteinas, tales como el toxoide tetdnico; y
copolimeros lineales o ramificados de aminodcidos, tales como un copolimero lineal de L-alanina, L-4cido glutdmi-
co y L-lisina y un copolimero ramificado de L-tirosina, L-4cido glutdmico, L-alanina y L-lisina (T,G)-A-L-, o poli-
DL-alanina de mudltiples cadenas (M. Sela et al., 1955, J. Am. Chem. Soc. 77: 6175). Se obtienen los conjugados,
por ejemplo, acoplando en primer lugar el péptido con una carbodiimida soluble en agua, tal como clorhidrato de 1-
etil-3-(3’-dimetilamino-propil)carbodiimida, y realizando luego la conjugacién con el vehiculo macromolecular tal
como describen Muller, G.M. et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 569. Se determina el contenido del pépti-
do acoplado en cada conjugado mediante andlisis de aminoécidos, en comparacidn con la composicion del vehiculo
solo.

Segin una realizacién adicional de la presente invencion, pueden unirse uno o mds péptidos activos a un vehiculo
macromolecular adecuado o pueden polimerizarse en presencia de glutaraldehido.

Se administran a los pacientes los péptidos, polimeros de los mismos o sus conjugados, con vehiculos macromo-
lecularea adecuados, en una forma que garantice su biodisponibilidad, haciéndolos adecuados para el tratamiento. Si
se encuentra que mds de un péptido de la invencién tiene una actividad inhibidora significativa, estos péptidos pueden
administrarse a los pacientes en una formulacién que contenga una mezcla de los mismos.

Por tanto, la invencién se refiere ademds a composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un péptido
sintético o un polimero peptidico segin la invencién, opcionalmente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas comprenden al menos un péptido sintético de la
invencién, mds preferiblemente un péptido seleccionado del grupo que consiste en péptidos hCDR1 [SEQ ID NO: 6]
y hCDR3 [SEQ ID NO: 7] y péptidos obtenidos mediante sustitucién y/o adicién de residuos de aminodcidos en las
secuencias de hCDR1 y hCDR3, en particular un péptido seleccionado del grupo que consiste en péptidos de SEQ ID
NO: 12 a SEQ ID NO: 18 y de SEQ ID NO: 20 a SEQ ID NO: 27.
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En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende un péptido que consiste en SEQ ID NO: 6 o SEQ ID
NO: 7 amidado en el extremo C-terminal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién engloba cualquier via de administraciéon adecuada, incluyendo oral, intravenosa, subcutdnea, in-
traarticular, intramuscular, inhalacion, intranasal, intratecal, intraperitoneal, intradérmica, transdérmica u otras vias
conocidas, incluyendo la via enteral. En realizaciones preferidas, los péptidos de la invencidn se administran por las
vias oral, intranasal o subcutanea.

Los intervalos de dosis para la administracion de las composiciones de la presente invencién deben ser lo suficien-
temente grandes como para producir el efecto deseado mediante el cual, por ejemplo, se previene o inhibe sustancial-
mente una respuesta inmunitaria al autoanticuerpo que induce LES, medida mediante la proliferacion de células T in
vitro, y ademds, en el que se trata significativamente la enfermedad. Las dosis no deben ser tan grandes que produzcan
efectos secundarios adversos, tales como reacciones cruzadas no deseadas, inmunosupresion generalizada, reacciones
anafildcticas y similares.

Las dosis eficaces de los péptidos de esta invencion en el tratamiento de LES estdn en el intervalo de aproximada-
mente 1 ug a 1 mg y hasta 100 mg/kg de peso corporal.

Los péptidos humanos sintéticos de la invencién tienen como objetivo inhibir o suprimir las respuestas frente a
antigenos especificos de pacientes con LES, sin afectar a todas las demds respuestas inmunitarias. Este enfoque es
de primordial importancia puesto que la mayor parte de los pacientes diagnosticados son mujeres jovenes que tienen
que tratarse durante muchos afios y el tratamiento aceptado actualmente para el LES implica la administracién de
agentes inmunosupresores, tales como corticosteroides y/o farmacos citotxicos, que son ambos no especificos y
tienen miltiples efectos secundarios adversos.

La invencién proporciona métodos para evaluar la eficacia de un farmaco que comprende un péptido o un polimero
peptidico de la invencidn en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende medir a diferentes intervalos de
tiempo los niveles de MPM-3, MPM-9, IL-2 , IFN-y y/o TGF-£ en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente
que se esta tratando con dicho farmaco, mediante el cual un nivel disminuido de MPM-3, MPM-9, IL-2 y/o IFN-y o
un nivel aumentado de TGF-g, se correlaciona con la eficacia del farmaco.

La invencién se refiere todavia adicionalmente al uso de un péptido de o un polimero peptidico de la invencién
para la preparacion de una composicién farmacéutica, en particular para el tratamiento de LES, mds particularmente
para la inmunomodulacién de las respuestas asociadas a LES en un paciente con LES tales como la regulacién por
disminucién de MPM-3 y/o MPM-9 y/o IL-2 y/o IFN-y o la regulacién por incremento de los niveles de TGF-8 en un
paciente con LES. En una realizacién preferida, se usa el péptido de la SEQ ID NO: 6, opcionalmente amidado en el
extremo C-terminal. En otra realizacion preferida, se usa el péptido de la SEQ ID NO: 7, opcionalmente amidado en
el extremo C-terminal.

Ahora se describird la presente invencién en mas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes y las figuras
adjuntas.

Ejemplos
Materiales y métodos

Ratones. Se obtuvieron ratones (NZB x NZW)F1 hembra del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Se obtu-
vieron ratones hembra de la estirpe consanguinea BALB/c a la edad de 6-8 semanas, de la Unidad de Animales de
Experimentacion, Instituto Cientifico Weizmann, Rehoboth, Israel.

Anticuerpo monoclonal anti-ADN. Se caracteriz6 previamente (Shoenfeld et al., 1982; Waisman et al., 1995) el
Acm anti-ADN humano que lleva el Id 16/6 (IgG1/k). Se secretd el Acm por células de hibridoma que se hicieron
crecer en cultivo y se purificaron usando una columna de proteina G-Sepharose (Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsala,
Suecia).

Péptidos sintéticos. Los péptidos murinos sintéticos mCDR1 (SEQ ID NO: 1) y mCDR3 (SEQ ID NO: 3) asi
como los péptidos inversos que se sintetizaron en el orden inverso de mCDR1 y mCDR3 y en el orden inverso del
péptido humano hCDR1, identificados en este documento como revmCDR1 [SEQ ID NO: 28], revmCDR3 [SEQ ID
NO: 29], y revhCDR1 [SEQ ID NO: 30], respectivamente, usados como control, se prepararon tal como se describié
anteriormente (documento WO 96/30057 o usando un sintetizador automdtico (modelo 430A de Applied Biosystems,
Alemania)) usando los protocolos de la compafifa para la técnica de t-butiloxicarbonilo (t-BOC).
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Los péptidos inversos tienen las secuencias:

GIWELSKEPSQKVWQMY Y GTrevmCDRI1 [SEQ ID NO: 28]
SGQGWYDMAYPEWLFRACY Y revmCDR3 [SEQ ID NO: 29]
GIWEEGKGPPQRIWSWYY GrevhCDR1 [SEQ ID NO: 30]

Induccion y tratamiento de LES experimental. Con el fin de inducir LES experimental, se inmunizaron ratones
BALB/c con 1-2 ug de Acm 16/61d humano y se realizé una inmunizacién de refuerzo 3 semanas después. Para la
prevencion de LES experimental, se administré a los ratones hCDR1 o hCDR3 (mCDR1 o revmCDRI1 como péptido
control en el ejemplo 12) por via intravenosa (i.v.) o s.c., de manera concomitante con la inmunizacién, y después de
esto, se les inyecté semanalmente durante 5 semanas. Se empezo el tratamiento de una enfermedad establecida tres
meses y medio después de la induccién de la enfermedad con el 16/61d, cuando ya se habian observado manifestaciones
clinicas. En el ejemplo 12, los ratones recibieron 10 inyecciones semanales (i.v. o s.c.) de mCDR1 o revmCDR1 en
una dosis de 100 ug/ratén.

Prevencion y tratamiento de la enfermedad similar a LES en ratones (NZB x NZW)F1 con el péptido hCDRI o
mCDRI. Para la prevencién de LES, se inyect6é por via s.c. hCDR1 (o mCDRI1 en el ejemplo 12, 250 ug/ratén) a
ratones a la edad de 2 meses, antes de observarse las manifestaciones de la enfermedad, una vez a la semana durante
10 semanas. Para tratar una enfermedad establecida, se inyecté a ratones a la edad de 5-7 meses hCDR1 (en el ejemplo
12, mCDRI s.c., 250 ug/ratén) una vez a la semana durante 10 semanas.

Respuestas proliferativas. Se aislaron LSP de la sangre venosa heparinizada mediante centrifugacion en gradiente
de densidad Ficoll-Hypaque (Pharmacia). Se realizaron todos los ensayos por triplicado en placas de microtitulacién
con fondo plano (Falcon, Becton Dickinson, Oxmard, California, EE.UU.) en las que se cultivaron 2 x 10° LSP en
RPMI-1640 enriquecido, tal como se describe (Dayan ef al., 2000). Se expusieron los LSP a diversas concentraciones
(0,1-40 ug/pocillo) de Acm 16/61d anti-ADN humano con o sin la adicién de diversos péptidos basados en CDR, a
una concentracién de al menos 10 veces superior a la del 16/61d. Se utiliz6 fitohemaglutinina (PHA; 2 mg/pocillo)
como control de las condiciones de cultivo en cada experimento. Se incubaron los cultivos, en CO, al 7,5% a 37°C
durante 6 dfas. Dieciocho horas antes de que las células se recogieran, se afiadi6 [*H]-timidina (0,5 uCi de 5 Ci/mmol)
(Nuclear Research Center, Negev, Israel) a todos los cultivos. Los resultados se expresan como la incorporacién media
de timidina, en cuentas por minuto (CPM) de cultivos por triplicado + DE, o como el indice de estimulacién (L.E.; la
razén de las CPM medias en la concentracion 6ptima de 16/61d humano con respecto a las CPM medias en presencia de
medio solo). Un LE. > 2 se consideré una respuesta positiva (Dayan et al., 2000). Se considerd positiva una inhibicién
(la razén de las CPM medias en presencia de 16/61d y diversos péptidos basados en CDR con respecto a las CPM
medias con el 16/61d sin el péptido basado en CDR) superior al 50%.

Induccion de la produccion de citocinas. Se sacrificaron ratones que se inmunizaron con el Acm 16/61d humano y,
o bien se trataron o bien no con el péptido basado en CDR, en periodos diferentes durante o después del tratamiento
con el péptido. Se recogieron e incubaron esplenocitos y células de ganglio linfatico (CGL) (5 x 10%/ml) en presencia
del 16/61d. Se recogieron los sobrenadantes después de 48 y 72 h.

Evaluacion de las citocinas en los sobrenadantes. Se recogieron los sobrenadantes 48 horas después del inicio
de los cultivos y se guardaron a -70°C. Se realizaron mediciones de IL-2, IL-10, IFN-y, y TNF-a mediante ELISA
usando los patrones relativos, los Ac de captura y deteccion (Pharmingen) segun las instrucciones del fabricante. Se
determiné TGF-$ mediante un ELISA. En resumen, se recubrieron placas con la quimera sRII/Fc de TGF-81 humano
recombinante (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.), y el segundo Ac usado fue el anticuerpo anti-TGF-
B1 humano biotinilado (R & D Systems Inc.). La disolucién de sustrato utilizada fue el reactivo colorante TMB (Helix
Diagnostics, West Sacramento, CA), y se evalud la actividad enzimadtica usando filtros de 570 y 630 nm.

Deteccion de las manifestaciones clinicas y patolégicas asociadas a LES. Se midi6 la proteinuria de manera se-
micuantitativa usando el kit Combistix (Divisién Ames, Bayer Diagnostics, Newbury, R.U.). Se contaron los glébulos
blancos (WBC, para determinar leucopenia) después de una dilucién de 10 veces de sangre heparinizada con agua
destilada que contenia un 1% de 4cido acético (vol/vol). Para el andlisis de inmunohistologia se fijaron y tifieron sec-
ciones congeladas de rifién (6 um), con Ac de cabra conjugados con FITC frente a IgG de ratén (especificos de cadena
y; Sigma).

ELISA. Se recubrieron placas de microtitulacion Maxisorb de 96 pocillos (Nunc) con o bien BSA metilada o bien
poli-L-lisina (Sigma), para medir los Ac anti-ADN. Las placas se lavaron y recubrieron entonces con o bien 10 pg/ml
de ADN desnaturalizado de timo de ternera (Sigma) o bien ADN de doble cadena del fago y (Boehringer Mannheim,
5 pg/ml). Después de la incubacién con diferentes diluciones de los sueros, se afiadié a las placas la IgG de cabra
anti-raton (especifica de cadena y) conjugada con la peroxidasa del rdbano (Jackson ImmunoResearch), seguida de la
adicion del sustrato, 2,2’ -azino-bis(dcido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (Sigma). Se leyeron los resultados mediante
un lector de ELISA.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

Medicion de las actividades de MPM-2 y MPM-9. Se someti6 a prueba la actividad de las MPM mediante zimo-
grafia en gel. Se separaron los sueros combinados de ratones individuales de los diferentes grupos experimentales
mediante un SDS-PAGE al 8% polimerizado con gelatina 1 mg/ml. Después de la electoforesis, se lavaron los geles
una vez durante 30 min. en Tritén X-100 al 2,5% para eliminar el SDS y una vez durante 30 min. en un tampén de
reaccion que contiene Tris-HC1 50 mM, NaCl 200 mM, CaCl, 10 mM y Brij 35 al 0,02% (p/v) (pH 7,5). Se cambid el
tampodn de reaccidn por uno nuevo y se incubaron los geles a 37°C durante 24 h. Se visualizd la actividad gelatinolitica
mediante la tincion de los geles con azul brillante de Coomassie al 0,5%.

Andlisis mediante inmunotransferencia de tipo Western de MM-3 en sueros. Se cargaron muestras de 5 ul de cada
suero en SDS/PAGE al 12%, se separaron en condiciones reductoras, y se transfirieron a nitrocelulosa. Se trataron
con sonda las inmunotransferencias (0,5 ug/ml, 1 h, temperatura ambiente) con anticuerpos anti-MPM-3 (Oncogene
Research Products, MA, EE.UU.), y se revelaron usando quimioluminiscencia.

Inmunotincion de secciones de riiion para determinar MPM-3 o MPM-9. Para la inmunotincién de MPM-3 o
MPM-9, se fijaron secciones de rifién (5 ym) con acetona fria (5 min. a temperatura ambiente), se lavaron dos veces
con PBS, se permeabilizaron (1 min. a temperatura ambiente) en Triton X-100 al 0,05% (diluido en PBS), y se
lavaron dos veces con PBS. Con el fin de conseguir una tincién especifica anti-MPM vy evitar la tincién de depésitos
de complejos inmunitarios por el anticuerpo de cabra anti-ratén marcado con FITC; se bloquearon las secciones de
rifién (1 h a temperatura ambiente) con IgG+IgM de cabra anti-raton sin marcar (diluido 1:1 con BSA al 1%/PBS;
(Jackson ImmunoResearch Laboratories), y se lavaron 3 veces con PBS que contiene Tween al 0,05%. Se anadi6
durante 30 min. el anticuerpo monoclonal anti-MPM-9 (1:100; Chemicon International, Inc.) o anti-MPM-3 (1: 50;
Oncogene Research Products) diluido con BSA al 1%/PBS, a temperatura ambiente. Para todos los procedimientos
de inmunotincién, se us6 IgG+IgM de cabra anti-ratén marcado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories),
diluido 1:30 con BSA al 1%/PBS (30 min. a temperatura ambiente).

Andlisis estadistico. Los resultados se presentan como la media + DE. Para el andlisis estadistico se emplearon las
pruebas chi-cuadrado, de Wilcoxon, de Mann-Whitney y de la t. Se consider6 significativo un P < 0,05.

Ejemplo 1
Sintesis de los péptidos humanos hCDRI y hCDR3

Se prepararon los péptidos humanos hCDR1 (SEQ ID NO: 6) y hCDR3 (SEQ ID NO: 7) mediante métodos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante sintesis quimica en fase sélida o en fase de disolucién usando un
sintetizador automadtico mediante el uso de los protocolos del fabricante para el procedimiento con t-butiloxicarbonilo
(t-Boc), fluorenilmethoxicarbonilo (Fmoc) u otros grupos protectores de alfa-aminoacidos esencialmente tal como
se describe (véase, por ejemplo, Peptides: Synthesis, Structure and Applications, ed. por B. Gutte, Academic Press,
1995; Peptide Synthesis Protocols, ed. por M. Pennington y B. Dunn, Humana Press, 1994; Schnolzer M. et al., In situ
neutralization in Boc-chemistry solid phase peptide synthesis. Rapid, high yield assembly of difficult sequences. Int.
J. Pept. Protein Res. 40: 180-193, 1992).

Ejemplo 2

Inhibicion in vivo de la proliferacion de células de ganglio linfdatico (CGL) de ratones inmunizados con mCDRI y
mCDR3 y tratados con hCDRI y hCDR3

Con el fin de determinar la eficacia inhibidora de los péptidos humanos hCDR1 y hCDR3, se someti6 a prueba en
primer lugar su capacidad para inhibir el cebado in vivo de ratones con los péptidos murinos mCDR1 y mCDR3.

Para este fin, se inmunizaron ratones BALB/c y SJL con mCDR1 y mCDR3, respectivamente. Los péptidos mu-
rinos de inmunizacién se inyectaron (10 ug/ratén) con ACF por via intradérmica en las almohadillas de las patas
traseras. De manera concomitante con la inmunizacién, se inyectd a grupos de ratones BALB/c por via subcutdnea
(s.c.) 200 ug de hCDRI1 en PBS y de manera similar, se inyecté hCDR3 a grupos de ratones SJL. Diez dias después
de la inmunizacidn, se sacrificaron los ratones y se recogieron sus ganglios linfaticos y se sometieron a prueba las
células para determinar su capacidad de proliferar después de su activacién con los péptidos de inmunizacién. En
resumen, se cultivaron CGL de ratones inmunizados (0,5 x 10%/pocillo) (por triplicado) en presencia de diferentes
concentraciones (1-20 ug/pocillo) de los péptidos de inmunizacién murinos en medio RPMI-1640 enriquecido y com-
plementado con suero normal de ratén al 1%. Después de cuatro dias de incubacion, se afiadi6 *H-timidina durante 16
horas adicionales. Después se recogieron las células y se contd la radioactividad usando un contador £.

Los resultados en las tablas 1A y 1B representan el % de inhibicién maxima de la proliferacién de CGL de ratones
inmunizados con mCDR1 y mCDR3 y tratados con hCDR1 y hCDR3, respectivamente. La inhibicién se calcul6
basada en la proliferacién de CGL de ratones que no se trataron con los péptidos inhibidores hCDR1 y hCDR3. Puede
observarse que hCDR1 y hCDR3 pudieron inhibir las respuestas proliferativas frente a los péptidos de inmunizacién
murinos CDR.
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TABLA 1A
Inhibicion por hCDRI de la proliferacion de CGL derivadas de BALB/c frente a mCDRI1

Inhibidor % de Inhibicidn
hCDR1 55%
TABLA 1B

Inhibicion por hCDR3 de la proliferacion de CGL derivadas de SJL frente a mCDR3

Inhibidor % de Inhibicidn
hCDR3 55%
Ejemplo 3

Inhibicion in vivo de la proliferacion de CGL en ratones inmunizados con el Acm 16/61d anti-ADN humano y tratados
con hCDR1 y hCDR3

Debido a que el objetivo era someter a prueba la capacidad inhibidora de los péptidos basados en la CDR del
anticuerpo 16/61d humano, era importante averiguar si los péptidos hCDR1 y hCDR3 pueden inhibir el cebado con
respecto a la totalidad de la molécula de Acm 16/61d humano. Para esto, se cebaron ratones BALB/c y SJL con el Acm
16/61d humano (2 pg/ratén) en ACF por via intradérmica en las almohadillas de las patas traseras. El cebado se realizo
de manera concomitante con la administracién s.c. de 200 pg/ratéon de hCDR1 en PBS a grupos de ratones BALB/c y
de hCDR3 a ratones SJL. Diez dias después de la inmunizacién, se sacrificaron los ratones y se sometieron a prueba
in vitro sus CGL para determinar su capacidad de proliferar a diferentes concentraciones (0,1-10 pg/pocillo) del Acm
16/61d anti-ADN humano.

Se muestran resultados representativos de estos experimentos en las tablas 2A y 2B. Los resultados se presentan
como el % de inhibicién maxima de la proliferacion frente al Acm 16/61d humano de células de ganglio linfético de
ratones inmunizados y tratados con los péptidos hCDR1 y hCDR3, comparado con ratones que se inmunizaron con el
Acm 16/61d pero que no se trataron con los péptidos. Tal como puede observarse, ambos péptidos hCDR1 y hCDR3
pudieron inhibir eficazmente el cebado con el Acm 16/61d humano.

TABLA 2A
Inhibicion por hCDRI de la proliferacion de CGL derivadas de BALB/c frente al Acm 16/61d humano

Inhibidor % de Inhibicidn
hCDR1 88%
TABLA 2B

Inhibicion por hCDR3 de la proliferacion de CGL derivadas de SJL frente al Acm 16/61d humano

Inhibidor % de Inhibiciédn

hCDR3 68%

Se demostré mediante experimentos adicionales que la administracién nasal de dosis de tan sélo 10 o incluso 2
ug/ratén del péptido hCDR1 o hCDR3, de manera concomitante con la inmunizacién con el Acm 16/61d humano,
inhibieron las respuestas proliferativas de las células de ganglio linfético frente al anticuerpo de inmunizacién hasta
en un 100%.
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En otro experimento, se inmunizaron ratones BALB/c con 1 ug de 16/61d humano en ACEF, por via intradérmica en
las almohadillas de las patas traseras, y o bien se les inyecté hCDR1 s.c., 300 ug/ratén en PBS, o bien no se trataron
adicionalmente. Diez dias después se sacrificaron los ratones y sus CGL se sometieron a prueba para determinar su
capacidad de proliferar in vitro frente al 16/61d humano. Por tanto, se incubaron CGL popliteas (0,5x10°) en presencia
de diversas concentraciones (0,1-10 ug/pocillo) de Acm 16/61d anti-ADN humano. Al final de la incubacién durante 4
dias, se afiadi6 *H-timidina a los cultivos durante al menos 18 horas de incubacién. Después se recogieron las células
y se contd la radioactividad.

La figura 1 muestra los resultados de tales experimentos y demuestra que hCDR1 inhibi6 eficazmente las respuestas
proliferativas de las células de ganglio linfatico de los ratones tratados. El % de inhibicién de la proliferacion a las
diversas concentraciones de Acm 16/61d fue tal como sigue: 0,1 ug/pocillo - 47%; 1 pg/pocillo - 66%; 5 pg/pocillo -
76%; y 10 ug/pocillo - 62%.

Se repitié el mismo experimento anterior con 50 ug de hCDR1/ratén en PBS. La figura 2 muestra que hCDR1 es
muy eficaz para inhibir el cebado in vivo de ratones con la macromolécula 16/6Id anti-ADN completa e incluso una
inyeccidn s.c. con tan sélo 50 ug de hCDR1 inhibi6 significativamente la capacidad de las células de ganglio linfatico
para proliferar frente al autoanticuerpo 16/61d. El % de inhibicién de la proliferacion a las diversas concentraciones de
Acm 16/61d fue tal como sigue: 0,1 pg/pocillo - 98%; 1 ug/pocillo - 76%; 5 ug/pocillo - 73%; y 10 ug/pocillo - 64%.

Ejemplo 4
El péptido hCDR1 immunomodula la produccion de citocinas

Las células de ganglio linfatico de los ratones BALB/c tratados con 50 ug de hCDR1 del ejemplo 3 también se
estimularon con el Acm 16/6Id humano para la produccion de citocinas y se sometieron a prueba los sobrenadantes
para determinar la secrecion de citocinas (INF-y TGF-g e IL-10) mediante ELISA.

La figura 3 muestra los resultados de un experimento representativo. Puede observarse que hCDR1 regulé por
disminucién la produccién de INF-y (figura 3A) y reguld por incremento la secrecién de TGF-g (figura 3B) e IL-10
(figura 3C). Debe observarse que un péptido usado como control (p259-271, que demostré ser un péptido miastenogé-
nico) no afectdé significativamente la produccién de INF-y e IL-10 y fue menos eficaz en la regulacién por incremento
de TGF-6.

Ejemplo 5

Los péptidos hCDR1 y hCDR3 inhiben la respuesta proliferativa de los LSP de pacientes con LES frente al Acm 16/61d
humano

Sesenta y dos pacientes con LES, 9 masculinos (14,5%) y 53 femeninos (85,5%) participaron en el estudio. La
edad media en el diagndstico era de 32,95 + 12,92 (intervalo de 12-61) afios y el periodo medio de seguimiento fue de
10,98 + 10,76 (intervalo de 1-32) afios. Todos los pacientes cumplian al menos 4 de los criterios para el diagndstico
de LES revisados del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) (Tan et al., 1982). Los pacientes se reclutaron en
tres centros médicos israelies (Kaplan, Rehovot; Ichilov, Tel Aviv; Asaf-Harofeh, Rishon Lezion). Se determind la
actividad de la enfermedad segtn el indice de actividad del lupus (IAELES) (Bombardier et al., 1992). Se estudi6
un grupo control de 36 voluntarios de control sanos con sexo y edad coincidentes de manera concomitante con los
pacientes con LES. El estudio fue aprobado por el comité ético del centro médico.

Era de interés investigar si los péptidos hCDR1 y hCDR3, que estdn basados en la CDR1 y CDR3 del Acm 16/61d
humano, pueden inhibir las respuestas proliferativas especificas de los LSP de pacientes con LES frente al Acm 16/61d
humano. Para este fin, se tuvo que identificar en primer lugar los pacientes cuyos LSP se pudieron estimular para
proliferar por el Acm 16/61d humano (pacientes que responden).

Por tanto, se cultivaron los LSP de 62 pacientes con LES consecutivos en presencia del 16/6 Id humano y se
determinaron sus respuestas proliferativas y su capacidad para secretar IL-2. Respondieron los LSP de 24 de un total
de 62 (39%) y de 23 de 55 (42%) de pacientes con LES que se sometieron a prueba (IE > 2, intervalo de 2-5,6) mediante
proliferaciéon y mediante secrecion de IL-2 (IE > 2, intervalo de 2-60), respectivamente. La frecuencia de pacientes que
responden en el grupo de pacientes con LES fue menor que la observada en el grupo de donantes sanos que se sometio
a prueba como control. Por tanto, los LSP de 21 de un total de 36 (58%) de donantes sanos respondieron mediante
proliferacion frente al 16/6 Id. El grado de proliferacién (niveles de IE) fue similar para pacientes con LES y para
los controles sanos que respondieron al 16/6 Id. Sin embargo, tal como se muestra en la figura 4, la respuesta éptima
frente al 16/6 Id de los LSP de los donantes control se observé a concentraciones superiores de 16/6 Id comparado con
las de los pacientes con LES.

No pudo demostrarse ninguna diferencia entre el sexo y la edad de los pacientes con LES que respondieron al
16/6 1d y el grupo de pacientes que no responden. Sin embargo, los pacientes cuyos LSP proliferaron en respuesta
al 16/6 1d estuvieron enfermos durante un periodo de tiempo mds corto (una media de 9,78 + 8,36 frente a 11,73
+ 12,06 afios para pacientes que responden y que no responden, respectivamente; P < 0,036). La tabla 3 resume
la caracterizacién clinica de los grupos de pacientes con LES que responden y no responden a 16/6 1d. Tal como
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puede observarse en la tabla, ambos grupos son similares en la mayoria de manifestaciones clinicas relacionadas con
LES. La puntuacién de la actividad de la enfermedad de LES (IAELES) y el niimero de criterios de diagndstico de
LES fueron también similares en los dos grupos. Sin embargo, se observaron una mayor frecuencia de afectacién
neuroldgica (tanto convulsiones como psicosis) y hematoldgica y una menor tasa de afectacion renal en el grupo de
pacientes que responde en comparacién con el grupo de pacientes que no responden. Sin embargo, probablemente
debido al bajo nimero de pacientes en los subgrupos relevantes, las diferencias anteriores no alcanzaron significacién
estadistica. Ademads, se determinaron menos pacientes que responden entre los tratados con o bien esteroides o bien
agentes citotéxicos en el momento del estudio. Es de interés que significativamente mds pacientes que nunca recibieron
esteroides respondieron al 16/6 Id, en comparacion con el grupo que no respondié (54% frente al 21%; P = 0,023).

Es de interés que la eficacia de los péptidos basados en CDR para inhibir las respuestas proliferativas de los LSP de
donantes sanos frente al 16/61d fue mucho menor que la observada para los LSP de pacientes con LES (no mostrado).

TABLA 3

Caracterizacion clinica y de laboratorio de pacientes con LES

A: Criterios de diagndstico™

Todos los Pacientes que Pacientes que |
pacientes responden no responden
Numero de pacientes 62 (100) 24 (39) 38 {(6l)
(%)
Exantema malar 19/62 (30,1) 8/24 (33,3) 11/38 (29)
Exantema discoide 9/62 (15} 3/24 (12,5) 6/38 (16)
Fotosensibilidad 21/62 (34) 9/24 (37,5) 12/38 (32)
Ulceras mucosas 17/62 (27,4) {8/24 (33,3) 9/38 (23,7)
Artritis 46/62 (74,2) 119/24 (79,2) 27/38 (71)
Serositis 14/62 (22,6) {5/24 (20,8) 9/38 (23,7)
Trastornos 5/62 (8,1) 4/24 (16,7) 1/38 (2,7)
neuroldgicos
Trastornos renales’ 24/62 (38,8) {7/24 (29,2) 17/38 (44,8)
Trastornos 44/62 (71) 19/24 (79,2) 25/38 (65,8)
hematolégicos®
ANA 61/62 (98,4) [24/24 (100) 37/38 (92,1)
a~dsADN 54/62 (87,1) 119/24 (79,2) 35/38 (92,1)
APLA 35/62 (56,5) {12/24 (50,0) 23/38 (60,53)

B: Actividad de la enfermedad

-
i+

Puntuacién de IAELES 6,65 5,12 7,29 1,06 6,24 0,84

Numero de criterios de 5,44 = 1,39 5,54 + 0,33 5,34 + 0,2

-+

diagnéstico de ACR
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C: Tratamiento actualt

AINE 17/62 (27,4) /24 (25) 11/38 (29)
Antipaludico 37/62 (59,7) 15/24 (62,5) 22/38 (57,9)
Esteroidest 33/62 (53,2) 11/24 (45,8) 22/38 (57,9)
Citotéxicof 10/62 (16,1) 2/24 (8,3) 8/38 (21)

*Se definid la participacion clinica segtn los criterios revisados del ACR. Se determinaron los anticuerpos antinu-
cleares (ANA) y los anticuerpos anti-dsADN usando células Hep2 y Crithidia luciliae, respectivamente. Se definieron
los anticuerpos anti-fosfolipidos (APLA) como reactividad en uno o més de los siguientes ensayos: VDRL falso posi-
tivo, anticoagulante de lupus (LAC) o ELISA para determinar anticuerpos anti-cardiolipina.

T Se us6 el agente antipalidico, hidroxicloroquina, a una dosis de 200-400 mg/dia; se defini6 el tratamiento con
esteroides como una dosis diaria > 5 mg de prednisona; los agentes citotdxicos usados fueron ciclofosfamida (0,75-
1,0 g/m?; al mes) o azatioprina (100-150 mg/dfa).

tPardmetros para los que se observé tendencia hacia diferencias entre los dos grupos de pacientes con LES que
responden y que no responden al tratamiento.

Para someter a prueba la capacidad de los péptidos hCDR1 y hCDR3 para inhibir la respuesta proliferativa de LSP
de pacientes con LES para el Acm 16/61d humano, se estimularon LSP (2x10%/pocillo) de pacientes con LES in vitro
por triplicado con diferentes concentraciones (0,1-20 ug/pocillo) del Acm 16/6Id humano en ausencia o presencia de
los péptidos hCDR1 y hCDR3 (o bien 50 o bien 100 ug/pocillo). Tras 6 dias de incubacion, se afiadié *H-timidina
(0,5 uCi de 5 Ci/mmol) a cada pocillo durante 18 horas de incubacién adicionales. Entonces se recogieron las células
y se contd la radiactividad usando un contador . Los resultados se expresaron como las cuentas medias por minuto
(cpm) de cultivos por triplicado. Entonces se calcularon los indices de estimulacidn (la razén de las cpm medias a
la concentracién 6ptima de 16/61d con respecto a las cpm medias sin 16/61d). Se considerd positivo un indice de
estimulacién (IE) > 2.

Se encontré que los LSP de 24 del total de 62 (39%) de pacientes con LES proliferaban frente al Acm 16/61d. Se
sometié a prueba la capacidad de los péptidos hCDR1 y hCDR3 para inhibir las respuestas proliferativas frente a la
molécula completa del autoanticuerpo 16/61d en los LSP de los 19 pacientes con LES que responden.

La tabla 4 muestra los resultados de estos experimentos. Se considerd positiva una inhibicién superior al 50% de
la capacidad proliferativa. La tabla representa la mayor capacidad de inhibicién positiva para cada péptido. Puede ob-
servarse que los hCDR1 y hCDR3 humanos inhibieron la proliferacion de los LSP de 16/19 (84,2%) y 15/19 (78,9%),
respectivamente, de los 19 pacientes que responden sometidos a prueba. Ambos péptidos inhibieron la proliferacién
de los LSP de 18/19 (95%) de los pacientes que responden sometidos a prueba. También puede observarse en la tabla
que las magnitudes de las inhibiciones fueron similares para ambos péptidos. Por tanto, puede concluirse que los pép-
tidos basados en CDR1 y CDR3 del Acm 16/61d humano son inhibidores eficaces de la proliferacién de los LSP de
pacientes con LES frente al Acm 16/6Id.

TABLA 4
Inhibicion de la proliferacion de las LSP de pacientes con LES por los péptidos hCDRI y hCDR3

Numero Iniciales Inhibicidén en
porcentaje
hCDR1 hCDR3
1. B.L. 62 < 50
2. M.D. 70 75
3. T.L. 69 < 50

17




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

4. Z.D. < 50 < 50
5. N.N. 88,5 87,5
6. S.8. 80 80
7. S.H. 76 70,4
8. S.D. 58 56
9. A.N. 69,5 65
10. I.J. 68,2 71,8
11. L.J. < 50 72
12. V.L. 82 86
13. M.S. 63 64
14. D.s. 56 74
15. Z.A. 63 69
16. B.M. < 50 68
17. S.N. 70,5 77,8
i8. G.M. 51,5 < 50
is. N.J. 63 60,8
Media * DE 68,12 + 9,57 71,82 + 8,44
Ejemplo 6

Especificidad de la capacidad inhibidora de hCDRI y hCDR3

Es importante demostrar que los efectos inhibidores de los péptidos basados en hCDR son especificos frente a las
respuestas asociadas a LES. Para este fin, se afiadieron los péptidos hCDR1 y hCDR3 a cultivos de LSP de pacientes
con LES que se estimularon con la fitohemaglutinina mitégena (PHA, 2 ug/ml). Los resultados de un experimento de
este tipo realizado con los LSP de un paciente con LES se muestran en la figura 5. Los péptidos hCDR1 y hCDR3 no
pudieron inhibir las respuestas proliferativas (expresadas en cpm) de los LSP frente a la PHA mitégena y las respuestas
proliferativas fueron altas de manera similar en ausencia (columna negra) o presencia de o bien hCDR1 o bien hCDR3.

En otro experimento, se estimularon cultivos de LSP de pacientes con LES con el Acm 16/61d humano y luego se
incubaron con los péptidos humanos hCDR1 o hCDR3 o con el péptido murino mCDR3 como control. Los resultados
de un experimento de este tipo realizado con los LSP de un paciente con LES se muestran en la figura 6. Tal como se
muestra en la figura 6, mientras que ambos péptidos hCDR1 y hCDR3 basados en el autoanticuerpo humano inhibieron
eficazmente las respuestas proliferativas de LSP frente al Acm 16/61d humano, el péptido mCDR3 basado en la CDR3
del anticuerpo murino no inhibi6 la proliferacion.

Se usaron dos péptidos control adicionales en estos experimentos, concretamente los péptidos sintetizados en el
orden inverso de los péptidos mCDR1 y mCDR3 murinos (revmCDR1 y revmCDR3), y los resultados se muestran
en la figura 7. Puede observarse que los dos péptidos inversos fracasaron en inhibir significativamente las respuestas
proliferativas de los LSP del paciente con LES frente a Acm 16/6Id humano mientras que los péptidos hCDRI1 y
hCDR3 si que inhibieron eficazmente la proliferacién, los que demuestra que la inhibicién de la proliferacién por
los péptidos basados en hCDR humano es especifica para los péptidos y para las respuestas de células T asociadas
aLES.
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Ejemplo 7

Regulacion por disminucion de la secrecion de IL-2 por LSP de pacientes con LES en presencia de los péptidos
hCDRI y hCDR3

Era de interés averiguar si los péptidos hCDR pueden inhibir la secrecién de IL-2 mediante los LSP de pacientes
con LES tras estimulacion con el Acm 16/61d humano. Tal inhibicién podria sugerir también que los péptidos basados
en CDR humanos inhiben las respuestas proliferativas frente al Acm 16/61d al menos parcialmente regulando por
disminucion la secrecion de IL-2. Con este fin, se incubaron LSP de pacientes con LES con el Acm 16/6Id humano
en ausencia o presencia de los péptidos hCDR1 o hCDR3. Se recogieron los sobrenadantes de los cultivos tras 48
horas de incubacién. Se realizaron ensayos para determinar los niveles de IL-2 en los sobrenadantes usando la linea
dependiente de IL-2 CTLL. En resumen, las células de la linea CTLL (2x10*/pocillo) se incubaron en presencia de los
diferentes sobrenadantes durante 24 horas, seguido por la adicion de *H-timidina durante un periodo de incubacién
adicional de 18 horas. Entonces se recogieron las células y se cont6 la radiactividad usando un contador (Se calcularon
los resultados basdndose en IL-2 humano recombinante usado como patrén. Se sometié a prueba la capacidad de los
péptidos para inhibir la secrecién de IL-2 de los LSP de 23 pacientes que responden estimulados mediante el 16/61d
humano. Los resultados, mostrados en la tabla 5, muestran que hCDR1 y hCDR3 inhibieron la secrecién de IL-2
mediante los LSP de 21/23 y 19/23 pacientes, respectivamente. La inhibicidn de las respuestas proliferativas de los
LSP se correlaciond directamente con la inhibicién de IL-2 por los péptidos basados en CDR. Por tanto, se observé la
inhibicion de la secreciéon de IL-2 en todos los casos en los que se determiné inhibicién de la proliferacion.

Los resultados obtenidos con los LSP de un paciente con LES representados en la figura 8 (la secrecién de IL-2 se

expresa en pg/ml) muestran que tanto hCDR1 como hCDR3 inhibieron el 100% de la secrecién de IL-2 por los LSP
de un paciente con LES activados mediante el Acm 16/61d humano.

TABLA 5
Inhibicion de la proliferacion de LSP de pacientes con LES por los péptidos hCDRI y hCDR3

Péptido Actividad Maxima
inhibidora* inhibicién

hCDR1 91 (21/23) 84 + 31

hCDR3 83 (19/23) 78 + 34

* La secrecion de IL-2 en presencia de 16/61d solo se consider6 como el 100%. Se
considerd significativa una inhibicién del 50% o superior.

Ejemplo 8
Regulacion por incremento de la secrecion de la citocina inmunosupresora TGF- por péptidos basados en CDR

En un intento de arrojar luz sobre los mecanismos mediante los cuales los péptidos basados en CDR humanos
inhiben las respuestas proliferativas frente al anticuerpo 16/6Id anti-ADN monoclonal humano, se determinaron los
niveles de la citocina inmunosupresora TGF-f en los sobrenadantes de los cultivos celulares. La justificacién subya-
cente a estos experimentos se basa en los hallazgos previos de niveles elevados de TGF-8 en cultivos de esplenocitos
de ratones con LES o bien inducidos con el Acm 16/61d anti-ADN humano o {ratones (NZB x NZW) F1} espontaneos
tras el tratamiento con los péptidos basados en CDR de ratén (Eilat et al., 2001). La elevacion en los niveles de TGF-
[ se correlacion6 con la mejorfa de las manifestaciones de la enfermedad en los ratones tratados.

Para este fin, se extrajeron los sobrenadantes de los cultivos de LSP de diversos pacientes con LES tras una incuba-
cién de 48 horas con el Acm 16/61d humano en ausencia o presencia de los péptidos hCDR1 o hCDR3. Se determiné
TGF-B mediante ELISA segun las instrucciones del fabricante. En resumen, se recubrieron placas Maxisorb (Nunc)
con quimera TGEBsRII/Fc recombinante humana (R&D Systems) diluida en PBS (100 ng/ml). Tras el bloqueo, se
afiadieron sobrenadantes celulares. Tras 18 de incubacién se afiadi6 el anticuerpo anti-TGF-8 humano biotinilado de
deteccion (R&D Systems). La disolucién de sustrato usada fue el reactivo colorante TMB (Helix Diagnostics) y se
evalud la actividad enzimdtica mediante el lector MRX ELISA usando los filtros de 570 nm y 630 nm. Los resultados
se muestran en la tabla 6.
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Los resultados en la figura 9 demuestran que los péptidos hCDR1 y hCDR3 activaron una regulacién por incremen-
to significativa en la secrecion de TGF-S (expresada en pg/ml) mediante los LSP de un paciente con LES representativo
que se estimularon con el Acm 16/61d humano patégeno.

TABLA 6

Regulacion por incremento de la secrecion de TGF-B de la estimulacion inducida con 16/6 Id de los LSP de
pacientes con LES con los péptidos hCDRI y hCDR3

Péptido Regﬁlaci(’m por Maxima
incremento regulacién por incremento‘
de TGF-B 3%

hCDR1 100(19/19) 305 + 221

hCDR3 100(18/19) 338 + 242

Se consideré como el 100% la secrecion de TGF-8 en presencia de 16/6 Id solo (media de 636 + 25 pg/ml). Los
resultados se expresan como secrecion en porcentaje por encima del porcentaje en presencia de 16/61d solo.

Ejemplo 9

Inmunomodulacion de las manifestaciones de LES en ratones mediante hCDRI1: Mejoria de las manifestaciones de la
enfermedad tras el tratamiento de ratones (NZB x NZW)F1 con hCDRI

Tal como se mostré anteriormente, los péptidos basados en la CDR del Acm 16/61d anti-ADN humano podian
inhibir el cebado de células de ganglio linfatico frente al Acm 16/6Id y las respuestas proliferativas de los LSP de
pacientes con LES frente al Acm 16/61Id con eficacia similar. Por tanto, era de interés averiguar si estos péptidos
pueden inmunomodular una enfermedad similar a LES en modelos animales.

Los experimentos dirigidos a tratar la capacidad de los péptidos humanos para tratar una enfermedad de LES
establecida se realizaron en primer lugar con el péptido hCDR1. Con este fin, se disefiaron unos cuantos experimentos
en los que se trataron con el péptido hCDR1 ratones (NZB x NZW)F1 propensos a padecer LES a la edad de 5 meses
y medio, cuando ya se observan manifestaciones de la enfermedad similar a LES (anti-dsADN, proteinuria, etc.). Se
administré por via s.c. semanalmente el péptido hCDR1 en PBS, durante 10 semanas. Se sometié a prueba la eficacia
de diferentes dosis (50, 100 y 200 pg/ratén) del péptido hCDR1. Se les inyect6 a los grupos control el PBS vehiculo. El
tratamiento condujo a una reducciéon moderada de los titulos de autoanticuerpos anti-dsADN. Por tanto, se midieron
valores de D.O. de 0,586 + 0,1, 0,27 + 0,1, 0,37 = 0,1 y 0,29 + 0,1 en diluciones de sueros 1:1250, al final del
tratamiento para sueros de ratones tratados con PBS, ratones tratados con 50 pg/ratén, 100 ug/ratén y 200 ug/ratén de
hCDRI, respectivamente.

Se realiz6 otro experimento en el que se trataron semanalmente ratones (NZB x NZW)F1 de 7 meses de edad duran-
te 10 semanas con 300 pg de hCDR1 inyectado por via s.c. en PBS. Pudo observarse una reduccién leve en los titulos de
anticuerpos anti-ADN en los sueros de ratones tratados con hCDR1. No obstante, la tabla 7 muestra que el tratamiento
con hCDRI1 dio como resultado una reduccién en la proteinuria y una disminucién significativa en los depdsitos de
complejos inmunitarios (DCI) en los rifiones de los ratones tratados. Los resultados en la tabla expresan la intensidad
de los DCI en la que 0 = ningtin DCI; 1 = DCI moderado; 2 = DCI grave y 3 = DCI grave y extremadamente intenso.

TABLA 7
Manifestaciones clinicas de los ratones (NZB x NZW)F 1 tratados con hCDRI a la edad de 7 meses

Depébdsitos de compleijos
Tratamiento | proteinuria g/L * EEM inmunitarios * EEM
Sin tratar 4,80 + 2,56 2,57 + 0,29
hCDR1 1,08 + 0,38 1,44 + 0,41
300 pg/ratdn p = 0,035

p se calcul6 en comparacién con el grupo de ratones no tratados.
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Luego se realizé un experimento adicional usando 400 ug/raton de hCDRI1 para averiguar si pueden lograrse
efectos mas beneficiosos aumentando la dosis del péptido. El tratamiento con 400 ug/ratén de hCDR1 no tuvo un
efecto mayor sobre los titulos de anticuerpos anti-ADN vy, tal como puede observarse en la tabla 8, el efecto sobre la
enfermedad renal era similar al observado tras el tratamiento con la dosis de 300 ug.

TABLA 8
Manifestaciones clinicas de ratones (NZB x NZW)F1 tratados con hCDRI a la edad de 6 meses

Depésitos de complejos
Tratamiento | proteinuria g/L + EEM inmunitarios + EEM
Sin tratar 4,99 £ 2,53 2+ 0,29
hCDR1 0,77 £ 0,32 1,42 £ 0,19
400 pg/ratdn p = 0,05

p se calcul6 en comparacion con el grupo de ratones no tratados.

Por tanto, se ha realizado un experimento adicional en el que se trataron ratones con 300 ug de hCDRI a al edad
de 7 meses y se usé un péptido control, concretamente el hCDR1 inverso. El objetivo del experimento era averiguar
si, ademds de la mejoria en las manifestaciones clinicas, el tratamiento con hCDR1 inmunomodula la produccién de
citocinas. La figura 10 demuestra la reduccion leve de los niveles de autoanticuerpos anti-ADN. La tabla 9 muestra la
proteinuria medida a diferentes puntos de tiempo.

TABLA 9
Manifestaciones clinicas de ratones (NZB x NZW)F1 tratados con hCDRI1 a la edad de 7 meses

Proteinuria g/L + EEM

Tratamiento Tras tratamiento n°®
5 7 9
No tratado 2,65+ 1,76 3,89 + 2,73 7,55 + 3,95
hCDR1
0,61 = 0,23 0,65 %+ 0,32 1,02 £ 0,39

300 pg/ratdn p = 0,05

revhCDR1
6,94 + 2,53 6,76

-

+
300 p‘g/ratén 2,91 5,99 37 3,08 ‘

El efecto del tratamiento con hCDR1 puede observarse en todas las mediciones. El dafio renal es una de las
principales manifestaciones de la enfermedad similar a LES en los ratones (NZB x NZW)F1. Un tratamiento de diez
semanas con el péptido hCDRI1 redujo significativamente la enfermedad renal. La dosis de 50 ug fue menos eficaz que
las dosis de 100 y 200 ug en el tratamiento de la enfermedad renal. Estas dltimas dos dosis fueron eficaces de manera
similar.

Las figuras 11A-11D son fotografias que muestran secciones de rifién representativas de ratones tratados con la
dosis de 100 ug de hCDRI1. Asi, se sacrificaron los ratones a la edad de 9 meses y se extrajeron sus rifiones y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Se secaron al aire secciones de criostato congeladas de 5 um y se
fijaron en acetona. Para la deteccidn de los depdsitos de Ig, se incubaron las secciones con IgG de cabra anti-ratén
conjugada con FITC (especifica de cadena y). Las figuras 11A y 11B muestran secciones de rifién de un ratén del
grupo tratado con PBS (control) mientras que las figuras 11C y 11D muestran secciones de rifién de un ratén tratado
con 100 ug de hCDRI1. Puede observarse en las figuras que el tratamiento redujo el niimero de complejos inmunitarios
asi como su intensidad (11A, 11C x 100; 11B, 11D x 400).

Se obtuvieron resultados similares cuando se trataron los grupos de ratones (NZB x NZW)F1 con hCDR1 a la edad
de 7 meses cuando ya se observaba su enfermedad totalmente desarrollada. Se trataron los ratones durante 10 semanas

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

con o bien 100 pg/ratén o bien 300 ug/ratén. El tratamiento con ambas dosis condujo a una reduccién moderada en los
titulos de autoanticuerpo anti-ADN, similar a los resultados descritos anteriormente. También se midi6é una reduccién
en la proteinuria en comparacién con el grupo tratado con PBS. La enfermedad renal mejor6 tras el tratamiento con
ambas dosis; no obstante, se determind un efecto més significativo en el grupo de los ratones tratados con la dosis de
300 ug. Las figuras 12A-12F son secciones de rifion de ratén representativas de cada grupo en las que A, B representan
un ratén no tratado; C, D representan un rifién de un ratén tratado con hCDR1 y E, F representan una seccion de rifién
de un ratén tratado con el hCDRI1 inverso. A, C, E x 100 y B, D, F x 400.

Las figuras 13A-13C muestran el patrén de citocinas (INF-y, IL-10 y TGF-8) medido mediante ELISA en sobrena-
dantes de cultivos estimulados con Con A de esplenocitos de ratones de los 3 grupos tomados al final del tratamiento
(10 inyecciones s.c. semanales). Puede observarse que INF-y (figura 13A) e IL-10 (figura 13B, en menor medida)
estuvieron regulados por disminucién en los ratones tratados. Pudo observarse un aumento de la secrecién de TGF-
B en los sobrenadantes de las células no estimuladas (figura 13C, a la izquierda). Con A no estimul6 las células para
secretar mas TGF-g (figura 13C, a la derecha).

Los resultados resumidos anteriormente indican que el tratamiento a largo plazo con hCDR1 mejora las manifes-
taciones de la enfermedad e inmunomodula la secrecién de citocinas.

Ejemplo 10
Tratamiento de ratones BALB/c con el péptido hCDR1 humano tras la induccion de LES experimental

Era de interés averiguar si el péptido hCDR1 puede tratar LES experimental inducido en ratones con el Acm
16/61d anti-ADN humano. Por tanto, se inmunizaron ratones BALB/c y se realizé una inmunizacién de refuerzo con
el autoanticuerpo patégeno 16/6Id. Tres meses y medio después de la inyeccién de refuerzo, cuando los ratones ya
habian desarrollado manifestaciones de la enfermedad, se dividieron en tres grupos. Un grupo no se tratd, el segundo
grupo se trat6 con 100 ug/ratén del hCDR1 y el tercer grupo se traté durante 10 semanas con 300 ug/ratén del péptido
hCDRI. Se sometieron a seguimiento los ratones para determinar las manifestaciones de la enfermedad.

La tabla 10 presenta los resultados obtenidos en las pruebas de los ratones individuales al final del tratamiento.
Se observé una mejoria de todas las manifestaciones clinicas medidas con ambas dosis usadas para el tratamiento
[autoanticuerpos anti-dsADN, recuento de glébulos blancos (WBC) y proteinas en orina]. El andlisis de los rifiones
de los ratones sacrificados al final del experimento (7 meses después de las inyecciones de refuerzo) demostraron
depésitos de complejos inmunitarios en los rifiones de 9/10 ratones que se inmunizaron con el Acm 16/6Id y no se
trataron. Por el contrario, se observaron depdsitos de complejos inmunitarios en los rifiones de s6lo 3/10 y 2/9 ratones
que se inmunizaron con el Acm 16/61d y se trataron con 100 pg/ratén y 300 ug/ratén de hCDRI1, respectivamente. Por
tanto, se demuestra que el péptido humano hCDR1 puede tratar un LES experimental establecido.

TABLA 10
El efecto del tratamiento de ratones BALB/c afectados con LES experimental con 100 ug 0 300 ug de péptido hCDRI

Control, Con 16/6Id | Con 16/61Id | Con 16/61d
ratones inyectado inyectado + | inyectado +
$anos Media * DE 100 pg de 300 pg de
Media * DE hCDR1 hCDR1
Media + DE | Media * DE
Proteinuria | 0,1240,16 0,65+0,3¢6 0,3%+0,02 0,34%0,25
g/l
WBC/mm’ 74401960 3260%920 6090+2160%* 5890+£2660%
Anti-dsADN 0,1+0,05 1,140,6 0,340, 2% 0,550, 3%
D.O. (1:50)

* = digerente significativamente (p < 0,05) del grupo al que se le inyect6 16/61d.
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En otro experimento, se inmunizaron ratones BALB/c y se realizé una inmunizacién de refuerzo con el 16/61d
humano para la induccién de LES experimental. Dos meses después de la inmunizacién de refuerzo, se dividieron los
ratones en grupos (8 ratones por grupo). Se trataron los ratones con 200, 300 o 400 ug/ratén durante 10 semanas. Se
sometieron a seguimiento los ratones para determinar la produccién de anticuerpos, leucopenia, proteinuria y, cuando
se sacrificaron, dos meses después del final del tratamiento, se analizaron sus rifiones para determinar los depdsitos de
complejos inmunitarios. Los resultados, resumidos en la tabla 11, no muestran efecto del tratamiento sobre la respuesta
de anticuerpos especifica a 16/61d.

TABLA 11
Efecto del tratamiento de ratones BALB/c afectados czré‘ é%? experimental con 200 ug, 300 ug o 400 ug de péptido
16/61d le/eld +| 16/61Id +| l6/61Id + Control
MediatDFE hCDR1 hCDR1 hCDR1 Media*DE
200 300 400
pg/ratén | pg/ratdn | pg/ratodn
MediatDE | MediazDE | MediatDRE
Proteinuria O,5i0,34 0,134£0,16(0,16%0,16{0,11%0,15 0,03t0,09
g/l p=0,0131 | p=0,0209 | p=0,0070 p=0,0002
WBC/mm 2781+1205 | 56251659 |4677+1508 |401241421 | 72804352
p=0,0047 | p=0,020% | p=0,0760 p=0,0001
Intensidad |1,86%0,38|0,57+0,97|0,75+0,71 |0,71+0,76 0
de DCI en p=0,0189 | p=0,0047 | p=0,0055
los rifiones
Anticuerpos |1,16+0,37|0,69+0,39 |0,45+0,24| 0,8%0,39 [0,02940,025
anti-dsADN p=0,0189 | p=0,0003 | p=0,0603 | p=0,0001
a un
dilucidén de
1:250
Anticuerpos |2,55+0,09| 2,7+0,12 | 2,840,111 | 2,75+0,1 0
anti-Id
16/6 a un
dilucidn de
1:1000

Sin embargo, el tratamiento afect6 a los titulos de anticuerpo anti-ADN, leucopenia, niveles de proteinuria y, de
manera mds importante, a los depdsitos de complejos inmunitarios en los rifiones. El grupo control del experimento
es de ratones BALB/c de la misma edad que no se inmunizaron ni trataron en absoluto. Este experimento sugirié que
hCDRI1 es eficaz en el tratamiento de LES experimental y no pudo observarse ninguna ventaja de la dosis de 400 ug.

Por tanto, se realizé un experimento adicional en el que se trataron ratones con 200 y 300 pg/ratén. Se us6 un pépti-
do control en este experimento, el inverso hCDR1. El objetivo de este experimento ha sido, ademds de la comparacién
entre las dosis de tratamiento de 200 y 300 ug, estudiar el efecto del tratamiento sobre la produccién de citocinas en
los ratones tratados. Se inmunizaron sesenta ratones BALB/c y se realizé una inmunizacién de refuerzo con el 16/61d.
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Tres meses después de la inmunizacién de refuerzo, se dividieron los ratones en grupos (15 ratones por grupo) que o
bien no se trataron adicionalmente o bien se trataron semanalmente con 200 6 300 ug de hCDRI. Se traté un grupo
adicional con 300 pg de hCDRI inverso. No se inmunizé un quinto grupo (control) y no se trat6 adicionalmente. Se
sometieron a seguimiento los ratones para determinar la produccién de anticuerpos y las manifestaciones de la enfer-
medad. Tal como se observa en la tabla 12, los niveles de anticuerpos anti-16/61d (a una dilucién de 1: 10000) en los
sueros de los ratones no difirieron entre los grupos. El tratamiento tanto con 200 como con 300 ug redujo los niveles
de anticuerpos anti-ADN, tal como puede observarse en la tabla (los sueros se diluyeron 1:1250). La tabla 12 también
resume las manifestaciones clinicas en los diferentes grupos de ratones. Puede observarse que, aunque ambas dosis
fueron eficaces en la reduccién de la leucopenia y la proteinuria, el efecto de la dosis de 200 ug en este experimento
no alcanzé significacion (se sacrificaron los ratones un mes después del final del tratamiento).

TABLA 12
Efecto del tratamiento de ratones BALB/c afectados con LES experimental con 200 pug 0 300 ug e revhCDRI

16/6Id 16/61Id + 16/61Id + 16/61Id + Control
Media*DE hCDR1 hCDR1 hCDR1 MediatDE
200 300 400
ng/ratén | pg/ratdn | pg/ratdn
MediatDE Media®DE Media+DE
Proteinuria |0,58+0,34 |0,1740,15/0,085+0,01 | 0,8%0,3
0,031+0,09
g/1 p=0,0366 | p=0,0088 p>0,5
WBC /mm’ 4500+£800 5800£300 41804831 7900400
2800£300
p=0,004 0=0,004 | p=0,0079
Intensidad 140,63 0,5+0,5 |0,85+0,75
de DCI en|1,6+0,55 | p=0,0887 | p=0,0152 | p=0,0628 0
los rifiones
Anticuerpos
) 0,23+0,1 0,2%0,1 0,35+0,3
anti-dsADN 0,47£0,3 0,002+0,002
=0,0234 =0,0145 =0,343
1:250 p=U, p=y, P
Anticuerpos
anti~Id
16/6 0,89+0,1 | 0,9620,2 0,93%0,1 10,950,113 0,03+0,1
1:10000

Las figuras 14A-F representan un rifién de cada grupo en las que A,B representan un ratén no tratado; C,D re-
presentan un rifién de un ratén tratado con hCDR1 y E.F representan una seccién de rifién de un ratén tratado con el
hCDRI1 inverso. Fotografias A,C,E x 100 y B,D,F x 400.

Las figuras 15A-E muestran los niveles de las diferentes citocinas en sobrenadantes de cultivos de ganglios linfati-
cos estimulados con 16/61d de los ratones tratados. Estas tltimas pruebas se realizaron al final del tratamiento (tras 10
inyecciones del tratamiento). Puede observarse que el tratamiento con hCDRI1 (ambas dosis) regulé por disminucién
a INF-y (figura 15A), IL-10 (figura 15C) y TNF-a (figura 15B). Por otro lado, hCDR1 regulé por incremento los ni-
veles de TGF-B. Dado que normalmente los esplenocitos secretan mas TGF-8 (figura 15D) que las células de ganglio
linfatico, también se midié TGF-S en sobrenadantes de células de bazo de ratones de los diferentes grupos, activadas
por 16/61d (figura 15E).

Por tanto, hCDR1 mejora las manifestaciones de la enfermedad e inmunomodula la produccién de citocinas en
ratones afectados con un LES experimental inducido.
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Ejemplo 11

Transferencia de los efectos beneficiosos sobre las manifestaciones del lupus mediante esplenocitos de ratones trata-
dos con hCDRI1

Era de importancia investigar si los efectos beneficiosos del tratamiento con hCDR1, que se manifiestan mediante la
regulacién por disminucién de las manifestaciones de la enfermedad, pueden transferirse mediante células de bazo de
ratones tratados. Con este fin, se ha realizado un experimento en el que se dividieron ratones (NZB x NZW)F1 de 8 me-
ses de edad, que padecian ya la enfermedad similar al lupus totalmente desarrollada, en 2 grupos. El grupo 1 no se traté
y a los ratones del grupo 2 se les transfirieron 20x10° células de bazo de ratones (NZB x NZW)F1 de 3 meses de edad
a los que se les inyectd 3 veces (s.c., dias alternos) 300 ug/ratén de hCDRI1. Todos los esplenocitos se inyectaron por
via intraperitoneal. Se sometieron a prueba los ratones para determinar la produccién de autoanticuerpos anti-dsADN,
las manifestaciones de la enfermedad y se sacrificaron 4 semanas después de la transferencia celular. La transferencia
de células de ratones tratados con hCDR1 produjo una leve reduccion en los niveles de anticuerpos anti-ADN.

La tabla 13 demuestra que la transferencia de esplenocitos de ratones tratados con hCDR1 dio como resultado una
proteinuria significativamente inferior y una reduccién de los complejos inmunitarios en los rifiones.

TABLA 13

Manifestacion clinica del lupus en ratones receptores de células de bazo de ratones tratados con hCDRI1

N° de Tratamiento Proteinuria D.C.I. ( EEM
grupo g/L + EEM
1 No tratado 15,07 % 4,92 2,25 + 0,47
20x10° células de
bazo de ratones 0,97 = 0,67 0,75 + 0,47
‘ tratados con p = 0,05 p = 0,05
hCDR1

Los valores de p se calculan en comparacién con grl de los ratones no tratados.

El experimento se repiti6 una cuantas veces mas usando revhCDR1 como control. Los resultados fueron similares
a los del primer experimento, concretamente, la transferencia celular de los ratones tratados afect6 ligeramente a los
titulos de anticuerpos anti-ADN vy significativamente a la proteinuria y el dafio renal. Las manifestaciones clinicas de
un experimento representativo se muestran en la tabla 14.

TABLA 14

Manifestaciones clinicas del lupus en ratones receptores de células de bazo de ratones tratados con hCDRI

N° de Tratamiento Proteinuria D.C.I. + EEM
grupo g/L + EEM
1 No tratado 10,9 £+ 3,05 2,3 £ 0,26
20x10° células de
2 bazo de ratones 2,91 £ 1,6 1,33 + 0,35
tratados con p = 0,0402 p = 0,034
hCDR1
20x10° células de
3 bazo de ratones 5,38 + 2,34 1,7 &£ 0,23
tratados con p = 0,0931 p = 0,065
revhCDR1

Los valores de p se calculan en comparacién con grl de los ratones no tratados.
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Puede observarse que el efecto de regulaciéon por disminucién del tratamiento con hCDRI1, podia transferirse
mediante las células de bazo de los ratones tratados.

Las figuras 16A-F representan secciones de rifiidén de ratones del grupo 1 (A, B - ratones no tratados), grupo 2 (C,
D - receptores de esplenocitos de ratones de 2 meses de edad tratados con hCDR1) y grupo 3 (E, F - receptores de
esplenocitos de ratones de 2 meses de edad tratados con revhCDR1). A,C,E x 400; B,D,F x 100.

Los resultados de los experimentos anteriores indican que los efectos de mejoria sobre las manifestaciones de la
enfermedad de hCDR1 pueden transferirse mediante inmunocitos de ratones sanos que se trataron con hCDRI.

Ejemplo 12
Regulacion por disminucion de MPM-3 y MPM-9 por los péptidos murinos mCDR

Las metaloproteinasas de la matriz (MPM) (Shingleton et al., 1996; Goetzl et al., 1996; Massova et al., 1998) cons-
tituyen una familia de endoproteinasas que contienen zinc que desempefian un importante papel en la remodelacién
de la matriz extracelular en los tejidos normales, y también contribuyen a procesos patolégicos. Comparten dominios
estructurales pero difieren en la especificidad de sustrato, fuentes celulares e inductibilidad.

Las MPM se sintetizan como precursores latentes de tipo zimdgeno y se convierten posteriormente en una forma
activa. MPM-2 y MPM-9, que son ambas gelatinasas, pueden degradar coldgeno de tipo IV, coldgenos desnatura-
lizados, colagenos de los tipos V, VII, X y XII, vitronectina, agrecano, galectina-3 y elastina. MPM-2 es la MPM
mas ampliamente expresada. Se produce por una variedad de células y frecuentemente estd elevada en metastasis de
tumores malignos.

En cuanto a la estructura de dominios y de la proteina, MPM-9 es el miembro mayor y mds complejo identificado
hasta el momento. La expresion de MPM-9 se caracteriza por una compleja regulacién con un control estricto de la
transcripcion génica y de los mediadores inflamatorios de la secrecidn de proteinas (tales como citocinas, quimiocinas,
eicosanoides), y la accién de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (ITMP). Ademas, se modula la actividad
de MPM-9 mediante la activacién de pro-MPM-9, por los componentes del sistema de activacién del plasminégeno u
otras MPM (Guedez et al., 1996).

Se demostré la participacion de las MPM en enfermedades autoinmunitarias en diversas enfermedades autoinmu-
nitarias tales como esclerosis multiple (Ozenci et al., 1999) y encefalitis autoinmunitaria experimental (EAE) de su
modelo animal (Gijbels et al., 1994), artritis reumatoide (Keyszer et al., 1999), sindrome de Guillain-Barré (Creange
et al., 1999), penfigoide ampolloso experimental (Liu et al., 1998) y neuritis autoinmunitaria experimental (Hughes et
al., 1998). Se notificé que los niveles séricos de MPM-3 e ITMP-2 en pacientes con nefritis por lupus que era signi-
ficativamente superior a los de los controles sanos, pero no se observo correlacion con la actividad de la enfermedad
(Zucker, 1999; Keyszer et al., 1999).

Se ha sugerido la posible importancia de las muchas actividades de las MPM en las respuestas inflamatorias por
los efectos inhibidores de los inhibidores de MPM en varios modelos animales de enfermedades autoinmunitarias. La
inhibicion especifica de las MPM in vivo suprime el edema, la proliferacion patolégica de tejido y el dafio de estruc-
turas tisulares especializadas en varias enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias (Gijbels et al., 1994; Wallace et
al., 1999; Conway et al., 1995).

Seglin la presente invencién, se demuestra que los niveles de MPM-3 y MPM-9 estdn elevados tanto en los sueros
como en los rifiones de ratones afectados con o bien el LES espontdneo o bien el experimental inducido. También se
demuestra que el tratamiento de ratones afectados con LES con péptidos murinos basados en CDR, que mejora las
manifestaciones del lupus en los ratones, disminuy6 los niveles de MPM-3 y MPM-9 en el suero y los rifiones de los
ratones tratados y también produjo la mejoria de las manifestaciones de la enfermedad. Se espera que se presenten los
mismos efectos mediante los péptidos hCDR humanos de la invencién.

Ejemplo 12(i)
Cinética de aparicion de MPM-3, MPM-2 y MPM-9 en sueros de ratones (NZBxNZW)F 1

En primer lugar, se examino si el desarrollo de LES espontdneo en ratones (NZB x NZW)F1 estd asociado con
cambios en los niveles de MPM-3, MPM-2 y MPM-9 en sus sueros. Por tanto, se sometieron a seguimiento los niveles
de éstas ultimas comenzando a la edad de 2 meses, antes de observarse las manifestaciones de la enfermedad, hasta
la edad de 8 meses cuando los ratones padecen la enfermedad totalmente desarrollada. Los resultados se muestran
en la figura 17. Tal como puede observarse en la figura 17A, las dos formas de 34 kd y 40 kd MPM-3 en sueros de
ratones de 2 meses de edad estdn en baja cantidad, tal como se detecta mediante andlisis de inmunotransferencia de
tipo Western. Los niveles de todas las formas se elevan gradualmente hacia la edad de 8 meses, el dltimo punto de
tiempo sometido a prueba. De manera similar, la figura 17B muestra que la actividad de MPM-9, evaluada mediante
zimografia en gel, es baja a la edad de 2 meses y se eleva gradualmente en los sueros de los ratones con la progresién
de la enfermedad, hasta la edad de 8 meses. También se observa en la figura 17B que los niveles de MPM-2 no cambian
significativamente con la progresién de la enfermedad.
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Ejemplo 12(ii)
Cinética de aparicion de MPM-3, MPM-2 y MPM-9 en sueros de ratones BALB/c que se inmunizaron con 16/61d

Los resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que puede inducirse LES en ratones BALB/c tras
inmunizacién con el 16/61d (Mendlovic et al., 1988; Waisman et al., 1993). Por tanto, era de interés someter a prueba
si el modelo inducido de LES se asemeja al modelo de (NZB x NZW)F1 con respecto a los cambios en MPM-
3 y MPM-9. Por tanto, se estudiaron los niveles de MPM-3 y MPM-9 en este modelo experimental de LES. Los
resultados mostrados en la figura 18 indican que los niveles de MPM-3 (todas las isoformas) se elevaron 10 dias
después de la inmunizacion de refuerzo (4,5 semanas tras la inmunizacién), y fueron superiores que en ratones BALB/c
no inmunizados control o inmunizados con ACF de la misma edad (figura 18A). Los niveles de MPM-3 aumentaron
con la edad en todos los grupos, sin embargo, los ultimos fueron siempre superiores en los ratones inmunizados
con 16/61d que en los grupos control. Por el contrario, no pudieron detectarse cambios en la actividad de MPM-9
hasta 2 meses después de la inmunizacién de refuerzo (figura 18B). Pudo observarse una mayor actividad de MPM-
9 en los ratones inmunizados con 16/61d que en ratones no inmunizados, aproximadamente 4 meses después de la
inmunizacién de refuerzo.

Ejemplo 12(iii)

Regulacion por incremento especifica de MPM-3 y MPM-9 en secciones de rifion de ratones BALB/c que se
inmunizaron con el 16/61d

Puesto que la inmunizacién de ratones BALB/c con el 16/61d conduce a manifestaciones clinicas caracteristica de
LES incluyendo dafio renal (Mendlovic et al., 1988; Waisman et al., 1993), y dado que se notificé que el dafio renal
en ratones (NZB x NZW)F1 estaba asociada con la elevacién en los niveles de MPM-3 y MPM-9 (Nakamura et al.,
1993), se estudi6 la expresion de estas enzimas en los rifiones de ratones BALB/c que se inmunizaron con 16/61d.
Como controles, se usaron ratones que se inmunizaron con ACF y ratones no inmunizados con edades coincidentes.
A ambos grupos control se les inyecté PBS en el punto de tiempo de la inmunizacién de refuerzo. Dos meses y
5 meses después de la inmunizacién de refuerzo con 16/61d, se inmunotifieron secciones de rifién de ratones para
determinar MPM-3 o0 MPM-9. La figura 19 representa la inmunohistologia de los rifiones extraidos 5 meses después
de la inmunizacién de refuerzo. Tal como puede observarse en la figura, la inmunizacién de los ratones con ACF
regulé por incremento la expresion tanto de MPM-3 (19A) como de MPM-9 (19B) en los rifiones, en los glomérulos y
en el tejido circundante. No obstante, la inmunizacién con 16/61d en ACF ademads elevé significativamente los niveles
de expresion de estas dos MPM. Esta elevacion se observé ya dos meses después de la inmunizacion de refuerzo con
el 16/61d (datos no mostrados). También se muestran los niveles de fondo no especificos de la tincién (19C).

Ejemplo 12(iv)

El péptido mCDR1 murino regula por disminucion los niveles de MPM-3 y la actividad de MPM-9 en sueros de
ratones (NZB x NZW)F 1

Dado que se pudo demostrar que los niveles de MPM-3 y MPM-9 estdn elevados en ambos modelos experimenta-
les de LES, era de interés examinar si la mejoria en los sintomas clinicos de LES observados tras el tratamiento con el
péptido mCDR1 (Eilat et al., 2000; Eilat et al., 2001), estaba acompafiada por una reduccién en los niveles de MPM-3
y MPM-9. Por tanto, se trataron ratones (NZB x NZW)F1 que desarrollan una enfermedad similar a LES espontdnea-
mente, a la edad de 2 meses (antes de que se observen manifestaciones clinicas) inyectdndoles semanalmente mCDR1
en PBS (250 ug/ratén) por via s.c. durante 10 semanas. Este protocolo de prevencién dio como resultado la mejoria
de todos los sintomas clinicos (Eilat ez al., 2000). Tal como puede observarse en la figura 20, hay una reduccién en las
dos bandas inferiores de MPM-3 (20A) y en la actividad de MPM-9 (20B) en el suero. Esta reduccién estd asociada
con la reduccion en las manifestaciones clinicas (Eilat ez al., 2000). Tal como se observa en la figura 20A, la forma de
45 kd de MPM-3 no se vio afectada.

También era de interés averiguar si el péptido mCDR1 puede regular por disminucién los niveles elevados de MPM-
3 y la actividad de MPM-9. Por tanto, se examinaron los niveles de MPM-3 y la actividad de MPM-9 en los sueros de
ratones (NZB x NZW) F1 que se trataron con mCDR1 en el momento en que se observaron ya las manifestaciones de
la enfermedad. Como péptido control se usé el mCDR1 inverso. Tal como puede observarse (figura 20, a la derecha),
el tratamiento de ratones enfermos con mCDR1, pero no con revmCDRI, regulé por disminucién especificamente los
niveles de MPM-3 (20A) y la actividad de MPM-9 (20B) en los sueros.

Ejemplo 12(v)

El péptido mCDRI regula por disminucion los niveles de MPM-3 y la actividad de MPM-9 en sueros de ratones
inmunizados con 16/61d

Tal como se ha demostrado, la actividad de MPM-9 estd elevada en ambos modelos experimentales [(NZB x
NZW)F1 e inducido con 16/61d] de LES. Dado que se demostré que el péptido mCDR1 mejora la enfermedad en
ambos modelos, y regula por disminucién los niveles de MPM-3 y la actividad de MPM-9 en sueros de ratones
(NZB x NZW)F1 tratados, se buscé adicionalmente el efecto del tratamiento sobre estas enzimas en sueros de ratones
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BALB/c inmunizados con 16/6Id. La figura 21 representa los resultados de un experimento de prevencién y uno de
tratamiento. La figura muestra que mCDR1 también podia regular por disminucién MPM-3 y MPM-9 en este modelo
experimental. Se observé la regulacién por disminucién de los niveles de MPM-3 y de la actividad de MPM-9 para
ambos protocolos de prevencion y tratamiento. Por tanto, la administracion in vivo de mCDRI, o bien en la fase de
induccién de la enfermedad o bien en la fase de una enfermedad totalmente desarrollada, pudo reducir los niveles
de MPM-3 (21A) y MPM-9 (21B). Esta reduccién fue especifica, dado que el tratamiento con el mCDRI1 inverso no
afectd a la actividad de MPM-3 o MPM-9 (no mostrado). Los resultados preliminares, usando el sistema de ensayo
de la actividad de MPM-9 (de Amersham-Pharmacia Biotech UK Limited, Inglaterra) muestran que la actividad de
sueros de ratones BALB/c no inmunizados es comparable a 7 ng/ml de MPM-9 activa pura. La inmunizacién con el
16/61d eleva la actividad hasta 16 ng/ml y el tratamiento con el péptido mCDRI1 la regula por disminucién casi hasta
los niveles normales (8,5 ng/ml).

Ejemplo 12(vi)

Efecto del tratamiento con el péptido mCDRI sobre los niveles de MPM-3 y MPM-9 en secciones de rifion de
ratones inmunizados con 16/61d BALB/c

Dado que se demostré que MPM-3 y MPM-9 estaban elevadas en los rifiones de ratones con LES experimental
inducido, era de interés buscar el efecto del tratamiento con el péptido mCDRI1 sobre la expresién de estas tltimas
MPM en los rifiones de los ratones tratados. La figura 22 demuestra que tanto en los experimentos de prevencioén
(figura 22A) como de tratamiento (figura 22B), mCDRI1 regulé por disminucién la expresion de los niveles tanto de
MPM-3 como de MPM-9 en los rifiones de los ratones tratados. Se observé la reduccidn en los niveles de MPM tanto
en los glomérulos como en el intersticio. La reduccién observada en la expresién de las MPM se correlacion6 con la
reduccién en la tincién para los depdsitos de complejos inmunitarios usando anti-Ig (figura 22B).

Dada la aparente participacion de MPM-3 y MPM-9 en la patogénesis de LES, se sometid a prueba si el péptido
hCDRI1 humano podia regular por disminucién los niveles de estas tltimas en correlacién con la mejorfa de las ma-
nifestaciones de la enfermedad. Con este fin, se sometieron a prueba sueros combinados de grupos de ratones (NZB
x NZW)F1 que se trataron con el hCDR1 mediante inyecciones s.c. de 100 ug o 300 ug/ratén una vez a la semana
durante diez semanas para determinar los niveles de las MPM en diversos periodos durante el tratamiento. La figura
23 representa los resultados de un experimento en el que se trataron ratones comenzando a la edad de 7 meses, cuando
se observaron todas las manifestaciones clinicas. Los resultados son de sueros recogidos a la mitad del tratamiento,
tras 5 inyecciones de hCDRI. Los resultados de la figura 23 indican que el tratamiento de ratones con 300 mg de
hCDRI1 regul6 por disminucién los niveles de MPM-3 y la actividad de MPM-9. Estos resultados estdn de acuerdo
con la mejoria significativa de las manifestaciones de la enfermedad tras el tratamiento con hCDRI1.

Discusion

Los resultados anteriores muestran que tanto MPM-3 como MPM-9 estin elevadas en los sueros y en los rifiones
de modelos murinos de LES. El péptido mCDR1 murino pudo regular por disminucién los niveles de MPM-9 y
MPM-3 tanto en los sueros como en los rifiones de ratones afectados con LES. Se demuestra que en el modelo
espontaneo de LES, se produce la regulacién por incremento tanto de MPM-9 como de MPM-3 en el suero en los
primeros 3,5 meses. En el modelo inducido, la elevacién en los niveles de MPM-3 en los sueros es muy temprana
(10 dfas tras la inmunizacién de refuerzo con el 16/61d), mientras que la elevacién de la actividad de MPM-9 se
produce aproximadamente 3-4 meses después. Basdndose en los resultados con el modelo inducido con 16/61d que
nos permite seguir los procesos en las primeras fases de la enfermedad, parece que MPM-3 participa en la induccién
de la enfermedad mientras que MPM-9 participa en la progresion de la enfermedad.

Estos resultados que muestran la elevacion de MPM-3 en los modelos de ratén de LES, estdn de acuerdo con los
resultados que demuestran un aumento significativo de MPM-3 en los sueros de pacientes con LES (Kotajima et al.,
1998) y que el transcrito de MPM-3 aumenta significativamente con la progresion de nefritis en ratones (NZB x NZW)
F1 (Nakamura et al., 1993). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que MPM-3 puede contribuir al desarrollo
de lesion glomerular en nefritis por lupus.

Los resultados muestran que los niveles de actividad de MPM-2 en sueros no se elevan significativamente con la
progresion de la enfermedad en ambos modelos inducido y espontdneo de LES. Estos resultados son compatibles con
los notificados previamente (Zucker, 1999) de que los niveles de MPM-2 no aumentaron en LES. En consecuencia,
esta enzima no se modula mediante el tratamiento con el péptido basado en CDR (datos no mostrados). Los niveles de
MPM-2 se secretaron constitutivamente y no cambiaron tampoco en otros estados patolégicos (como neuritis Optica y
esclerosis miltiple), mientras que los niveles de MPM-9 se elevaron relativamente con respecto a los controles sanos
(Gijbels et al., 1992; Paemen et al., 1994).

De manera interesante, el péptido mCDR1, que afecta especifica y directamente a las respuestas de células T aso-
ciadas con LES, pudo regular por disminucion los niveles de MPM-3 y MPM-9 que ya estdn regulados por incremento
(protocolo de tratamiento) asi como prevenir su elevacion (protocolo de prevencion).

No se notificé actividad de MPM-9 en los sueros ni en pacientes con LES ni en modelos animales de LES. Es
la primera vez que se muestra una correlacién entre LES y MPM-9 y que se demuestra que MPM-9 estd elevada
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en los sueros y los rifiones de ratones afectados con LES. Aunque la elevacién en los sueros aparece relativamente
tarde (aproximadamente 4 meses después de la inmunizacién de refuerzo), la elevacion de MPM-9 en los rifiones se
observa en fases tempranas tras la induccién de la enfermedad (2 meses) (datos no mostrados). Ademads se muestra en
el presente documento por primera vez que los péptidos que mejoran las manifestaciones de LES en ratones (mCDR1
y hCDR1 tal como se mostr6 anteriormente), también regulan por disminucién MPM-9 tanto en los sueros como en
los rifiones. Estos dltimos datos también estdn apoyados por los resultados preliminares, usando el sistema de ensayo
de la actividad de MPM-9, que mostraron que la inmunizacién con el 16/61d elevo la actividad de MPM-9, mientras
que el tratamiento con el péptido basado en CDRI1 la regul6 por disminucién hasta los niveles de actividad de ratones
no inmunizados.

También se demuestra en el presente documento por primera vez que MPM-3 y MPM-9 difieren en la cinética de
su induccién en modelos experimentales de enfermedades autoinmunitarias, tal como se muestra en el presente docu-
mento especificamente para LES. Esto puede indicar los diferentes papeles de las MPM anteriores en la patogénesis
de la enfermedad. Estos resultados demuestran que los péptidos que inmunomodulan las respuestas de células T aso-
ciadas a LES y regulan por disminucién las manifestaciones de la enfermedad pueden controlar la secrecién (aunque
no necesariamente por las propias células T) de esas MPM en los sueros y los rifiones. Estos resultados indican que
MPM-3 y MPM- 9 desempefian un papel en la patogénesis de LES y pueden servir como marcadores sustituto de la
progresion de la enfermedad, por un lado, y de la mejoria de la enfermedad mediante un tratamiento dado, por otro
lado.

Ejemplo 13
La actividad de MPM-9 (pero no de MPM-2) se eleva en sueros de pacientes con LES

En el presente ejemplo, se determinaron los niveles de MPM-9 y MPM-2 en los sueros de 40 pacientes con
LES y se demostré que la actividad de MPM-9 pero no la de MPM-2 se eleva significativamente en los sueros de
pacientes con LES comparado con controles sanos. La alta actividad de MPM-9 se correlacion6 con la presencia de
exantema discoide, fendémeno de Raynaud, neumonfa, dlceras mucosas y la presencia de anticuerpos anti-fosfolipidos
(APLA). Ademds, los niveles elevados de MPM-9 se correlacionaron con la actividad de LES en el grupo de pacientes
masculinos.

Materiales y métodos

Pacientes. Participaron 40 pacientes, 32 mujeres y 8 hombres con LES en este estudio. Todos los pacientes revela-
ron al menos cuatro de los criterios de diagnéstico revisados del Colegio Americano de Reumatologia (ACR, American
College of Rheumatism) para el diagnéstico de LES (Winchester, 1996). Veintiséis voluntarios sanos de sexo y edad
coincidentes sirvieron como grupo control en estos estudios. La edad media de los pacientes en el diagndstico fue de
29 + 9,7 (intervalo de 15-48) afios y el periodo medio de seguimiento fue de 11 + 10 (intervalo de 1-32) afios. Se
determind la actividad de la enfermedad segtin el indice de actividad del lupus IAELES (Bombardier et al., 1992) y
mediante el indice BILAG (Hay et al., 1993). El estudio fue aprobado por el comité ético del Centro Médico Kaplan,
Rehovot, Israel.

Medicion de MPM-2 y MPM-9 mediante kits de ensayo de la actividad. Se midieron las actividades de MPM-2 y
MPM-9 mediante kits de ensayo de la actividad de MPM-2 o MPM-9 especificos de Biotrak (Amersham Pharmacia
Biotech UK Limited, R.U.) segiin las instrucciones del fabricante. Se diluyeron los sueros 1: 100 y 1: 32 para la
determinacidn de las actividades de MPM-2 y MPM-9, respectivamente. Se afiadieron los patrones adecuados en cada
ensayo. Con el fin de medir el contenido total de las MPM, se realiz6 la activacion de la forma pro de las MPM usando
acetato p-aminofenilmerctirico (APMA).

Medicion de las actividades de MPM-2 y MPM-9 mediante zimografia en gel. Se sometieron a prueba las activida-
des de MPM-2 y MPM-9 mediante zimografia en gelatina. Se separ6 una muestra de 5 ul de suero mediante un gel de
SDS-PAGE al 8% polimerizado con gelatina 1 mg/ml. Se lavaron los geles una vez durante 30 min. con Triton X-100
al 2,5% para eliminar el SDS, y una vez durante 30 min. con el tamp6n de reaccién que contiene Tris-HCI 50 mM,
NaCl 200 mM, CaCl, 10 mM y Brij 35 al 0,02% (w/v) (pH 7.5). Se cambié el tampdn de reaccidn por uno nuevo, y se
incubaron los geles a 37°C durante 24 h. se visualizé la actividad gelatinolitica mediante tincién de los geles con azul
brillante de Coomassie al 0,5% y se cuantificé mediante densitometria.

Andlisis estadisticos. Se evaluaron los datos usando pruebas de chi-cuadrado o exacta de Fisher, la prueba de
la t para datos independientes y valores de P de dos colas. También se utilizaron andlisis de Pearson, Spearman y
multivariante.

Ejemplo 13 (i)

La actividad de MPM-9, pero no la de MPM-2, se eleva en LES

Tal como se describié anteriormente, se mostré6 que MPM-9 participa en enfermedades autoinmunitarias asi como
en modelos animales de LES. Por tanto, tenia interés estudiar si MPM-9 también est4 elevada en los sueros de pacientes

con LES. Para este fin, se examinaron los sueros de 40 pacientes con LES y de 25 controles sanos mediante zimografia
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en gel, en la que pueden visualizarse las actividades de MPM-9 y MPM-2. Se muestra un gel representativo en la figura
24. Tal como puede observarse en esta figura, los niveles de MPM-9 se elevan en los sueros de pacientes con LES en
comparacion con controles sanos. El andlisis densitométrico de los zimogramas de los sueros de 40 pacientes con LES
y 25 controles sanos indicé que la actividad media de MPM-9 para los pacientes con LES era de 109 + 5,6 unidades de
densitometria y para los controles sanos, 76,5 + 4,2 unidades de densitometria. (P = 0,0001). Los valores de actividad
superiores a 85 unidades de densitometria (media de los controles sanos + 2 e.e.) se consideraron altos. Los resultados
demostraron altos niveles de actividad de MPM-9 en el 68% de los pacientes con LES. Sélo el 3% de controles sanos
mostraron una alta actividad de MPM-9 (P = 0,001). El andlisis densitométrico de los niveles de MPM-2 en las mismas
muestras de suero reveld que las diferencias en la actividad de MPM-2 entre los sueros de pacientes con LES y de
controles sanos no fueron significativas. Por tanto, se determinaron valores de 109 + 7 y de 123 + 5 (unidades de
densitometria de actividad media + e.e.) para los controles sanos y pacientes con LES, respectivamente (P = 0,0531).
Para cuantificar los niveles de actividad de MPM-9 y MPM-2 en el suero adicionalmente, se usaron los kits de ensayo
de la actividad.

La figura 25 muestra que la actividad de MPM-9 est4 elevada en tres veces en los sueros de pacientes con LES en
comparacion con los sueros de controles sanos, y esta elevacion es estadisticamente significativa (P = 0,0302). Por el
contrario, las diferencias en los niveles de MPM-2 entre los dos grupos no fueron significativas (P = 0,1254).

Puesto que los inventores, asf como otros (Ebihara et al., 1998 y 1999) detectaron altos niveles de MPM-9 en los
sueros de pacientes con insuficiencia renal crénica sin LES (por ejemplo, diabetes mellitus, hipertensién) probable-
mente debido a la retencion de la enzima, se analizé la correlacién entre los niveles de MPM-9 y la funcién renal en el
grupo de pacientes con LES sometido a prueba. No se observo correlacion entre los niveles de creatinina y los niveles
de MPM-9 (2 = 0,01), los que indica que los niveles elevados de MPM-9 en pacientes con LES no fueron el resultado
de la retencion de la enzima debido a la insuficiencia renal.

Ejemplo 13(ii)
Correlacion de la actividad de MPM-9 con los pardmetros clinicos y de laboratorio

La elevacién en los niveles de actividad de MPM-9 en sueros de pacientes con LES condujo a la bisqueda de
una posible correlacion entre los pardmetros clinicos y de laboratorio; y los niveles séricos de MPM-9. Se realizé un
andlisis estadistico (pruebas de chi-cuadrado o exacta de Fisher) investigando el nimero de pacientes con niveles de
MPM-9 altos y normales para cada manifestacion clinica (tabla 15) asi como teniendo en cuenta los niveles de activi-
dad media reales de MPM-9 para pacientes con o sin un determinado sintoma clinico. Los resultados fueron similares
mediante ambos andlisis. Es notable que para todos los sintomas clinicos, el porcentaje de pacientes con niveles de
MPM-9 elevados es muy superior que en el grupo de controles sanos. Los niveles de MPM-9 no se correlacionaron
con el sexo, la duracién de la enfermedad o la edad de su comienzo (Pearson, Spearman).

La tabla 15 muestra las caracteristicas clinica y de laboratorio de pacientes con LES segtin sus niveles de actividad
de MPM-9 (inferiores o iguales a los controles sanos = normal). Los niveles altos de MPM-9 se correlacionaron signi-
ficativamente con la presencia de fendmeno de Raynaud (P =0,0138) y APLA (P =0,041). Pudo observarse una fuerte
correlacion con neumonia, exantema discoide, trastornos neurolégicos y tlceras mucosas. Sin embargo, el niimero de
pacientes con estas dltimas manifestaciones era demasiado pequefio para realizar un andlisis estadistico. El andlisis
multivariante revelé que el fendmeno de Raynaud y los niveles bajos de complemento (C3, C4) se correlacionan po-
sitivamente con altos niveles de MPM-9 (P = 0,0001 y 0,0137, respectivamente). Por el contrario, la fotosensibilidad,
artritis y trastornos hematoldgicos se correlacionan negativamente con los niveles de actividad de MPM-9 (P = 0,0381,
0,0014 y 0,0065, respectivamente).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 15
Caracteristicas clinicas de pacientes con LES con actividades de MPM-9 altas y normales segiin sus niveles de
MPM-9
NIVELES DE MPM-9 (%)
Alto Normal
N° de pacientes (%) 40 (100) 27 (68) 13 (32)
Fotosensibilidad 13 8 (62) 5 (38)
Ulceras mucosas 9 8 (89) 1 (11)
Exantema malar 9 7 (78) 2 (22)
Exantema discoide 5 5 (100) 0 (0)
Fendmeno de Raynaud 8 8 (100) 0 (0)
Vasculitis 18 14 (78) 4 (22)
Artritis 31 21 (68) 10 (32)
Serositis 9 7 (78) 2 (22)
Neumonia 4 4 (100) 0 (0)
Trastornos neuroldgicos 4 4 (100) 0 (0)
Trastorno renal 16 11 (69) 5 (31)
Trastornos hematoldgicos |29 18 (62) 11 (38)
ANA 40 27 (68) 13 (32)
ads-ADN 36 24 (67) 12 (33)
APLA 25 20 (80) 5 (20)
Bajo complemento (C3, C4) | 30 21 (70) 9 (30)

Se define la participacién clinica segun los criterios revisados del ACR (Winchester, 1996). Se determinaron los
anticuerpos antinucleares (ANA) y los anticuerpos anti-dsADN usando células Hep2 y Crithidia luciliae, respecti-
vamente. se definieron los anticuerpos anti-fosfolipidos (APLA) como reactividad con uno o mas de los siguientes
ensayos: VDR falso positivo, anticoagulante de lupus (LAC) o ELISA para determinar anticuerpos anti-cardiolipina.

También se busco una posible correlacion entre IAELES y la actividad de MPM-9 en pacientes masculinos (figura
26A) y femeninos (figura 26B). De manera interesante, el coeficiente de correlacién fue significativo y positivo para
los hombres (r* = 0,6333) pero no significativo y negativo para las mujeres (r> = 0,0571). Se obtuvieron resultados
similares usando el sistema de puntuacién de BILAG. Por tanto, se observé un coeficiente de correlacion positivo entre
la actividad de MPM-9 y las puntuaciones de BILAG para los hombres (r? = 0,6442) y uno no significativo para las
mujeres.

También era de interés determinar si existe una correlacion entre el uso de diversas modalidades de tratamiento
por los pacientes y la actividad de MPM-9. Tal como puede observarse en la tabla 16(A), no hubo una correlacién
significativa entre el tratamiento actual de los pacientes y la actividad de MPM-9. Sin embargo, cuando se examind el
tratamiento de los pacientes en cualquier momento durante el transcurso de su enfermedad (tabla 16(B)), se asociaron
altos niveles de MPM-9 con el uso de agentes citotoxicos (82%).
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TABLA 16

Modalidades de tratamiento de pacientes con LES segiin sus niveles de MPM-9

Namero

total de | Niveles de MPM-9 (%)

pacientes Alto Normal
A. Tratamiento actual.
Agentes citotdxicos |8 & (75) 2 {25)
| Esteroides 23 17 (74) 6 (26)
Antipaladicos 21 14 (67) 7 (33)
AINE 7 5 (71) 2 {29)
B. Tratamiento durante el periodo de seguimiento
Agentes citotdxicos 17 14 (82) 3 (18)
Esteroides 25 19 (66) 10 {34y
Antipalidicos 26 16 (62) 10 (38)
AINE 18 12 (e7) 6 (33)

Se uso el agente antipalddico hidroxicloroquina a una dosis de 200-400 mg/dia. El tratamiento con esteroides se
definié, como una dosis diaria > 5 mg de prednisona. Los agentes citotoxicos usados fueron ciclofosfamida (0,5-1
g/m? al mes) o azatioprina (100-150 mg/dia).

Ejemplo 13(iii)

Variaciones en MPM-9 actividad en muestras de suero tomadas de pacientes con LES individuales en diferentes
puntos de tiempo

Puesto que la actividad de la enfermedad varia con el tiempo, se midieron los niveles de actividad de MPM-9 y
MPM-2 en el suero de pacientes individuales de los que se tomaron muestras durante 4-6 afios de seguimiento. Se
analizaron los sueros de nueve pacientes tomados en diferentes puntos de tiempo. Los niveles de MPM-2 no variaron
significativamente entre los pacientes y los controles sanos. En 5 de los 9 pacientes sometidos a prueba, pudieron
observase variaciones en la actividad de MPM-9 en las muestras de suero de los pacientes individuales con el tiempo.
Los resultados para 2 pacientes con LES representativos se muestran en la figura 27. Tal como puede observarse, la
actividad de MPM-9, pero no la actividad de MPM-2, ha estado cambiando con el tiempo en los mismos pacientes.
Estos cambios no se asociaron con los indices de actividad de la enfermedad determinados mediante cualquiera de los
sistemas JAELES o BILAG. No se detectaron cambios en la actividad de MPM-9 en los sueros de 5 controles sanos
de los que se tomaron muestras en diferentes puntos de tiempo (datos no mostrados). En otros 4 pacientes con LES,
no se observaron cambios sustanciales en la actividad de MPM-9 o MPM-2 con el tiempo, y los niveles de actividad
de MPM-9 permanecieron siendo o bien altos o bien bajos, dependiendo del paciente individual.

Discusion

El presente estudio demuestra por primera vez la participacion de MPM-9 en LES humano. Se muestra que la
actividad de MPM-9, pero no la de MPM-2, se eleva significativamente en los sueros del 68% de los pacientes con
LES comparado con los controles sanos. Los altos niveles de MPM-9 se correlacionaron con el fenémeno de Raynaud,
neumonia, trastornos neurolégicos, exantema discoide y la presencia de APLA. Se observaron cambios en la actividad
de MPM-9 en el suero del mismo paciente en diferentes periodos de tiempo de la enfermedad. Los niveles de acti-
vidad de MPM-9 no se correlacionaron con el indice de actividad de la enfermedad (IAELES, BILAG) en pacientes
femeninas, pero se correlacioné con la actividad de LES en el grupo de pacientes masculinos.

El presente estudio muestra que los niveles de actividad de MPM-2 no se elevan significativamente en los sueros de
pacientes con LES. Estos resultados son compatibles con los notificados previamente (Zucker, 1999) de que los niveles
de MPM-2 no aumentaron en LES. Los niveles de MPM-2 también fueron constitutivos e inalterados en otros estados
patolégicos (como neuritis éptica y esclerosis multiple) en los que los niveles de MPM-9 se elevaron relativamente
con respecto a los controles sanos (Gijbels et al., 1992; Paemen et al., 1994).
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Se sugiri6 la participacién de una MPM adicional, concretamente, MPM-3 en la patogénesis de LES, puesto que
aument? significativamente en los sueros de los pacientes con LES (Kotajima et al., 1998). La frecuencia de pacientes
con LES con actividad de MPM-9 elevada (68%) mostrada en el presente ejemplo, se asemeja a las frecuencias
notificadas (Kotajima et al., 1998) para los altos niveles de MPM-3 en pacientes con LES (76%) y en AR (82%).
Ademds, se demostré que el transcrito de MPM-3 aumenta significativamente con la progresién de nefritis en ratones
(NZB x NZW)F1 (Nakamura et al., 1993).

No se conoce el origen de las MPM elevadas en los sueros de pacientes con LES. Se ha demostrado que MPM-9 se
secreta por las células de sangre periférica tales como células T, neutréfilos y macréfagos (para revision, véase Goetzl
etal., 1996). El hecho de que no se encontr6 correlacion entre los niveles de actividad de MPM-9 y el niimero de células
de sangre periférica en los pacientes puede sugerir que MPM-9 no se secretd por las células inmunitarias de sangre
periférica sino en su lugar, por los érganos afectados con LES como los rifiones o los pulmones/pleura. La observacién
de que todos los pacientes con neumonia mostraron altos niveles de actividad de MPM-9 puede sugerir que el pulmén
enfermo es una fuente de altos niveles de MPM-9. Ademas, la asociacidn entre el tratamiento citotdxico, que representa
la gravedad de lesion orgédnica relacionada con LES, y altos niveles de MPM-9 en los sueros también pueden apoyar el
concepto de que los érganos enfermos son la fuente de actividad de MPM-9 en pacientes con LES. No obstante, todavia
existe la posibilidad de que menos linfocitos de sangre periférica secreten niveles de actividad de MPM-9 superiores.

Se ha mostrado que TNF-a e IL-1 desempefian un papel importante en la patogénesis de LES tanto en la enfer-
medad de seres humanos (Dean et al., 2000) como en modelos murinos (Segal et al., 1997; Theofilopoulos et al.,
1999; Eilat et al., 2001). Se ha demostrado en varios sistemas que estas citocinas inducen la producciéon de MPM-9
(Guedez et al., 1996), y por tanto, es posible que la induccién de estas dltimas MPM sea parte del efecto patogénico de
estas citocinas en LES. Se ha notificado que los niveles de MPM-9, que se secretan espontdneamente por monocitos
de sangre periférica de individuos sanos, se regularon por incremento con la exposiciéon a TNF-« e IL-18 (Saren et
al., 1996). Ademas, las MPM tanto de células T como de macréfagos facilitan la secreciéon de TNF-a mediante la
escision de la forma unida a la membrana (Gearing et al., 1994). Por tanto, estos ejemplos demuestran los efectos
reguladores mutuos de MPM sobre las citocinas proinflamatorias y viceversa. No obstante, el hecho de que en el suero
de algunos de los pacientes los niveles de actividad de MPM-9 permanezcan dentro del intervalo normal durante el
periodo de seguimiento, mientras que se midieron altos niveles de actividad de MPM-9 en los sueros de la mayoria de
los pacientes, puede sugerir la participacion de factores genéticos en la regulacién de esta tltima.

Los resultados del presente documento indican que MPM-9 podria desempefar un papel en la patogénesis de LES,
y que la medicién de los niveles de actividad en plasma/suero de esta metaloproteinasa puede proporcionar importante
informacién cuando se monitorizan pacientes tratados con formacos que interfieren en la actividad de MPM-9.
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REIVINDICACIONES
1. Péptido sintético seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un péptido de al menos 19 y como maximo 22 residuos de aminodcidos que incluye una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en una secuencia de SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 19 o una amida del mismo;

(b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho péptido de (a) unidos covalente-
mente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de union;

(c) un polimero peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y
(d) un péptido de (a) o un polimero peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.

2. Péptido sintético segtn la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un péptido que consiste en una SEQ ID NO: 11;

(b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho péptido de (a) unidos covalente-
mente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de union;

(c) un polimero peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y
(d) un péptido de (a) o un polimero peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.
3. Péptido sintético segtn la reivindicacion 2, que consiste en un péptido de SEQ ID NO: 11.

4. Péptido sintético segun la reivindicacion 3, seleccionado de los péptidos que consisten en las secuencias de la
SEQ ID NO: 12 aNO: 18.

5. Péptido que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 6.

6. Péptido segtn la reivindicacién 5, que consiste en el péptido de SEQ ID NO: 6 amidado en el extremo C-
terminal.

7. Péptido sintético segun la reivindicacién 1 seleccionado del grupo que consiste en:
(a) un péptido que consiste en SEQ ID NO: 19;

(b) un péptido sintético doble que comprende dos péptidos diferentes de dicho péptido de (a) unidos covalente-
mente entre si, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de union;

(c) un polimero peptidico que comprende una pluralidad de secuencias de dicho péptido de (a); y
(d) un péptido de (a) o un polimero peptidico de (c) unido a un vehiculo macromolecular.
8. Péptido sintético segtin la reivindicacién 7, que consiste en un péptido de la SEQ ID NO: 19.

9. Péptido sintético segtn la reivindicacién 8, seleccionado de los péptidos que consisten en las secuencias de la
SEQ ID NO: 20 a NO: 27.

10. Péptido que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 7.

11. Péptido segin la reivindicacién 10, que consiste en el péptido de SEQ ID NO: 7 amidado en el extremo C-
terminal.

12. Péptido sintético doble segiin la reivindicacién 1, en el que un péptido segtn la reivindicacién 3 estd unido
covalentemente a un péptido segin la reivindicacién 8, o bien directamente o bien a través de una corta cadena de
union.

13. Péptido sintético doble segiin la reivindicacion 12, en el que un péptido de SEQ ID NO: 11 estd unido covalen-
temente de manera directa a un péptido de SEQ ID NO: 19.

14. Péptido sintético doble en el que el péptido de SEQ ID NO: 6 estd unido covalentemente al péptido de SEQ ID
NO: 7.
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15. Polimero peptidico segtn la reivindicacidn 1, que contiene una pluralidad de secuencias idénticas seleccionadas
de las secuencias de SEQ ID NO: 6, 7,y 11-27.

16. Composicion farmacéutica que comprende al menos un péptido sintético o un polimero peptidico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

17. Composicién farmacéutica que comprende el péptido de la secuencia de SEQ ID NO: 6, y un vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

18. Composicion farmacéutica que comprende el péptido de la secuencia de SEQ ID NO: 6 amidado en el extremo
C-terminal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. Composicién farmacéutica que comprende el péptido de la secuencia de SEQ ID NO: 7, y un vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

20. Composicién farmacéutica que comprende el péptido de la secuencia de SEQ ID NO: 7 amidado en el extremo
C-terminal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. Composicién farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, para el tratamiento de lupus
eritematoso sistémico.

22. Composicién farmacéutica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, adaptada para la adminis-
tracién oral, intravenosa, subcutdnea, intraarticular, intramuscular, inhalacién, intranasal, intratecal, intraperitoneal,
intradérmica, transdérmica o enteral.

23. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 22, para la administracion intranasal.

24. Uso de un péptido o un polimero peptidico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, para la prepa-
racién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de lupus eritematoso sistémico (LES).

25. Uso segun la reivindicacién 24 del péptido de la SEQ ID No. 6, opcionalmente amidado en el extremo C-
terminal.

26. Uso segtin la reivindicacion 24 del péptido de la SEQ ID No. 7, opcionalmente amidado en el extremo C-
terminal.

27. Uso de un péptido o un polimero peptidico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, para la pre-
paracién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de lupus eritematoso sistémico (LES) mediante la
inmunomodulacidn de las respuestas asociadas a LES en un paciente con LES.

28. Uso segun la reivindicacién 27, en el que la inmunomodulacién comprende la regulacién por disminucién de
los niveles de las actividades de la metaloproteinasa de la matriz MPM-3 y/o MPM-9 en un paciente con LES.

29. Uso segtn la reivindicacién 27, en el que la inmunomodulacién se refiere al nivel de actividad de una citocina
en un paciente con LES.

30. Uso segtin la reivindicacién 29, en el que la inmunomodulacién comprende la regulacién por disminucién del
nivel de la actividad de IL-2 y/o IFN-y en un paciente con LES.

31. Uso segtn la reivindicacién 29, en el que la inmunomodulacién comprende la regulacién por incremento del
nivel de actividad de TGF-8 en un paciente con LES.

32. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 27 a 31, del péptido de la SEQ ID No. 6.
33. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 27 a 31, del péptido de la SEQ ID No. 7.

34. Método para evaluar la eficacia de un farmaco que comprende un péptido o un polimero peptidico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende medir a diferentes
intervalos de tiempo los niveles de MPM-3 y/o MPM-9 en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente que se
estd tratando con dicho farmaco, mediante el cual un nivel disminuido de MPM-3 y/o MPM-9 se correlaciona con la
eficacia del farmaco.

35. Método para evaluar la eficacia de un farmaco que comprende un péptido o un polimero peptidico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende medir a diferentes
intervalos de tiempo los niveles de IL-2 y/o IFN-y en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente que se estd
tratando con dicho firmaco, mediante el cual un nivel disminuido de IL-2 y/o IFN-y se correlaciona con la eficacia
del farmaco.
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36. Método para evaluar la eficacia de un farmaco que comprende un péptido o un polimero peptidico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el tratamiento de un paciente con LES, que comprende medir a diferentes
intervalos de tiempo el nivel de TGF-8 en una muestra de sangre obtenida de dicho paciente que se esta tratando con
dicho farmaco, mediante el cual un nivel aumentado de TGF-{ se correlaciona con la eficacia del farmaco.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> YEDA Research and Development Co. Ltd

<120> PEPTIDOS DEL ANTICUERPO 16/6id PARA TRATAR LES
<130> TEVA-003 EP

<140> Documento EP 02 70 0553.7

<141> 26-02-2006

<150> IL 141647

<151> 26-02-2001

<150> Documento PCT/IL02/00148

<151> 26-02-2002

<160> 30

<170> PatentIn version 3.

<210> 1
<211> 20
<212> PRT
<213> Murino

<400> 1

Thr Gly Tyr Tyr Met GIn Trp Val Lys GIn Ser Pro Glu Lys Ser Leu
1 5 10 15

Glu Trp Ile Gly
20

<210>2
<211>20
<212> PRT
<213> Murino

<400> 2

Glu Ile Asn Pro Ser Thr Gly Gly Thr Thr Tyr Asn GIn Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ala Lys Ala Thr
20

<210>3
<211> 20
<212> PRT
<213> Murino

<400> 3

Tyr Tyr Cys Ala Arg Phe Leu Trp Glu Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
1 5 10 15

Gly GIn Gly Ser
20

<210>4
<211>19
<212> PRT
<213> Murino
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<400> 4

Gly Tyr Asn Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly

<210> 5
<211> 17
<212> PRT
<213> Murino

<400> 5
Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Arg Tyr Gly Asn Tyr Trp Gly GIn Thr
1 5 10 15

Leu

<210> 6
<211> 19
<212> PRT
<213> Humano

<400> 6

Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Glu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly

<210>7
<211>22
<212> PRT
<213> Humano

<400> 7
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 8
<211>7
<212> PRT
<213> Humano

<400> 8

Phe Ser Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210>9
<211> 16
<212> PRT
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<213> Humano

<400> 9

Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Lys Thr Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 10
<211>18
<212> PRT
<213> Humano

<400> 10
Gly Leu Leu Arg Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp Tyr Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

<210> 11

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético basado en la CDR1 de la cadena pesada del
Acm 16/6id humano. Nota: Thr (posicién 1) podria faltar.”

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(20)

<223> Xaa en la posicién 9 es Arg o Lys; Xaa en la posicién 11 es Pro o Ser; Xaa en la posicién 13 es Gly o Glu; Xaa
en la posicién 14 es Lys o Asp; Xaa en la posicién 16 es Glu, Leu o Ser.

<400> 11

Thr Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Xaa Gln Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa
1 5 10 15

Glu Trp Ile Gly
20

<210> 12

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta Thr
(posicion 1), Xaa(9) es Arg, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Gly, Xaa (14) es Lys, y Xaa(16) es Leu.”

<400> 12

Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly
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<210> 13
<211> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta Thr
(posicion 1), Xaa(9) es Arg, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Gly, Xaa(14) es Lys, y Xaa(16) es Ser.”

<400> 13

Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Ser Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly

<210> 14
<211> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta Thr
(posicién 1), Xaa(9) es Arg, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Gly, Xaa(14) es Asp, y Xaa(16) es Glu.”

<400> 14
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Asp Gly Glu Glu
1 5

10 15
Trp Ile Gly

<210> 15

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta Thr
(posicién 1), Xaa(9) es Lys, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Gly, Xaa(14) es Lys, y Xaa(16) es Glu.”

<400> 15
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Lys Gln Pro Pro Gly Lys Gly Glu Glu
1 5 15

10
Trp Ile Gly

<210> 16

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta Thr
(posicion 1), Xaa(9) es Arg, Xaa(11) es Ser, Xaa(13) es Gly, Xaa(14) es Lys, y Xaa(16) es Glu.”

<400> 16
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Glu Glu
1 5

10 15
Trp Ile Gly

<210> 17

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=“Descripcién de la secuencia artificial: Sintético. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que falta
Thr (posicién 1), Xaa(9) es Arg, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Glu, Xaa (14) es Lys, y Xaa(16) es Glu.”

<400> 17

Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Glu Lys Gly Glu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly

<210> 18

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 11 en el que Xaa(9)
es Arg, Xaa(11) es Pro, Xaa(13) es Gly, Xaa(14) es Lys, y Xaa(16) es Glu.”

<400> 18

Thr Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Glu
1 5 10 15

Glu Trp Ile Gly
20

<210> 19

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético basado en la CDR3 de la cadena pesada del
Acm 16/6id humano.”
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..22)

<223> Xaa en la posicion 6 es Gly o Phe; Xaa en la posicién 9 es Arg o Ala; Xaa en la posicion 10 es Gly o Ala; Xaa
en la posicion 11 es Gly o Ala; Xaa en la posicién 12 es Trp o Ala; Xaa en la posicion 13 es Asn o Ala; Xaa
en la posicién 18 es Tyr o Trp; Xaa en la posicion 20 es Met o Gln.

<400> 19

Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Leu Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Val Asp

Tyr Xaa Gly Xaa Asp Val
20

<210> 20

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Ala, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 20

Tyr Tyr Xys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Gly Trp Ala Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 21
<211>22
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Ala, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 21
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Gly Ala Asn Asp Val Asp
1 5 10

15
Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 22

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Ala, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 22

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Ala Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 23
<211>22
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Ala, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 23
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Ala Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 24

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Ala, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 24

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Ala Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 25

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2275 832 T3

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Phe, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 25

Tyr Tyr Cys Ala Arg Phe Leu Leu Arg Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 26

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Tyr, y Xaa
(20) es GIn.”

<400> 26
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Gln Asp Val
20

<210> 27

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Sintética. Nota: un péptido de SEQ ID NO: 19 en el que Xaa(6)
es Gly, Xaa(9) es Arg, Xaa(10) es Gly, Xaa(11) es Gly, Xaa(12) es Trp, Xaa(13) es Asn, Xaa(18) es Trp, y Xaa
(20) es Met.”

<400> 27
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Leu Leu Arg Gly Gly Trp Asn Asp Val Asp
1 5 10 15

Tyr Trp Gly Met Asp Val
20

<210> 28

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético preparado en el orden inverso de la SEQ ID
NO: 1.”
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<400> 28

Gly Ile Trp Glu Leu Ser Lys Glu Pro Ser Gln Lys Val Trp Gln Met
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Thr
20

<210> 29

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=“Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético preparado en el orden inverso de la SEQ ID
NO: 3.”

<400> 29

Ser Gly Gln Gly Trp Tyr Asp Met Ala Tyr Pro Glu Trp Leu Phe Arg
1 5 10 15

Ala Cys Tyr Tyr
20

<210> 30

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético preparado en el orden inverso de la SEQ ID
NO: 6.”

<400> 30

Gly Ile Trp Glu Glu Gly Lys Gly Pro Pro Gln Arg Ile Trp Ser Trp
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly
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