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ES 2306 515 T3

DESCRIPCION

Péptidos Fas y anticuerpos para la modulacién de la apoptosis.

La presente invencion se refiere en varios aspectos a procedimientos y medios para la modulacién de la apoptosis
y/o la proliferacién celular, en particular mediante la estimulacion o inhibicién de Fas (también conocida como APO-
1 y CD95). En parte se basa en el descubrimiento sorprendente de auto-anticuerpos anti-Fas en sueros humanos,
anticuerpos que ademads son bioldgicamente funcionales e incluyen tanto anticuerpos IgG como IgM. Los fragmentos
peptidicos de Fas y las variantes y miméticos de los mismos se pueden usar en la modulacién de la apoptosis con
propositos terapéuticos.

Los presentes inventores han encontrado anticuerpos anti-Fas purificados mediante afinidad, aislados a partir del
suero de donantes de sangre sanos que son capaces de inhibir la proliferacion e inducir la apoptosis de células T leu-
cémicas de Jurkat. Este efecto es inhibido por la proteina quimérica soluble Fas-Fc. La co-estimulacion de las células
mononucleares de sangre periférica por los auto-anticuerpos anti-Fas humanos y por los anticuerpos monoclonales
anti-CD3 inducen o inhiben la proliferacién celular dependiendo del estado de activacién de las células. Los auto-
anticuerpos anti-Fas pueden representar, de esta manera, un modelo adicional de regulacidn de sefiales mediadas por
Fas in vivo, lo cual puede ser provechoso de acuerdo con la presente invencion.

Fas (también denominada CD95/APO-1) es una proteina del receptor celular tipo I que pertenece a la familia
de receptores factor de crecimiento neuronal/factor de necrosis tumoral (NGF/TNF) (Itoh, et al., 1991; Smith et al.,
1994). Se ha demostrado que el receptor transduce una sefial apoptdtica en varios tipos celulares una vez se une a su
ligando natural, ligando de Fas (FasL) (Suda ef al., 1993).

Se ha demostrado también que determinados anticuerpos monoclonales anti-Fas desencadenan la sefializacién de
Fas mediante la reticulacién de este receptor in vitro. Los anticuerpos anti-Fas pueden (i) inducir apoptosis de células
T y B inmortalizadas y estimuladas de manera crénica (Yonehara et al., 1989; Trauth et al., 1989; Weis et al., 1995;
Mapara et al., 1993; Owen-Schaub et al., 1992; Klas et al., 1993) y de células hepaticas (Ogasawara et al., 1993); (ii)
inducir la proliferacién de linfocitos periféricos en respuesta a anticuerpos anti-CD3 (Alderson et al., 1993; Alderson
et al, 1994); (iii) inhibir la apoptosis inducida por otro anticuerpo anti-Fas (Silvestris et al., 1996) o FasL (Alderson
et al, 1994). Se ha sugerido que Fas juega un papel principal en la destruccién érgano-especifica durante alteraciones
autoinmunes y enfermedades infecciosas (Katsikis et al., 1995.; Watanabe Fukunaga et al., 1993; Estaquier, et al.,
1995; Galle, et al., 1995; Stassi et al., 1997; Dowling et al., 1996; D’Souza et al., 1996).

En base al trabajo experimental descrito mas abajo, la presente invencidén proporciona, en varios aspectos, pro-
cedimientos y medios para la modulacién de la apoptosis y/o la proliferacion celular. La induccién de la apoptosis
y/o inhibicién de la proliferacion celular se puede usar en contextos terapéuticos que incluye trastornos proliferativos
tales como tumores, cancer y soriasis. La inhibicion de la apoptosis se puede usar en contextos terapéuticos que in-
cluyen la diabetes tipo I, la esclerosis multiple y la cirrosis hepdtica, y la infeccion por VIH. Tachiban et al (Cancer
Research (1995) 55: 5528-5530) han publicado la correlacién entre la progresién de los astrocitomas y el aumento
de la expresion de Fas en células tumorales. Una revisién de De Maria y Testi (Immunology Today (1998) 19: 121-
125) demuestra que las células que expresan Fas y su ligando natural estdn en la proximidad de lesiones en esclerosis
miuiltiple, diabetes tipo I, enfermedades hepdticas y la infeccion del VIH.

El descubrimiento sorprendente de auto-anticuerpos anti-Fas en suero humano permite la modulacién de la unién
de estos anticuerpos a Fas para modular los efectos mediados por Fas, en particular la apoptosis. Los fragmentos
peptidicos de Fas y miméticos de los mismos se pueden usar para bloquear la unién de anticuerpo a Fas, inhibiendo
o incrementando la unién del ligando de Fas a Fas. Antes del trabajo de los presentes investigadores, no se habria
esperado de una manera razonable que la administracién de fragmentos peptidicos de Fas (un autoantigeno) tuviera
alguna utilidad.

Como se indica mds abajo en la seccién experimental, los aspectos de la presente invencion se ejemplifican median-
te fragmentos peptidicos de Fas conocidos como Fp35, con la secuencia GQFCHKPCPPGERKARDCTYV que corres-
ponde a Gly,o-Valsy de Fas, Fp8 con la secuencia QEGKEYTDKAHFSSKCRRCR, Fp9 con la secuencia HFSSK
CRRCRLCDEGHGLEY, Fpl1 con la secuencia EINCTRTQNTKCRCKPNFFC que corresponde a Glu,o-Cys;;9 de
Fas, Fp12 con la secuencia KCRCKPNFFCNSTVCEHCDP, y Fp17 con la secuencia WLCLLLLPIPLIVWVKRKEV
que corresponde a Trp;4,-Val 7 de Fas, y Fp18 con la secuencia LIVWVKRKEVQKTCRKHRKE. Se demuestra en el
presente documento que Fp5 es capaz de inducir apoptosis. Fp8 y Fp9 comprenden aminodcidos que son importantes
para la unién de Fas a su ligando natural, FasL. Se demuestra en el presente documento que Fp11 y Fp17 son capaces
de bloquear la apoptosis. Los auto-anticuerpos contra Fpl1 y Fp17 inducen apoptosis, asi que la administracién de
estos péptidos y los relacionados se pueden usar para bloquear la apoptosis en células portadoras de Fas. Los auto-
anticuerpos contra Fp5 pueden tener la propiedad de regular de manera homeostdtica la apoptosis interfiriendo en la
unioén del ligando natural de Fas a Fas, de manera que la administracion del péptido Fp5 y de péptidos relacionados se
pueden usar para incrementar la unién del ligando de Fas a células Fas positivas, induciendo la apoptosis. Los auto-
anticuerpos contra Fp8 pueden funcionar como regulador homeostatico de la apoptosis mediada por Fas, ocupando en
Fas la regién que se ocupa en la unién al ligando. Tales anticuerpos se pueden usar como inductores o bloqueadores o
en la apoptosis mediada por Fas, dependiendo del estado de activacién de la célula relevante.
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En un aspecto la presente invencién proporciona un péptido de 10-20 aminoécidos de longitud que es un fragmento
de Fas humano segtin se define en la reivindicacién 1, para usar en un método de tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante terapia. El tratamiento puede ser de un individuo con una dolencia, enfermedad o alteracidn, o puede
ser profilactico, tal y como se discute mds abajo.

Péptidos preferidos para usar de acuerdo con los aspectos y realizaciones de la presente invencion incluyen los
péptidos Fp3S, Fp6, Fp9, Fpl1, Fpl12, Fpl7 y Fpl8 para los que se proporcionan las secuencias en el presente docu-
mento.

Los experimentos muestran que el péptido 16, el cual tiene una coincidencia de 10 aminoécidos con Fpl7, tiene
poca o ninguna reactividad con los sueros humanos. (El péptido 16 tiene la secuencia KEEGSRSNLGWLCLLLLPIP).
Esto proporciona una indicacién de la especial importancia de la regién C-terminal de Fp17. Esto esta soportado por
los hallazgos con Fp18 (véase Tabla 1). Una realizacion adicional de la presente invencidn proporciona, por lo tanto,
un péptido que incluye o consiste en la secuencia de aminoacidos QKTCRKHRKE (siendo ejemplos de un péptido
que incluye dicha secuencia Fp17 y Fp18).

Un péptido para usar en la presente invencion puede ser un fragmento de Fas o puede ser una variante o derivado
del mismo, mediante la adicidn, delecidn, insercion o sustitucidén de uno o mas aminoacidos. Dicha variante o derivado
del mismo retendrd, generalmente, la capacidad de modular, ya sea la induccién o inhibicién, de la apoptosis y/o la
proliferacion celular (p.e. cuando se mide usando las células de Jurkat o células T).

Preferiblemente, la secuencia aminoacidica de una variante o derivado peptidico comparte la similitud o identidad
de secuencia con la secuencia del fragmento relevante de Fas, preferiblemente al menos aproximadamente un 30%,
6 40%, 6 50%, 6 60%, 6 70%, 6 75%, 6 80%, 6 85% de similitud o identidad, o al menos aproximadamente un
90% 6 95% de similitud o identidad. Como es bien conocido, la similitud permite la “variacién conservativa”, i. e. la
sustitucion de un residuo hidrofébico tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustituciéon de un
residuo polar por otro, tal como arginina por lisina, dcido glutdmico por 4cido aspdartico, o glutamina por asparagina.
La similitud puede ser la que se define y determina mediante el programa TBLASTN, de Altschul et al. (1990) J.
Mol. Biol. 215: 403-10, el cual se usa de manera estandar en el campo de la técnica. La similitud o identidad puede
ser respecto la longitud completa del polipéptido relevante o puede ser, mas preferiblemente, respecto una secuencia
contigua de aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35 6 40 aminodcidos, comparado con la secuencia de aminodcidos
relevante de tipo salvaje. Se usan los pardmetros por defecto.

Se puede proporcionar un péptido de acuerdo con la presente invencion en una fusién con aminodcidos adicionales.
Se pueden fusionar aminodcidos adicionales en uno o ambos extremos N-terminal y C-terminal del péptido. Los
aminodcidos adicionales pueden ser una secuencia de aminoacidos que no sea un fragmento de la proteina Fas o puede
ser una secuencia que sea parte de aquella proteina.

Un péptido para usar en la invencién puede incluir o consistir esencialmente en un fragmento de Fas. Se pueden
incluir aminodcidos adicionales que se pueden encontrar o no de manera contigua dentro de Fas, y el péptido puede
ser aproximadamente de 10, 15, 20, 25, 30, 35 6 40 aminodcidos de longitud. Se puede incluir un péptido de acuerdo
con este aspecto se puede incluir dentro de una proteina de fusién mas grande, en particular cuando el péptido esta
fusionado a una secuencia no-Fas (i. e. heter6logo o extrafio), tal como un polipéptido o dominio proteico.

Un péptido de la invencién puede tener hasta aproximadamente 40 aminoécidos de longitud, p.e. aproximadamente
10-40 aminoécidos de longitud, p.e. aproximadamente 10-20.

Se puede proporcionar un péptido en una forma aislada, p.e. después de su produccién mediante su expresion a
partir del 4cido nucleico codificante. Como se indica més abajo, se pueden proporcionar uno o mas péptidos de acuerdo
con la presente invencion mediante sintesis peptidica.

Pueden proporcionarse una pluralidad de péptidos, cada uno con una secuencia de aminoécidos de un péptido
seleccionado diferente en forma aislada, individual o en una mezcla. Los diferentes fragmentos peptidicos de Fas que
no se encuentran de manera natural unidos de forma contigua (o variantes o derivados adecuados de los mismos) se
pueden proporcionar contiguamente juntos en péptidos o polipéptidos.

Los péptidos y polipéptidos (p.e. moléculas de fusién que incluyen un péptido segtn se ha indicado) se pueden
preparar usando cualquiera de la diversidad de técnicas al alcance de la persona experta en la materia.

Los péptidos se pueden sintetizar usando quimica de péptidos estdndar tal como el procedimiento comin que
utiliza Fmoc (Fluorenilmetilosicarbonil) t-Bu (tert-butil), segtin se describe en Atherton y Sheppard (1989), Solid
Phase Peptide Synthesis, a Practical Approach, IRL Press, Oxford.

Una manera adecuada de producir un péptido o polipéptido es expresar el dcido nucleico que lo codifica, usando el
dcido nucleico en un sistema de expresion. De acuerdo con esto, también se describe un procedimiento de preparacion
de un péptido o polipéptido, incluyendo el procedimiento la expresién de un péptido o polipéptido a partir del 4cido
nucleico codificante (generalmente un 4dcido nucleico de acuerdo con la presente invencién). Esto se puede conseguir
de manera conveniente haciendo crecer una célula hospedadora, que contiene un vector, en cultivo en condiciones
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adecuadas que causan o permiten la expresion del polipéptido. Los péptidos y polipéptidos se pueden expresar en
sistemas in vitro, tal como un lisado reticulocito.

El 4cido nucleico que codifica un péptido o polipéptido de acuerdo con la presente invencion se puede usar en
inmunizacién con 4cido nucleico con el fin de modular la apoptosis y/o la proliferacion celular en un mamifero, tal
como un individuo humano con un propdsito terapéutico o profilactico, o un animal no humano con dicho propdsito
o con el fin de producir anticuerpos para la subsiguiente manipulaciéon y/o uso (p. e. en contextos diagndsticos o
terapéuticos como se discute adicionalmente mas abajo).

Cuando se desee expresar un péptido o polipéptido a partir de un acido nucleico codificante, el dcido nucleico
incluye las secuencias control reguladoras adecuadas. Se pueden seleccionar o construir vectores adecuados que con-
tengan secuencias reguladoras adecuadas, incluyendo secuencias promotoras, fragmentos terminadores, secuencias
de poliadenilacién, secuencias potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias que sean adecuadas. Los vectores
pueden ser plasmidos, viricos, p.e. fagos, o fagémido, segtin se considere adecuado. Para mds detalles véase, por ejem-
plo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Se describen muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacién de dcido nucleico, por ejemplo en
la preparacion de construcciones de dcido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en las células
y expresion génica, y andlisis de proteinas en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. eds., John Wiley
& Sons, 1992.

Son bien conocidos sistemas para la clonacién y expresion de un polipéptido en una diversidad de células hospe-
dadoras diferentes. Células hospedadoras adecuadas incluyen bacterias, células eucariotas tales como las de mamifero
y levadura, y sistemas baculovirus. Las lineas celulares de mamiferos accesibles en la técnica para la expresién de
un polipéptido heter6logo incluyen las células de ovario de hdmster chino, células HeLa, células de rifién de cria de
hamster, células COS y muchas otras. Un hospedador bacteriano comun preferido es E. coli.

La presente invencién puede hacer uso de una célula hospedadora in vitro que contiene acido nucleico segtin se
describe en el presente documento. El 4cido nucleico de la invencién se puede integrar en el genoma (p. €. cromosoma)
de la célula hospedadora. La integracién se puede promover mediante la inclusién de secuencias que promuevan la
recombinacién con el genoma, de acuerdo con técnicas estdndar. El 4cido nucleico puede estar en un vector extra-
cromosdmico dentro de la célula.

En todavia otro aspecto se proporciona un procedimiento que incluye la introduccién del acido nucleico en una
célula hospedadora in vitro. La introduccién, que se puede referir de manera general (en particular para la introduc-
cién in vitro) de manera general sin limitacién como “transformacién”, puede utilizar cualquier técnica disponible.
Para células eucariotas, técnicas adecuadas pueden incluir transfeccién con fosfato de calcio, DEAE-Dextrano, elec-
troporacion, transfeccion mediada por liposoma y transduccién usando retrovirus u otros virus, p.e., vaccinia o, para
células de insecto, baculovirus. Para células bacterianas, técnicas adecuadas pueden incluir la transfeccién con cloruro
de calcio, electroporacién y transfeccién usando un bacteri6fago. Se puede usar, como alternativa, la inyeccion directa
del acido nucleico. Se pueden utilizar genes marcadores como genes de resistencia o de sensibilidad a antibiético en la
identificacién de clones que contienen el dcido nucleico de interés, como es bien conocido en el estado de la técnica.

La introduccién puede ir seguida de causar o permitir la expresion del dcido nucleico, p.e., cultivando células
hospedadoras (que pueden incluir células ya transformadas aunque mas probablemente las células serdan descendientes
de las células transformadas) bajo condiciones para la expresiéon del gen, de manera que se produce el péptido o
polipéptido codificado. Si se expresa el péptido o polipéptido acoplado a un péptido sefial lider adecuado, éste puede
ser segregado de la célula al medio cultivo. Después de la produccién mediante la expresion, se puede aislar y/o
purificar de la célula hospedadora y/o del medio de cultivo, segtin pueda ser el caso, y usar subsiguientemente cuando
se desee, p. e. en la formulacién de una composiciéon que puede incluir uno o mds componentes adicionales, tal
como una composicién farmacéutica que incluye uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, vehiculos o
portadores (p. e. véase mas abajo).

Un péptido o polipéptido de acuerdo con la presente invencién se puede usar como inmundgeno o de otra manera
en la obtencién de anticuerpos de unién. Los anticuerpos son Utiles en la purificacién y otra manipulacién de poli-
péptidos y péptidos, cribado diagndstico y contextos terapéuticos, incluyendo la inmunizacién pasiva. Esto se discute
adicionalmente mds abajo.

Particularmente utiles en dichos contextos son el péptido Fp17 y las variantes y derivados del mismo de acuerdo
con la presente invencion, incluyendo fragmentos de Fp17 que incluyen los 10 aminoacidos del C-terminal, y variantes
y derivados de los mismos.

De acuerdo con un aspecto mds de la presente invencion, se proporciona un procedimiento de obtencién de una
o mas moléculas de anticuerpos que contienen un sitio de unién capaz de unirse a Fas, incluyendo el procedimiento
poner en contacto una poblacién de moléculas de anticuerpo y un péptido de acuerdo con la presente invencion, y
seleccionar una o mas moléculas de anticuerpo de la poblacién que es capaz de unirse a dicho péptido.

Las moléculas de anticuerpo seleccionadas pueden ser del isotipo IgG o IgM.
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El procedimiento puede implicar poner en contacto la poblacién de anticuerpos con una pluralidad de péptidos de
acuerdo con la presente invencion.

El péptido o péptidos se puede(n) administrar a un mamifero no humano para ponerlos en contacto con una pobla-
cién de moléculas de anticuerpo producidas por el sistema inmune del mamifero, a continuacién se pueden obtener
del mamifero una o mds moléculas de anticuerpo capaces de unirse al péptido o péptidos, o se pueden obtener del
mamifero las células que produzcan tales moléculas de anticuerpo. El mamifero puede ser sacrificado.

Si las células se obtienen del mamifero, las moléculas de anticuerpo se pueden obtener a partir de dichas células o
descendientes de las mismas. Tales descendientes, en particular, pueden incluir células de hibridoma.

En lugar de o asi como la inmunizacién de un animal, un procedimiento de obtencién de anticuerpos segin se ha
descrito puede implicar exhibir la poblacién de moléculas de anticuerpos en la superficie de particulas de bacteriéfagos,
cada particula conteniendo el 4cido nucleico codificante de la molécula de anticuerpo exhibida en su superficie.

El 4cido nucleico se puede extraer de una particula de bacteriéfago que exhibe una molécula de anticuerpo capaz de
unirse a un péptido o péptidos de interés, para la manipulacién y/o uso en la produccién de la molécula de anticuerpo
codificada o un derivado de la misma (p. e. una proteina de fusién, una molécula que incluye una regién constante u
otros aminodcidos, y asi sucesivamente). En lugar de usar un bacteriéfago para la exhibicion, se pueden usar ribosomas
o polisomas, tal y como se describe, por ejemplo, en US-A-5643768, US-A-5658754,W95/11922.

Se pueden proporcionar las moléculas de anticuerpo en una forma aislada, ya sea de manera individual o en mezcla.
Se puede proporcionar en una forma aislada una pluralidad de moléculas de anticuerpo. Los anticuerpos preferidos
de acuerdo con la invencidn estdn aislados, en el sentido que estdn libres de contaminantes tales como anticuerpos
capaces de unirse a otros polipéptidos y/o libres de componentes del suero. Se prefieren los anticuerpos monoclonales
para algunos propésitos, aunque los anticuerpos policlonales se encuentran dentro del dmbito de la presente invencion.

La presente invencion también se extiende a procedimientos de obtencién de anticuerpos hacia uno o mas péptidos
o polipéptidos de la invencién. Tales procedimientos pueden incluir la administracién de un péptido o polipéptido o
una mezcla de péptidos o polipéptidos a un mamifero con el fin de incrementar una respuesta de anticuerpo. Para
la produccién de anticuerpos o células productoras de anticuerpos para que sean aisladas y usadas en cualquiera de
una diversidad de aplicaciones, se puede incluir una etapa de sacrifico de un mamifero no humano. Tal mamifero no
humano puede ser, por ejemplo, ratén, rata, conejo, perro, gato, cerdo, caballo, burro, cabra, oveja, camello, mono
del viejo mundo (en inglés “old world monkey”), chimpancé u otro primate. Los anticuerpos se pueden obtener a
partir de animales inmunizados usando cualquiera de las técnicas conocidas en el estado de la técnica, y cribar usando
preferiblemente la unién de anticuerpo a un péptido o polipéptido de interés. Por ejemplo, se pueden usar las técnicas
de transferencia Western o inmunoprecipitacion (Armitage et al, Nature, 357: 80-82,1992).

La produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales estd bien establecida en el estado de la técnica. Los
anticuerpos monoclonales se pueden someter a las técnicas de la tecnologia de ADN recombinante para producir
otros anticuerpos o moléculas quiméricas que retienen la especificidad del anticuerpo original. Dichas técnicas pueden
implicar la introduccién del ADN codificante de la regién variable de la inmunoglobulina, o las regiones de determi-
nacién de complementariedad (CDRs), de un anticuerpo a las regiones constantes o a las regiones constantes junto
a regiones esqueleto de una inmunoglobulina diferente. Véase, por ejemplo, EP-A-184187, GB-A-2188638 o EP-A-
239400. También se incluyen en la presente invencién los anticuerpos humanizados en los que los CDR de una fuente
no humana se injertan en regiones estructurales humanas, tipicamente con la alteracién de algunos de los residuos
aminoacidicos del esqueleto, para proporcionar anticuerpos que son menos inmunogénicos que los anticuerpos no
humanos originales. Un hibridoma productor de un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencion se
puede someter a mutacién genética o a otros cambios, los cuales pueden o no alterar la especificidad de unién de los
anticuerpos producidos. La clonacién y expresion de anticuerpos quiméricos se describen en EP-A-0120694 y EP-A-
0125023.

Como alternativa o complemento a la inmunizacién de un mamifero con un péptido, se puede obtener un anti-
cuerpo especifico para una proteina a partir de una libreria producida de manera recombinante a partir de dominios
variables de inmunoglobulinas expresadas, p. e. usando bacteri6fagos que exhiben dominios de unién a inmunoglobu-
lina funcionales en su superficie -por ejemplo véase W(092/01047-o0 ribosomas/polisomas segin se ha indicado mas
arriba. La libreria puede ser naive, que se construye a partir de secuencias obtenidas a partir de un organismo que no ha
sido inmunizado con otras proteinas (o fragmentos), o puede ser una construida usando secuencias obtenidas a partir
de un organismo que ha sido expuesto al antigeno de interés.

Los anticuerpos se pueden modificar de diversas maneras: fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes
funcionales y homoélogos de anticuerpos, incluyendo moléculas sintéticas y moléculas cuya forma mimetiza la de un
anticuerpo que le permite la unién a un antigeno o epitopo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos, capaces de unirse a
un antigeno u otra pareja de unién son el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, Cl y CHI; el fragmento
Fd que consiste en los dominios VH y CHI1; el fragmento Fv que consiste en los dominios VL. y VH de un brazo
de un anticuerpo; el fragmento dAb que consiste en un dominio VH; las regiones CDR aisladas y fragmentos F(ab)
2, un fragmento bivalente que incluye dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro en la region bisagra.
También se incluyen los fragmentos Fv de cadena sencilla.
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Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la invencién puede ser del isotipo IgG o IgM, y esto puede ser preferido
en algunas realizaciones.

Se pueden usar hibridomas capaces de producir anticuerpos con caracteristicas de unién deseadas, también se
pueden usar células hospedadoras, eucariotas o procariotas, que contienen el 4dcido nucleico que codifica anticuerpos
(incluyendo fragmentos de anticuerpos) y capaces de expresarse. La invencidén también proporciona procedimientos
de produccion de anticuerpos que incluyen hacer crecer una célula capaz de producir el anticuerpo en condiciones en
las que se produce el anticuerpo y se segrega, preferiblemente.

Las reactividades de los anticuerpos sobre una muestra (p. e. en un ensayo diagnéstico) se pueden determinar me-
diante cualquier medio adecuado. El marcaje con moléculas reporteras individuales es una posibilidad. Las moléculas
reporteras pueden generar de manera directa o indirecta sefiales detectables y preferiblemente medibles. La unién de
las moléculas reporteras puede ser de manera directa o indirecta, covalente, p.e. mediante un enlace peptidico o de
manera no covalente, p. e. mediante un enlace peptidico o no covalente. La unién mediante un enlace peptidico puede
ser el resultado de la expresion recombinante de una fusion de genes que codifica el anticuerpo y la molécula reportera.

Un modo favorecido es mediante unién covalente de cada anticuerpo con un fluorocromo individual, fésforo o
un colorante laser con caracteristicas de absorcién o emision espectralmente aisladas. Fluorocromos adecuados inclu-
yen la fluoresceina, la rodamina, la ficoeritrina y el Rojo de Texas. Colorantes cromogénicos adecuados incluyen la
diaminobenzidina. Otros reporteros incluyen particulas coloidales macromoleculares o material particulado tal como
esferas de latex que son magnéticas o paramagnéticas, coloreadas, y agentes biolégicamente o quimicamente acti-
vos que pueden causar de manera directa o indirecta sefiales detectables que se observan visualmente, se detectan
electrénicamente o se registran de otras maneras. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalicen reacciones que
desarrollen o cambien colores o causen cambios en propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser molecularmente
excitables, de manera que las transiciones electrénicas entre estados de transicion resultan en absorciones o emisio-
nes espectrales caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas usadas junto con biosensores. Se pueden usar los
sistemas de deteccion biotina/avidina o biotina/estreptavidina y la fosfatasa alcalina.

El modo de determinacion de la unién no es una caracteristica de la presente invencién y aquellos expertos en la
materia son capaces de escoger un modo adecuado de acuerdo con su preferencia y su conocimiento general.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion se pueden usar en el cribado de la presencia de un péptido
o polipéptido, por ejemplo en una muestra de ensayo que contiene células o un lisado de células tal y como se ha
discutido, y se puede usar en la purificacion y/o aislamiento de un péptido o polipéptido de acuerdo con la presente
invencidn, por ejemplo después de la produccién del polipéptido mediante la expresion del dcido nucleico codificante
del mismo.

Los anticuerpos también son ttiles en la profilaxis, mediante inmunizacién pasiva, y en terapia. Cuando los an-
ticuerpos se han de administrar, puede ser preferible incluir una mezcla de anticuerpos, tal como anticuerpos con
reactividad cruzada de manera colectiva con una pluralidad de péptidos de acuerdo con la presente invencion.

Los anticuerpos que se unen a un péptido de acuerdo con la presente invencién pueden usarse asi mismo como
inmundgenos en la produccién de anticuerpos anti-idiotipicos. Estos pueden ser usados para mimetizar un epitopo pep-
tidico en la provocacién de una respuesta inmune en un individuo, p. e. con propdsitos terapéuticos y/o profilacticos.

Se puede proporcionar un anticuerpo en un kit que puede incluir instrucciones para usar el anticuerpo, p.e., en
la determinacién de la presencia de una sustancia concreta en una muestra de ensayo. Se pueden incluir uno o més
reactivos adicionales, tales como moléculas de etiquetado, soluciones tampén, eluyentes y asi sucesivamente. Los
reactivos se pueden proporcionar dentro de recipientes que los protegen del entorno externo, tal como un vial sellado.

Se pueden usar los anticuerpos contra péptidos (e. g. Fp17) de acuerdo con la presente invencién en contextos
diagndsticos, por ejemplo para determinar la presencia en un individuo, o una muestra extraida de un individuo, de
células tales como células tumorales que expresan niveles elevados de Fas. Un procedimiento puede implicar el uso
de un anticuerpo anti-Fp17 (por ejemplo), poner en contacto una muestra de ensayo con el anticuerpo y determinar la
unioén del anticuerpo a la muestra.

Como ya se ha indicado, se pueden formular en forma de composiciones péptidos, polipéptidos y anticuerpos
de acuerdo con la presente invencion, y son ltiles en contextos farmacéuticos. Estas composiciones pueden incluir,
ademds de una de las sustancias anteriores, un excipiente farmacéuticamente aceptable, un portador, un tampén, un
estabilizante u otros materiales bien conocidos para los expertos en la materia. Tales materiales no deberian ser toxicos
y no deberian interferir en la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del portador u otro material depende
de la ruta de administracién, p. e. ruta oral, intravenosa, cutdnea, subcutinea, nasal, intramuscular, intraperitoneal.

Las composiciones para la administracion oral pueden estar en forma de pastilla, cdpsula, polvo o liquido. Una
pastilla puede incluir un portador sélido como gelatina o un adyuvante. Las composiciones farmacéuticas liquidas
incluyen generalmente un portador liquido tal como agua, petrdleo, aceites animal o vegetal, aceite mineral o aceite
sintético. Se puede incluir una solucién salina fisioldgica, dextrosa u otra solucion de sacdridos o glicoles tal como
etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.
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Para la inyeccion intravenosa, cutdnea o subcutanea, el ingrediente activo estard en forma de una solucién acuosa
parenteralmente aceptable que estd libre de pirégeno y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Aquellos
con experiencia relevante en la materia serdn capaces de preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos
isoténicos tales como la inyeccién de cloruro de sodio, inyeccién de Ringer, inyeccién de Ringer lactada. Se pueden
incluir, si se requieren, conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/o otros aditivos.

Se puede unir un péptido a un portador adecuado. Se conocen en el estado de la técnica varios procedimientos de
acoplamiento de péptidos a otras moléculas, que incluyen reactivos formadores de disulfuro (cuando el péptido incluye
una cisteina o se afiade una cisteina al péptido con este propdsito), agentes de acoplamiento formadores de tioéteres
y asi sucesivamente. Los portadores incluyen la albimina de suero humano (HSA), tétano toxoide, otras proteinas
bastante largas que tienen vidas medias razonables en condiciones fisioldgicas, y moléculas no proteiniceas estables
tales como polisacdridos y copolimeros de aminodcidos.

Se puede incluir un adyuvante, tal como alumbre, emulsiones aceite-en-agua o adyuvante de Freund (completo o in-
completo). Se pueden usar citoquinas para potenciar la inmunogenicidad de la composicién peptidico o polipeptidica.

Cuando este es un polipéptido, anticuerpo o péptido de acuerdo con la presente invencién que se da a un individuo,
la administracién puede ser en una “cantidad profilacticamente efectiva” o “cantidad terapéuticamente efectiva” (segiin
sea el caso, aunque la profilaxis se puede considerar terapia). Méas preferiblemente el efecto es suficiente para prevenir
en el individuo el sufrimiento de uno o mds sintomas clinicos y/o reducir el dolor. Un efecto terapéutico es suficiente
para potenciar la respuesta inmune de un individuo hacia una afeccién pre-existente, preferiblemente suficiente para
antagonizar la afeccién, total o parcialmente. Mds preferiblemente, el efecto es suficiente para mejorar uno o mas
sintomas clinicos, y/o curar la afeccién y/o reducir el dolor en un individuo. La cantidad actual administrada, y la
velocidad y curso del tiempo de la administracién, dependera de la naturaleza y severidad de lo que sea tratado. La
prescripcion del tratamiento, p.e., decisiones sobre la dosificacidn, etc, se encuentra dentro de la responsabilidad de los
médicos generales y otros doctores en medicina, y tipicamente tiene en cuenta la afeccidn a ser tratada, la condicién
del paciente individual, el sitio de liberacidn, el método de administracién y otros factores conocidos por los médicos.
Ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados mds arriba se pueden encontrar en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed), 1980.

La invencidén proporciona métodos de tratamiento que incluyen la administraciéon de un péptido, mezcla de pép-
tidos, molécula de anticuerpo o mezcla de moléculas de anticuerpo, tal y como se ha proporcionado, composiciones
farmacéuticas que incluyen un péptido, mezcla de péptidos, molécula de anticuerpo o mezcla de moléculas de anti-
cuerpos, y uso de dicho péptido, mezcla de péptidos, molécula de anticuerpo o mezcla de moléculas de anticuerpo,
en la fabricaciéon de un medicamento para la administracién de, por ejemplo en un método de preparacién de un me-
dicamento o una composicién farmacéutica que incluye formular un miembro de unién especifico con un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Se pueden usar los dcidos nucleicos que codifican los péptidos o polipéptidos y los
miméticos no peptidicos.

Se puede administrar una composicién sola o en combinacién con otros tratamientos, ya sea simultineamente o
secuencialmente dependiendo de la condicidn a ser tratada y la disponibilidad de tratamientos alternativos o adiciona-
les. En algunas realizaciones de la presente invencién la molécula relevante se usa junto con anticuerpos anti-CD3 u
otras moléculas de unién anti-CD3.

Un aspecto de la presente invencién proporciona el uso de un péptido segin se ha descrito en la fabricacién de
un medicamento para usar en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia. El tratamiento
puede ser de una afeccidn proliferativa, tal como un tumor, cancer o soriasis, o una afeccién autoinmune, diabetes tipo
I, esclerosis miiltiple, cirrosis hepdtica y asi sucesivamente. Se puede inducir o inhibir la apoptosis y/o la proliferacién
celular puede ser inhibida o estimulada.

Se puede dirigir un péptido o anticuerpo de acuerdo con la presente invencion hacia una lesién, p.e., un tumor. Los
anticuerpos difunden bastante bien a través de tejidos y se puede emplear la inyeccién en un sitio distal al de la lesion.
Alternativamente, se puede utilizar la inyeccién directa en una lesidn, p.e. un tumor, y ésta se puede utilizar para
péptidos y otras moléculas. Los vectores viricos dirigidos se pueden usar para liberar el 4cido nucleico que codifica
un péptido, polipéptido o anticuerpo de acuerdo con la invencidn a un sitio para la expresion del producto codificado.

Aspectos y realizaciones adicionales de la presente invencion serdn evidentes para aquellos expertos en la materia
basados en la presente descripcion. Realizaciones de y la base experimental para la presente invencién serd ahora
descrita con mas detalle con referencia a las siguientes figuras:

Figura 1 ilustra los resultados de los experimentos que demuestran que los sueros de donantes de sangre sanos
contienen anticuerpos contra péptidos de Fas humanos. Se analizaron los especimenes de suero de 30 individuos.
Los titulos de ELISA de los anticuerpos contra los péptidos de Fas reactivos Fp5, Fpl1l y Fpl7 se expresan como
percentiles y valores medios mediante el uso del grafico de caja y bigotes (en inglés “box (notched) and whisker plot™)
del programa de ordenador estadistico StatView+Graphics.

Figura 2 (A) muestra los resultados del ensayo TUNEL de apoptosis de células T leucémicas de Jurkat en ausencia
(negro) y en presencia (blanco) de la proteina quimérica Fas-Fc que demuestra que los auto-anticuerpos peptidicos
anti-Fas pueden inducir apoptosis mediada por Fas.
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Figura 2 (B) muestra que los auto-anticuerpos peptidicos anti-Fas pueden inhibir la apoptosis inducida por anti-
cuerpos anti-Fas de murino CH-11.

Figura 3 (A) muestra la proliferacion de células T de blastos en respuesta a una estimulacién con auto-anticuerpos
peptidicos anti-Fas en ausencia (negro) o presencia (blanco) de mAb anti-CD3 inmovilizado. La barra gris representa
el resultado del mAb anti-CD3 solo.

Figura 3 (B) muestra la expresion de FasL en la superficie de blastos de células T activadas con PHA en respuesta
a la estimulacién con auto-anticuerpos peptidicos anti-Fas en ausencia (negro) o presencia (blanco) de mAb anti-CD3
inmovilizado. La barra gris representa el resultado del mAb anti-CD3 solo.

Figura 4 (A) muestra la proliferaciéon de PBMC no estimulado en respuesta a la estimulacién con auto-anticuerpos
peptidicos anti-Fas en ausencia (negro) o presencia (blanco) de mAb anti-CD3.

Figura 4 (B) muestra la apoptosis de PBMC no estimulado en respuesta a la estimulacién con auto-anticuerpos
peptidicos anti-Fas en ausencia (negra) o presencia (blanca) de un mAb anti-CD3.

Experimental
Sintesis de los péptidos Fas

La secuencia de aminoécidos derivada (a. a.1-179) de la proteina Fas (Itoh et al., 1991) se usé para la sintesis
en fase s6lida miltiple simultdnea (Houghten ef al, 1985) de péptidos de 20 aminodcidos de longitud (con un sola-
pamiento de 10 residuos). Los péptidos demostraron una homogeniedad del 70-97%, segiin revelé la HPLC. Estos
péptidos se usaron en un ELISA de 30 sueros humanos obtenidos a partir de donantes de sangre sanos y se confir-
mo la especificidad del ensayo mediante ELISA competitiva de péptidos segtn se ha descrito (Leonov et al., 1994).
Se seleccionaron los péptidos Fp5 (Gly,,-Valse), Fpl11(Glu40-Cysy19), Yy Fpl17(Trpis0-Vali7) por reaccionar de manera
positiva con sueros humanos y se usaron en subsiguientes experimentos.

Purificacion y caracterizacion de los auto-anticuerpos de Fas

Se prepararon columnas de afinidad mediante acoplamiento de 7 mg de Fp5, Fpl1, y Fp17 a ECH-Sefarosa (Phar-
macia Biotech, Sweden) con hidrocloruro de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, segtin se describe en el
protocolo de cromatografia de afinidad del fabricante. Después de la absorcién durante toda la noche de los sueros
humanos recogidos de los donantes de sangre sanos, se eluyeron los anticuerpos anti-péptido con KSCN 4 M, se
concentraron, dializaron y esterilizaron mediante filtracién a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,22 ym.
Estos eluatos se analizaron mediante electroforesis y transferencia Western usando NOVEX™ NuPAGE Gel kit:10%
Bis-Tris Geles/tampones MOPS SDS de acuerdo con los protocolos del fabricante (NOVEX, San Diego, CA). La IgG
humana purificada y la IgM de ratén, y NOVEX Mark12™ Wide Range Protein Standard se usaron como referencia.

Las proteinas solubilizadas a partir de 107 células T leucémicas de Jurkat se separaron y transfirieron a una mem-
brana de nitrocelulosa soportada con un tamafio de poro de 0,45 um (Bio-Rad Laboratories AB, Sweden) usando el
sistema tampén de transferencia Western de NOVEX. Las membranas se sondearon mediante mAb CH-11 anti-Fas de
clase IgM (Medical Biological Laboratory, Nagoya, Japan) y el clon 13 de mAb anti-Fas de clase IgG1 (Transduction
Laboratories, Lexington, KY) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante; IgG humana como control (que no
reacciona con péptidos Fas), eluye de las columnas de afinidad, se recogieron los sueros humanos antes y después de
la inmunoadsorcién en columna diluidos con 1/50 en PBS que contenia un 5% de leche desnatada en polvo, Tween-
20 al 0,1% y agente antiespumoso al 0,001% (Sigma).

Los anticuerpos unidos se revelaron mediante el uso secuencial de fragmentos de F(ab), de cadena ligera de
anticuerpos de cabra antihumanos con cadena ligera conjugados con peroxidasa y un sistema de sustrato quimiolumi-
niscente SuperSignal ULTRA (ambos procedentes de Pierce, Rockford, IL).

Deteccion de la apoptosis

Las células T leucémicas de Jurkat (2x10%/pocillo) se cultivaron en placas de 24 pocillos con RPMI 1640 su-
plementado con FCS al 10%, HEPES 10 mM, glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 uM, 0,1 mM de aminodcidos
no esenciales, y 10 ug/ml de gentamicina (RPMI-HEPES) previamente al recubrimiento durante toda la noche con
anticuerpos peptidicos anti-Fas aislados mediante cromatograffa de afinidad. Las concentraciones de anticuerpo fue-
ron anti-Fp5 (10 pg/ml), anti-Fp11 (10 pg/ml) y anti-Fp17 (40 ug/ml). Las células se recogieron después de 48 h
de incubacidn, y el ADN fragmentado de las células apoptéticas se determiné mediante el Sistema de Deteccién de
Apoptosis, Fluoresceina (Promega, Madison, WI) basado en el ensayo de “TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling”
(TUNEL) y andlisis FACS (CellQuest software, Becton Dickinson) de acuerdo con las instrucciones del fabrican-
te. Para los experimentos de inhibicién de la apoptosis, el medio de cultivo de las células Jurkat se suplement6 con
200 ng/ml de una quimera recombinante Fas-Fc (R & D Systems Europe Ltd, Abingdon, UK). La inhibicién de la
apoptosis mediada por CH-11 se llevé a cabo segtn describieron Fadeel et al., 1997. Los datos se presentan como el
valor medio de cuatro experimentos independientes, y el error estdndar de la media se indica mediante las barras de
erTor.
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Ensayo de proliferacion

Las PBMC se estimularon con fitohemaglutinina (PHA) (10 pug/ml) (Pharmacia Biotech, Sweden) durante 48
horas. Se cultivaron a continuacién aproximadamente 5 x10° células estimuladas en una placa de 96 pocillos de fondo
plano previamente revestidos durante toda la noche con anticuerpos anti-Fas peptidicos aislados mediante afinidad y
anti-CD3 (OKT-3,10 ug/ml) purificado en medio RPMI-HEPES. Después de 48 horas de incubacion, se determind la
proliferacién mediante el ensayo de Alamar Blue (Biosource International, USA.) y los resultados se expresaron como
la diferencia en porcentaje en la reduccién del indicador REDOX (fluorométrico/colorimétrico) entre los pocillos
recubiertos con el anticuerpo y el control (sin anticuerpos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (AMS
Biotechnology AB, Sweden).

La expresion de FasL en los blastos de células T estimuladas con PHA se detect6 en el mismo punto mediante el
uso del clon 33 de mAb IgGl anti-FasL (Transduction Laboratories, Lexington, KY) y Ficoeritrina (PE) conjugada a
fragmentos F(ab), de IgG de cabra anti-ratén (Dako, Sweden). Los resultados se expresaron como el porcentaje de
células positivas analizadas mediante FACS.

Las PBMC no estimuladas se aislaron mediante Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Sweden) y se usaron en
ensayos de proliferacion segin se ha descrito mas arriba para las células PHA estimuladas. Se cuantificé la apoptosis
mediante el ensayo TUNEL y se expresé como la diferencia en porcentaje de fluorescencia entre los cultivos que
contienen el anticuerpo y los que estan libre de anticuerpos.

Modelado computacional de Fas

El modelo molecular para el dominio extracelular (Itoh ez al., 1991) del monémero Fas (aminodcidos Hiszg-Lys;49)
se cre6 usando métodos de modelado de proteinas basados en el conocimiento segin implementacion del servidor de
Swiss-Model (Peitsch ez al., 1995 y 1996). El modelo se baso en la estructura tridimensional del TNFR1 (entrada No.
1TNR en la base de datos de Brookhaven).

Resultados
Los anticuerpos anti-Fas de clase IgG estdn presentes en el suero de los donantes de sangre

Se sintetizaron los péptidos correspondientes a las partes extracelular y transmembrana del Fas humano (Itoh,
et al., 1991). Tres de estos péptidos, Fp5 (Gly,-Valsy con la secuencia GQFCHKPCPPGERKARDCTYV), Fpll
(Gluypy-Cysy1o con la secuencia EINCTRTQNTKCRCKPNFFC) y Fpl17 (Trp;e-Val;79 con la secuencia WLCLLLL
PIPLIVWVKRKEV), fueron reactivos a los anticuerpos presentes en la sangre de los 30 donantes sanos (Figura 1).
Los titulos de suero contra los tres péptidos diferentes fueron variables con los titulos medios mds bajos detectados
contra Fp17.

Estos anticuerpos se purificaron mediante cromatografia de afinidad basada en la inmovilizacién de péptidos Fas.
El andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de los eluatos demostré que la mayorfa de proteinas
purificadas tenia un peso molecular correspondiente a anticuerpos de la clase IgG. La especificidad de los anticuerpos
aislados se estudi6 adicionalmente mediante transferencia Western con la proteina Fas completa, lo cual confirié que
los anticuerpos anti-Fas estdn presentes en el suero de sujetos de humanos sanos.

Experimentos similares se llevaron a cabo con preparaciones de inmunoglobulinas disponibles comercialmen-
te derivadas de suero humano recogido enriquecido mediante inmunosorbencia de fracciones de inmunoglobulina
(Gammagard-Baxter, Hyland, Glendale, CA USA).

Los resultados de los experimentos con suero humano y con las preparaciones de inmunoglobulina se muestran en
la Tabla 1.

Se establecid la presencia tanto de auto-anticuerpos IgG como IgM.

Auto-anticuerpos para regiones Fas representados por Fpll y Fpl7 median en la apoptosis de las células leucémicas
de Jurkat a través de Fas

La capacidad de mediar en la apoptosis y en la inhibicién de la proliferacion se determinaron usando anticuerpos
inmovilizados a una superficie de pldstico. Los anticuerpos humanos inmovilizados dirigidos a Fp11 y Fp17 indujeron
la apoptosis en, respectivamente, el 49% y el 58% de las células leucémicas de Jurkat (Figura 2 (A)). El nivel de
apoptosis inducido por Fp5 no difiri6 del pocillo control en el que los anticuerpos no estaban incluidos, 25% versus
18%.

A continuacidn, se analizé la capacidad de los auto-anticuerpos anti-Fas para afectar la proliferacion celular en el
sistema de células de Jurkat. Los anticuerpos humanos dirigidos a Fp17 inhibié la proliferacién celular en un 40%
cuando se comparé con el pocillo control; los niveles de inhibicién de la proliferacién fueron inferiores para anti-
Fp5 y anti-Fpl1, 8% y 10% respectivamente. El uso de la proteina A o el inmunosorbente de IgG anti-humano para
inmovilizar anticuerpos anti-péptido dio resultados similares. De esta manera, los anticuerpos peptidicos anti-Fas de
clase IgG presentes en sangre humana pueden inducir apoptosis e inhibir la proliferacién en células T de Jurkat. Sin
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estar vinculado a una teoria, este efecto biol6gico es probable que esté mediado a través de la reticulacién de moléculas
Fas sobre la superficie celular, un mecanismo sugerido por operar para anticuerpos monoclonales anti-Fas tanto de las
subclase IgM como IgG, incluyendo IgGl (Dhein et al., 1992; Fadeel et al., 1997).

Los dos conjuntos de experimentos de bloqueo se llevaron a cabo para establecer que la apoptosis inducida por
auto-anticuerpos anti-Fas estd mediada a través de Fas.

La proteina quimérica Fas-Fc, que consiste en la parte extracelular de Fas (aa 1-173) y la parte Fc de 1a IgG humana
se mostré previamente que bloqueaba la apoptosis causada por la interaccién Fas-FasL (Itoh et al., 1991). La adicién
de esta proteina a las células de Jurkat redujo completamente la apoptosis inducida por los anticuerpos humanos a
Fp5 y Fpll (Figura 2 (A)). Para las células de Jurkat incubadas con anti-Fp17, la reduccién de la apoptosis fue del
60%, aunque se puede indicar que la porcién de Fas incluida en el fragmento de Fas-Fc es de 1-173 mientras que el
empalme de Fp17 estd entre Trp,¢ ¥ Val;z.

En el segundo grupo de experimentos se usaron los auto-anticuerpos anti-Fas purificados en una forma soluble para
bloquear la apoptosis inducida por CH-11 monoclonal anti-Fas IgM. Los anticuerpos monoclonales anti-Fas IgGl de
murino demostraron previamente que inhibian el efecto de CH-11 (Fadeel ef al., 1997). Los auto-anticuerpos dirigidos
a Fp-5 y Fp-11 redujeron la apoptosis mediada por CH-11 en mds de un 50%, de esta manera a niveles similares a
la apoptosis espontdnea que tiene lugar en células no tratadas. Los auto-anticuerpos humanos para Fp-17 tinicamente
disminuian la apoptosis inducida por CH-11 en un 31% (Figura 2 (B)). Se ha mostrado previamente que Fp11 puede
bloquear la actividad apoptética de CH-11 (Fadeel et al., 1995). De esta manera, la reduccién de la apoptosis indicada
una vez se incubd con anti-Fpl1 se deba probablemente a un bloqueo especifico del sitio de Fas reconocido por CH-
11. La unién de anticuerpos a FpS y Fp17 de Fas, por otro lado, puede dificultar estéricamente la unién de CH-11.

Juntos, estos datos demuestran que la apoptosis de células T leucémicas de Jurkat inducida por auto-anticuerpos
anti-Fas humanos estd mediada a través de una ruta dependiente de Fas.

La co-estimulacion con anticuerpos anti-CD3 y auto-anticuerpos anti-Fas afecta a la proliferacion de acuerdo con el
estado de activacion celular

A continuacion, se investigd la capacidad de los auto-anticuerpos peptidicos anti-Fas humanos de afectar la pro-
liferacién de células T primarias. La reticulacién del receptor CD3/TCR es conocida por potenciar un procedimiento
dependiente de Fas denominado muerte celular inducida por activacién (AICD) y de proliferacion celular reducida
(Varadhachary et al., 1997; Dhein et al., 1995; Brunner, et al., 1997; Ju et al.,1997).

Los blastos de células T estimulados con PHA se incubaron con anticuerpos anti-Fas aislados junto con anticuer-
pos dirigidos a CD3. Los auto-anticuerpos no tuvieron ningtin efecto cuando se inmovilizaron solos (Figura 3 (A)).
Sin embargo, la co-estimulacién de células con anticuerpos anti-Fas y anticuerpos anti-CD3 inmovilizados redujo sig-
nificativamente la proliferacién (reduccién del 21-42%) en comparacién con anti-CD3 solo (reduccién del 12%). Los
auto-anticuerpos anti-Fas pueden potenciar, por lo tanto, el efecto antiproliferativo mediado por CD3.

Curiosamente, se encontr6 que la reduccion de la proliferacion fue paralela al incremento de la expresion de FasL
(Figura 3 (B)). Los datos sugieren que la co-estimulacién del complejo CD3/TCR y Fas mediante auto-anticuerpos
anti-CD3 y anti-Fas humanos deberia disminuir la proliferacion de los blastos de células T activados. Un posible
mediador de este efecto puede ser FasL, como se demuestra mediante la sobre-regulacion de esta molécula una vez se
reticula Fas con CD3.

El compromiso de CD3/TCR y Fas en la proliferacion celular y en la apoptosis se investigé adicionalmente en
experimentos con células mononucleares de sangre periférica no estimuladas (PBMC). En este sistema los auto-
anticuerpos anti-Fas humanos inmovilizados solos o en combinacién aumento la proliferaciéon de anti-CD3 entre un
20 y un 40% (Figura 4 (A)). Este efecto se puede deber a la reduccién de la apoptosis espontdnea. De hecho, la
co-estimulacioén con anticuerpo anti-CD3 y auto-anticuerpos anti-Fas humanos indujo la reduccién de la apoptosis
espontdnea del 15 al 55% para los tres anticuerpos anti-peptidicos (Figura 4 (B)). Estos datos se correlacionan con las
observaciones previas de que la co-estimulacién con CD3 y Fas usando anticuerpos monoclonales de murino inducia
un incremento de la proliferacién de células T aisladas (Alderson et al., 1993; Alderson et al., 1994).

De esta manera, los auto-anticuerpos anti-Fas humanos pueden modular el efecto biolégico de la ligacién CD3/TCR
en PBMC no estimuladas a través de un mecanismo que incluye la reduccién de la apoptosis.

Sitios de union a Fas para los auto-anticuerpos y Fas L

Para aumentar el conocimiento sobre cdmo los anticuerpos anti-Fas pueden inducir sefiales de activacién/apopt6ti-
cas a través de Fas, se cre6 un modelo molecular de esta proteina en la que los sitios de unién a anticuerpo se podian
visualizar en relacion a las superficies de interaccion de FasL. La parte extracelular de la molécula de Fas tiene una
homologia de secuencia diferente de la del receptor 1 de TNF (TNFR1; Nagata and Golstein, 1995). En base a la
estructura tridimensional de TNFR1, se creé un modelo molecular de Fas (Peitsch, 1995 and 1996).

El modelo muestra que la unién de anticuerpo a las regiones Fas representado por Fp5 (Gly,,-Valse) y Fp11 (Glugo-
Cysi9) puede interferir estéricamente en la unién de FasL a Argg y Argg;, aminodcidos que resultan criticos en la
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unién Fas-FasL (Starling, et al., 1997). Esto puede ser relevante para los aminodcidos Lysgy, Leug,, Glug; y His)ag,
de los que se cree que son importantes para las interacciones Fas-FasL (Starling, et al., 1997). De esta manera, la
localizacién de estas dos regiones de unién a anticuerpo de la molécula de Fas puede explicar el efecto bioldgico de
los auto-anticuerpos anti-Fas sobre las células mediante interferencia en la unién de FasL. o mediante induccion directa
de sefiales apoptoticas o proliferativas. En este contexto es importante indicar que la actividad apoptdtica de mAb de
Fas prototipicos anti-humanos (clon CH-11) depende de la unién a la regién representada por Fpll, indicando de
esta manera que este segmento presenta una propiedad antigénica pronunciada (Fadeel et al., 1995). Por supuesto, la
ejecucion de los aspectos de la presente invencion no requiere el conocimiento de cémo funciona la invencién y el
ambito de la invencién no estd limitada a cualquier teoria concreta.

La region de Fas representada por Fpl7 (Trp;e-Val;79) se predice que es un dominio transmembrana y podria no
estar incluida en este modelo. El reconocimiento de este dominio de Fas por los auto-anticuerpos que median el efecto
biolégico indica que parte de este dominio es probable que se exponga en la superficie celular. Los titulos contra Fp17
eran los mds bajos entre los tres péptidos. Sin embargo, el efecto de la induccién de apoptosis de estos anticuerpos
anti-Fp17 fue evidente y excedia la de anti-Fp5 y anti-Fpl1 cuando se usaron a la misma concentraciéon. Fpl7 no
contiene residuos implicados en el contacto con FasL. Los resultados proporcionan una indicacién de que la unién
de auto-anticuerpos a esta regién de Fp17 puede transducir una sefial de manera eficiente a la maquinaria de muerte
celular intracelular.

Discusion

El trabajo experimental descrito anteriormente demuestra la existencia de auto-anticuerpos humanos bioldgica-
mente activos contra Fas, una de las moléculas clave en el control de la expansién/delecién de linfocitos in vivo
(Lynch et al., 1995). Los auto-anticuerpos anti-Fas estaban presentes en el suero de la mayoria de individuos sanos.

El trabajo también demuestra que los auto-anticuerpos anti-Fas humanos pueden potenciar las respuestas celulares
a través del receptor de Fas in vitro. Esto proporciona una indicacién de que ademds de los modos de regulacion ya
descritos de sefiales mediadas por Fas (Suda et al., 1993;Irmler et al., 1997), los auto-anticuerpos constituyen un nivel
adicional de modulacién de las funciones mediadas por Fas in vivo.

Los hallazgos previos paralelos en murino con anticuerpos monoclonales (Owen-Schaub et al., 1992; Klas et al.,
1993; Alderson et al., 1993 and 1994), los auto-anticuerpos humanos contra Fas se pueden usar para proporcionar tanto
induccién a apoptosis como efectos estimuladores dependiendo del estado de activacion de las células. La conversién
de sefiales mediadas por Fas desde la activacién celular hasta la apoptosis puede representar un mecanismo seguro
mediante el cual el sistema inmune elimine células transformadas del hospedador (Alderson et al., 1994). Consideran-
do que los anticuerpos pueden difundir ficilmente a los tejidos, las funciones hipotéticas de los auto-anticuerpos anti-
Fas se puede encontrar en este balance de activacion celular y apoptosis, en la finalizacién del inicio de las respuestas
inmunes a través de AICD (Kabelitz et al., 1993) y en el mantenimiento de la tolerancia periférica (Fisher et al., 1995;
Rieux-Laucat et al., 1995).

La actividad de los auto-anticuerpos anti-Fas tiene repercusiones bioldgicas potenciales en enfermedades que estin
relacionadas con la desregulacion de Fas, p. e. dafio hepdtico (Galle et al., 1995), diabetes mellitus insulino-depen-
diente (Stassi et al., 1997) y esclerosis mdltiple (Dowling et al., 1996;D’Souza et al., 1996). Los niveles aumentados
de Fas y FasL en estas enfermedades puede ser andlogo a cambios en los niveles de auto-anticuerpos de Fas.

Los auto-anticuerpos a las tres regiones de Fas presentan una actividad biolégica diferente. Los auto-anticuer-
pos anti-Fp17 son eficaces en la mediacion de la apoptosis de las células de Jurkat mientras que se encontré que
los anticuerpos anti-Fp5 eran inductores pobres de la apoptosis pero que pueden bloquear de manera eficiente la
actividad apoptdtica de mAb CH-11 anti-Fas. De esta manera, la unién de auto-anticuerpos a regiones de Fas que
pueden interferir espacialmente con el ligando (Fp5) o transducir de manera directa sefiales apoptéticas (Fpl7) se
pueden aprovechar en escenarios terapéuticos dirigidos a la induccién o reduccién de la apoptosis mediada por
Fas.

La medicion de la distribucidn y titulos de anticuerpos dirigidos a péptidos de Fas de acuerdo con la presente inven-
cién proporciona una idea adicional en la desregulacion de Fas y la implicacién en la patogénesis de las enfermedades.
Dicha distribucién y titulos se miden en sueros obtenidos a partir de pacientes con esclerosis multiple, diabetes tipo I
e infeccién por VIH, usando técnicas disponibles para aquellos expertos en la materia.

Se identifican los fragmentos y variantes de péptidos de la invencion que retienen la capacidad de inhibir o inducir
la apoptosis, junto con los epitopos minimos para la unién de anticuerpos anti-Fas, usando la sustitucién sistematica
en los péptidos de cada aminodcido individual, por ejemplo usando la exploracién de alanina. La reactividad de los
sueros humanos se evaliia con un ensayo inmunosorbente unido a enzima para definir los aminoacidos importantes o
necesarios para la unién.

El carcinoma de colon, hepatocelular y otros carcinomas en los que la expresion de Fas se encuentra infra-regulada
(Walker et: al. (1997)]. Immunology 158: 4521-4524) se tratan con péptidos de la invencién, en particular con Fpl7,
los aminoécidos C-terminales de Fp17, y los fragmentos y variantes de los mismos. La parte de Fas que incluye Fp17,
incluye el péptido de empalme de membrana y se puede usar para proporcionar una sefializacién direccién cadena
debajo de las células para que inicien apoptosis.
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Los anticuerpos contra Fp17 se inyectan en animales para inducir apoptosis a tumores animales.
Los modelos animales representativos de (i) esclerosis multiple y (ii) diabetes tipo I se tratan con un péptido o
anticuerpo de la invencién con el fin de bloquear el auto-anticuerpo anti-Fas que estimula la apoptosis en los érganos
5 enfermos.
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TABLA 1

Reactividad del suero humano y de las preparaciones de inmunoglobulina hacia péptidos Fas en ELISA

Péptido Numero Suero Humano Preparaciones Inmunoglobulina (Gammagard)
Fp1 - -
Fp2 - -
Fp3 -

Fp4 - -
Fp5 ++ +
Fpé -

Fp7 - -
Fp8 - et
Fps - ++
Fp10

Fpi1 o+ +++
Fpi2 ++ ++
Fp13 - -
Fp14 - -
Fptb - -
Fp16 - +
Fpt17 4t +
Fp18 no hecho ++
+=<0.5 0.0.490nm; ++ = <1.0 0.0.; +++> 1.0 O.D.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido de 10-20 aminodcidos de longitud que es un fragmento de Fas humano y un inmunégeno que provoca
anticuerpos en suero humano, en donde dicho fragmento comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en:

(1GQFCHKPCPPGERKARDCTYV,
(i) QEGKEYTDKAHFSSKCRRCR,
(i) HFSSKCRRCRLCDEGHGLEYV,
(iv) EINCTRTQNTKCRCKPNFFC,
(v) KCRCKPNFFCNSTVCEHCDP,
(vi) WLCLLLLPIPLIVWVKRKEYV,
(vii) LIVWVKRKEVQKTCRKHRKE, y
(viii) QKTCRKHRKE, o
en donde dicho fragmento modula la apoptosis y/o la proliferacién celular y comprende una secuencia aminoaci-

dica inmunogénica que se encuentra dentro de la secuencia de aminoécidos seleccionada de dicho grupo para usar en
un método de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia.

2. Péptido de acuerdo con la reivindicacién 1 fusionado a una secuencia aminoacidica heteréloga diferente de Fas.
3. Mezcla de una pluralidad de péptidos diferentes de acuerdo con la reivindicacién 1 o reivindicacién 2.

4. Composiciéon que comprende un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 o una mezcla de
péptidos de acuerdo con la reivindicacién 3, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

5. Uso de un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacién 2, o una mezcla de péptidos de acuerdo
con la reivindicacién 3, o una composicién de acuerdo con la reivindicacion 4, en la fabricacién de un medicamento
destinado al tratamiento de un tumor, cancer o una enfermedad autoinmune en un humano.

6. Procedimiento de obtencién de una o mds moléculas de anticuerpo que contienen un sitio de unién que se une a
Fas, comprendiendo el procedimiento

poner en contacto una poblacién de moléculas de anticuerpo humanos y un péptido de 10-20 aminoécidos de
longitud que es un fragmento de Fas humano, comprendiendo el fragmento una secuencia de aminoécidos seleccionada
del grupo que consiste en:

(/GQFCHKPCPPGERKARDCTV,

(i) QEGKEYTDKAHFSSKCRRCR,
(iii) HFSSKCRRCRLCDEGHGLEV,
(iv) EINCTRTQNTKCRCKPNFFC,
(v) KCRCKPNFFCNSTVCEHCDP,
(Vi) WLCLLLLPIPLIVWVKRKEYV,

(vii) LIVWVKRKEVQKTCRKHRKE, y
(viii) QKTCRKHRKE,

o comprende una secuencia aminoacidica inmunogénica que se encuentra dentro de una secuencia de aminodcidos
seleccionada de dicho grupo; y

seleccionar una o mas moléculas de anticuerpo humano capaces de unirse a dicho péptido.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende ademds proporcionar células hospedadoras
in vitro que producen las moléculas de anticuerpo humanas seleccionadas capaces de unirse a dicho péptido.
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8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 o reivindicacion 7, en donde se obtiene una molécula de
anticuerpo dirigida a dicho péptido, o una mezcla de moléculas de anticuerpo dirigidos hacia uno o més de dichos
péptidos, y se formula en una composicién que comprende al menos un componente adicional.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicha composiciéon comprende un excipiente far-
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macéuticamente aceptable.
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<210>1

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 1
Gly Gln Phe Cys His Lys Pro Cys Pro Pro Gly Glu Arg Lys Ala Arg
1 5 10 15
Asp Cys Thr Vval
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<210>2
<211>20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: secuencia sintética

<400> 2

Gln Glu Gly Lys Glu Tyr Thr Asp Lys Ala His Phe Ser Ser Lys Cys
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Arg Arg Cys Arg
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<210>3

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 3

His Phe Ser Ser Lys Cys Arg Arg Cys Arg Leu Cys Asp Glu Gly His

1

Gly Leu Glu val

20
<210>4
<211>20

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 4

Glu Ile Asn Cys Thr Arg Thr Gln Asn Thr Lys Cys Arg Cys Lys Pro

1

Asn Phe Phe Cys
20

<210> 5

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: secuencia sintética

<400> 5

Lys Cys Arg Cys Lys Pro Asn Phe Phe Cys Asn Ser Thr Val Cyse Glu

1

His Cys Asp Pro
20

<210> 6
<211>20
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 6

Trp Leu Cys Leu leu Leu Leu Pro Ile Pro Leu Ile val Trp Val Lye

1

Arg Lys Glu Val
20

<210>17
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

)

10

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 7

15

Leu Ile Val Trp Val Lys Arg Lys Glu Val Gln Lys Thr Cys Arg Lys

1

His Arg Lys Glu
20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

5

10

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: secuencia sintética

<400> 8

15

Lys Glu Glu Gly Ser Arg Ser Asn Leu Gly Trp Leu Cys Leu Leu Leu
1 s 10 15

Leu Pro Ile Pro
20

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia sintética

<400> 9

Gln Lys Thr Cys Arg Lys His Arg Lys Glu

1

S
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