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DESCRIPCION

Vacuna para el tratamiento de la celiaguia y metodo para la produccion de la vacuna, uso de una secuencia
peptidica conjugada con una toxina bacteriana para la activacion del sistema inmune contra prolaminas asi como
péptido de disefio

La invencion se refiere a una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1 y a un método para la produccion de esta
vacuna para el tratamiento de la celiaquia de acuerdo con la reivindicacion 4 y al uso de acuerdo con la
reivindicacion 6. Por lo demas, la presente invencion se refiere a un péptido de disefio, compuesto de la secuencia
de aminoacidos Pro Gly Glu Glu Glu Pro Phe Pro Pro Glu Glu Pro Tyr Pro: Glu Pro Glu Pro Phe Pro de la a-gliadina,
gue esté conjugada con el pentdmero B de la toxina del célera.

La celiaquia es una enfermedad autoinmune crénica de la mucosa del intestino delgado, que aparece en individuos
genéticamente predispuestos (HLA-DQ2/DQ8) debido a una autodestrucciéon mediada inmunolégicamente de
enterocitos con hipersensibilidad a la proteina gluten, que también se conoce como proteina del gluten. La
enfermedad, es decir, la hipersensibilidad al gluten sigue existiendo a lo largo de toda la vida y en parte esta
determinada genéticamente y actualmente no se puede tratar. Solamente se puede recomendar actualmente una
dieta sin gluten de por vida como la Gnica posibilidad asegurada para el tratamiento de la celiaquia, por la que vuelve
a curarse el intestino y también disminuyen los riesgos de las consecuencias a largo plazo, tales como, por ejemplo,
en el peor de los casos, la aparicién de un linfoma no Hodgkin o de cancer de intestino. Sin embargo, también los
sintomas que se presentan después de la inflamacién y destruccion prolongada de las células epiteliales
intestinales, tales como pérdida de peso, diarrea, vomitos, pérdida de apetito y carencia vitaminica conducen por un
lado a una alteracion del desarrollo en la edad infantil y por otro lado tienen como consecuencia que la calidad de
vida de los pacientes sensibles al gluten esta extremadamente disminuida. Por tanto, actualmente, tal como ya se ha
descrito anteriormente, sélo una dieta sin gluten puede conducir a que los pacientes afectados queden libres de
sintomas. A este respecto es problematico que el gluten aparece en muchas variedades de cereales, tales como
trigo, cebada, centeno y avena, al igual que en sus especies ancestrales botanicamente relacionadas espelta,
escanda secada en verde, trigo kamut, escafia cultivada y farro, utilizdndose particularmente las variedades de
cereales habituales de forma aumentada en la industria alimentaria. Por tanto, se tiene que tener en cuenta de forma
extrema cémo estan compuestos determinados alimentos, ya que incluso pequefias cantidades de gluten
desencadenan el proceso inmunoldgico de la autodestruccion de los enterocitos en individuos sensibles al gluten. Ya
gue la prevalencia, es decir, la frecuencia de los casos sintomaticos en el promedio mundial se encuentra en
aproximadamente 1:270 individuos, la industria alimentaria se ha adaptado entre tanto al grupo de los pacientes que
padecen celiaquia, de tal forma que entre tanto existen productos alimentarios sin gluten y también etiquetados
como tales en el mercado. Sin embargo, estos productos estan disponibles solamente como surtido limitado y
pueden sélo contribuir a que los pacientes hipersensibles al gluten vivan libres de sintomas, sin embargo,
actualmente mediante estas medidas no se puede conseguir una curacion.

La causa de la hipersensibilidad al gluten son secuencias peptidicas toxicas, es decir, secciones del gluten que
pertenecen a la fraccidn soluble en alcohol (prolaminas) y que se denominan gliadina, que estd compuesta de una
secuencia de aminoacidos que presenta una gran cantidad de prolina y glutamina. Particularmente el alto contenido
de prolina hace que estos péptidos del gluten o gliadina sean resistentes a la degradacién habitual en la digestion,
ya que estos péptidos debido a sus restos de prolina s6lo se pueden degradar insuficientemente mediante las
enzimas digestivas habituales. Esto conduce en individuos predispuestos correspondientemente con una
hipersensibilidad al gluten a la inflamacién que se ha indicado anteriormente de la mucosa intestinal, que se debe a
una reaccion patdégena compleja del sistema inmune. Debido a la hidrélisis incompleta de las proteinas ricas en
prolina y glutamina se forman epitopos antigénicos que se transportan mediante transcitosis inespecifica desde el
lumen intestinal a la mucosa situada por debajo del epitelio intestinal. Determinadas secciones toxicas, por ejemplo,
las secuencias de aminoacidos 31-49 y 57-72 de la a-gliadina, se unen a glucoproteinas ancladas en la membrana
celular de los enterocitos, que pertenecen a las inmunoglobulinas y que se denominan complejos mayores de
histocompatibilidad (HLA). Esta union se sigue reforzando debido a que a partir del aminoacido presente en la
secuencia peptidica glutamina se forma por mediacion de la enzima transglutaminasa tisular acido glutamico, por lo
que el péptido de gliadina-gluten toxico se ajusta al bolsillo configurado por el complejo mayor de
histocompatibilidad. Esto desencadena una produccion aumentada de semioquimicos que desencadenan
inflamacion, tales como interferén-y, TNF-a, interleucina-6 e interleucina-2, que terminan en la apoptosis de los
enterocitos, es decir, la muerte del tejido, por ejemplo, tiene como consecuencia una atrofia de las vellosidades.
Actualmente todavia no se comprende por qué se produce esta produccién aumentada de semioquimicos que
desencadenan la inflamacién. Normalmente, los antigenos de bacterias o del alimento conducen a una inflamacién
fisiologica controlada que termina finalmente en una tolerancia al antigeno. Sin embargo, los procesos inflamatorios
que se presentan en la celiaquia se desarrollan de forma incontrolada, lo que, como ya se ha mencionado
anteriormente, finalmente no esta comprendido.

Las investigaciones para el tratamiento de la celiaquia se concentran actualmente en la funcién principal
presentadora de antigenos de las células dendriticas positivas a DQ2/DQ8 de la lamina propia, mientras que a los
procesos que desencadenan inflamacion que se desarrollan en los enterocitos no se les otorga mayor importancia
para el desarrollo de productos terapéuticos contra la celiaquia, por no hablar de la consideracion del desarrollo de
una vacuna contra la celiaquia.

El documento WO 99/54452 Al describe métodos y sustancias para la prevencion y tratamiento de una enfermedad
autoinmune, proporcionandose una proteina de fusion de la subunidad B de la toxina del célera no téxica y un
autoantigeno.

Senger S. et al. describen la identificacién de un epitopo inmunodominante de a-gliadina en ratones transgénicos
HLA-DQ8 después de la inmunizacion oral (J. Immunol. 2005, paginas 8087 a 8095).

Por tanto, es objetivo de la presente invencién proporcionar una vacuna contra la celiaquia y un método para la
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produccién de dicha vacuna, que con administracion a individuos positivos a DQ2/DQ8 predispuestos genéticamente
0 a individuos sensibles al gluten posibilite reprimir las inflamaciones que se producen con la ingesta de gluten de la
mucosa o0 captar las secuencias peptidicas (antigenos) toxicas inmunoldgicamente, es decir, ajustar el sistema
inmune de los pacientes celiacos a los antigenos (secuencias peptidicas toxicas).

Un objetivo adicional de la presente invencién es el uso de un antigeno que después de la administracion a
pacientes que estan enfermos de celiaquia o que poseen la predisposicion a lo mismo provoque una respuesta
inmune controlada, de tal forma que los pacientes desarrollan una tolerancia a prolaminas, particularmente a gluten
o gliadina.

Finalmente es objetivo de la presente invencion proporcionar una sustancia que se pueda utilizar para el tratamiento
de celiaquia.

De acuerdo con la invencion, el anterior objetivo se resuelve mediante una vacuna para la aplicacion en el
tratamiento de celiaquia con las caracteristicas de la reivindicacion 1.

Por lo demas, el anterior objetivo se resuelve en vista a la produccion de una vacuna contra la celiaquia por medio
de un método con las caracteristicas de la reivindicacion 4.

El objetivo adicional, concretamente el uso de un antigeno que después de la administracion a pacientes que estan
enfermos de celiaquia o que estan predispuestos hereditariamente a ello provoque una respuesta inmune
controlada, se resuelve mediante el uso de acuerdo con la reivindicacion 6.

Finalmente el objetivo, concretamente proporcionar una sustancia que se pueda utilizar para el tratamiento de la
celiaquia, se resuelve mediante un péptido de disefio con las caracteristicas de la reivindicacién 7.

De forma adecuada se ha observado que, a diferencia del proceder actual para el desarrollo de una terapia contra la
celiaquia, que se limita a los mecanismos de la respuesta inmune de las células dendriticas del epitelio intestinal a
las secuencias peptidicas téxicas de gluten o gliadina, un enfoque completamente diferente conduce al éxito, que
prevé la presentacion de las secuencias peptidicas tdxicas como antigenos a los complejos de MHC de clase Il por
mediaciéon de un adyuvante sobre la superficie de los enterocitos que captan nutrientes/antigeno, por lo que se
desencadena una respuesta inmune, concretamente la formacion de anticuerpos o linfocitos T supresores, que
estan dirigidos contra las secuencias peptidicas téxicas de gluten o gliadina. Esta medida a primera vista sencilla y
en cualquier caso realizable, concretamente la presentacion de las secuencias peptidicas toxicas de gluten o
gliadina en los endosomas tardios a los complejos de MHC de clase Il se tiene que considerar a este respecto como
particularmente inventiva y nueva y proporciona una posibilidad de tratamiento y primera posibilidad de curacion de
la celiaquia, ya que, tal como se ha mencionado, por primera vez las secuencias peptidicas téxicas de la gliadina se
pueden presentar a los complejos de MHC de clase Il de los endosomas tardios de enterocitos, por lo que se
desencadena una respuesta inmune controlada.

Por primera vez es posible de hecho con la vacuna de acuerdo con la invencion provocar una respuesta inmune en
el sentido de una tolerancia oral a secuencias peptidicas toxicas del gluten o de la gliadina que conduce a la
formacion de anticuerpos o linfocitos T supresores contra los péptidos téxicos a evaluar como causa para la
celiaquia.

A diferencia de las investigaciones y desarrollos actuales de preparaciones para el tratamiento de la celiaquia que se
apoyan en la sintomatologia secundaria patégena de la celiaquia, concretamente las reacciones toxicas y la
determinacion de las secuencias peptidicas téxicas del gluten o gliadina en la lamina propia del epitelio intestinal de
pacientes afectados de celiaquia, por primera vez se consigue de un modo de acuerdo con la invencién conducir las
secuencias peptidicas toxicas en un péptido de disefio, que esta compuesto de al menos una parte de una toxina
bacteriana conjugada con una secuencia peptidica toxica de la gliadina, a los endosomas tardios de los enterocitos
del epitelio intestinal para desencadenar una respuesta inmune controlada a las secuencias peptidicas téxicas, que
conduce a la formacion de anticuerpos o linfocitos T supresores.

De acuerdo con la invencion se usa el pentdmero B de la toxina del célera que por si mismo no conduce a ninguna
reaccion téxica del sistema inmune, sin embargo, sirve como soporte de la secuencia peptidica toxica o
inmunodominante para conducir la misma a los endosomas tardios de los enterocitos del epitelio intestinal. A este
respecto se prefiere particularmente el pentdmero B de la toxina del célera sin la fraccion toxica A que se usa como
adyuvante de la mucosa; para servir como soporte para las secuencias peptidicas toxicas o inmunodominantes.

Como secuencia peptidica toxica o inmunodominante se asocia de acuerdo con la invencion la secuencia peptidica
“Pro Gly Glu Glu Glu Pro Phe Pro Pro Glu Glu Pro Tyr Pro Glu Pro Glu Pro Phe Pro” de la gliadina o (aa 31-49) con
una parte de la toxina bacteriana que se conoce como secuencia peptidica toxica que causa una atrofia de las
vellosidades.

Mediante la conjugacion de la secuencia peptidica de la gliadina con al menos una parte de la toxina bacteriana, la
misma se presenta como antigeno y conduce a una respuesta inmune mediante formacion de anticuerpos contra
prolaminas, es decir, contra celiaquia y representa una vacuna contra la celiaquia.

Para evitar repeticiones, con respecto a las ventajas del método reivindicado con la reivindicacion dependiente 4, el
uso de acuerdo con la reivindicacion 6 y el péptido de disefio reivindicado en la reivindicacion 7 se hace referencia a
las explicaciones de la vacuna reivindicada en la reivindicacién 1.

Se explican con mas detalle ejemplos de realizaciéon mediante el siguiente ejemplo:
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Ejemplo

Se tomaron biopsias del yeyuno de pacientes (de 1 a 12 afios de edad) con celiaquia no tratada y de pacientes
adultos con una dieta sin gluten de al menos 6 meses. Las biopsias de los pacientes con celiaquia no tratada sirven
como controles. Las biopsias de los pacientes se incuban con la fraccion de Frazer (FF) in vivo a 37°C o in vitro
durante 10, 20 y 30 min y a continuacion se fijan con paraformaldehido al 5% en tampén HEPES 250 mM a pH 7,4.

Inmunofluorescencia/Microscopia de laser confocal

Las biopsias intestinales (cortes congelados (0,05 pm)) se preparan mediante un ultracriomicrotomo de -60°C a -
70°C. Estas se cubren con un vidrio que esta revestido con poli-L-lisina. Los cortes se permeabilizan con saponina al
0,05% para aumentar las sefiales de los sitios de union intracelulares, se incuban durante 1 hora con un anticuerpo
primario y después se incuban durante otra hora mas con un segundo anticuerpo a temperatura ambiente. Las
muestras se pueden fotografiar, por ejemplo, con un microscopio de fluorescencia Axioskop de Zeiss.

Para la representacién de la compartimentalizacion se incuban células HT29 con los péptidos de gliadina
correspondientes de forma conjugada o no conjugada y se marcan con un anticuerpo de gliadina policlonal o
monoclonal que estd unido a un segundo anticuerpo, que estad asociado a Alexa Fluor 568. Las proteinas
marcadoras del compartimento endosémico (Catepsina D, LAMP-2) se marcan con una tincion Alexa Fluor 488. Las
imagenes confocales se pueden realizar mediante el uso de un microscopio de Leica TCS SPII (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania). La evaluacion cuantitativa de los péptidos internalizados 31-49 y 31-49-CTB se puede realizar
con el programa “ImageJ”.

Conjugacion del péptido con el aminoécido 31-49 de la a-gliadina con el pentdmero B de la toxina del célera

El péptido aa 31-49 de la a-gliadina se asocia mediante el uso del reactivo de “entrecruzamiento” heterobifuncional
m-maleinimidobenzoil-N-hidroxisuccimida (MBS-Pierce) con el pentamero B de la toxina del colera. Para esto en
primer lugar se incuban los grupos amino de la proteina de soporte mediante incubacion a temperatura ambiente
durante 30 min en un tampon MBS 25 veces molar (MES 25 mM, pH 6,5 y NaCl 150 mM). El exceso de tampdn
MBS se retira mediante una columna. En una segunda etapa se afiaden los péptidos (aa 31-49) en una proporcion
molar de 20:1 a la proteina de soporte de péptido. La asociacion a los restos de cisteina de los péptidos se realiza
en el intervalo de 3 horas a temperatura ambiente. Los péptidos no unidos se retiran mediante didlisis frente a PBS.
La conjugacién exitosa puede realizarse mediante procesos de analisis de transferencia puntual. Los conjugados
transferidos a una membrana de nitrocelulosa pueden detectarse con los anticuerpos (WBB y R5) contra gliadina.

El conjugado producido de este modo ahora esta preparado para utilizarse con los vehiculos conocidos para
vacunas como vacuna.

La invencion se explica a continuaciéon con mas detalle con referencia a los dibujos. A este respecto se muestran
ejemplos de realizacion que no deben limitar el alcance de las reivindicaciones presentadas de ningiin modo.

La Figura 1 muestra la reactividad de los anticuerpos monoclonales WB8 y R5 con secuencias parciales de péptidos
de gliadina, siendo (a) la secuencia peptidica aa 3-55 de la a-gliadina que con los aminoacidos 31 a 49 se
caracteriza como secuencia peptidica toxica de la a-gliadina y que representa la Unica secuencia a la que se une
WB8. Todas las demés secuencias, la de la a»-gliadina (aa 56-88) y la de la y-gliadina (aa 89-106) se pueden
detectar solamente con el anticuerpo R5. En este sentido particularmente el anticuerpo WB8 es adecuado para la
determinacion de la secuencia peptidica toxica aa 31-49 de la a-gliadina.

La Figura 2 muestra la distribucion endosémica de los péptidos sintéticos en células HT29, observandose que los
péptidos téxicos no alcanzan los endosomas tardios. Particularmente muestra (A) una co-localizacion de los
péptidos toxicos (aa 31-49 de la a-gliadina) con LAMP-2, (B) la distribucion de las proteinas de HLA de clase Il. De
forma correspondiente se puede mostrar que los péptidos toxicos no alcanzan los endosomas tardios ni las
vesiculas que contienen HLA de clase Il. De este modo no se produce la presentacién de antigenos en los
endosomas tardios de los enterocitos y la generacién de tolerancia frente a gliadina.

Sin embargo, se puede conseguir una direccidon correspondiente con el nuevo péptido de disefio (CTB-secuencia
peptidica aa 31-49 de la a-gliadina), que estd compuesto de la secuencia peptidica aa 31-49 de la o-gliadina
conjugada con el pentdmero B de la toxina del célera, tal como se representa en la Figura 3. Para esto se
conjugaron células HT29 durante 2,5 horas con el conjugado asociado quimicamente CTB-secuencia peptidica aa
31-49 de la a-gliadina a 37°C. (A) muestra una inmunofluorescencia indirecta con el colorante Alexa Fluor 568 (CTB-
secuencia peptidica aa 31-49 de la a-gliadina) y 488 (LAMP-2 y (B) con catepsina De, que son las dos proteinas
marcadoras para endosomas tardios, es decir, marcan los endosomas de los enterocitos). Como se puede observar,
la proteina de disefio esta colocalizada en estos compartimentos. Esto significa que el pentamero B de la toxina del
célera como proteina de soporte eficaz ha incluido la secuencia peptidica téxica de la a-gliadina (aa 31-49) en los
endosomas tardios y de este modo se presenta de forma eficaz para una respuesta inmune a las proteinas de MHC
de clase Il

Esto prueba que el péptido de disefio, es decir, el conjugado, que esta compuesto del pentamero B de la toxina del
célera y la secuencia peptidica toxica de la a-gliadina (aa 31-49) se puede usar como componente eficaz de una
vacuna contra la celiaquia. Como de eficazmente conduce a este respecto el pentamero B de la toxina del colera la
secuencia peptidica toxica de la a-gliadina (aa 31-49) a los endosomas tardios muestran (C) y (D) de la Figura 3, ya
que la conjugacion de la secuencia peptidica toxica de la a-gliadina (aa 31-49) con el pentamero B de la toxina del
célera conduce a una internalizacion muy aumentada del péptido toxico en los endosomas tardios frente a los
péptidos téxicos no conjugados (C). Ademas, la eficacia, es decir, la probabilidad de que los péptidos téxicos
alcancen los endosomas tardios y conduzcan en ese lugar a una respuesta inmune controlada junto con el
pentamero B de la toxina del célera como conjugado esta extremadamente aumentada.
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El ejemplo de realizacion descrito mediante las figuras prueba que es posible conducir secuencias peptidicas toxicas
de la gliadina, que normalmente no alcanzan los endosomas tardios de enterocitos y, por tanto, tampoco
desencadenan una respuesta inmune controlada con formacion de anticuerpos o linfocitos T supresores, como
conjugado con una parte de una toxina bacteriana, que funciona como proteina de soporte (adyuvante), a los
endosomas tardios de los enterocitos para presentarse como antigeno a los complejos de MHC de clase I, es decir,
se pueden presentar por los enterocitos. De este modo se prueba que la presente invencién se puede realizar
técnicamente, que existe la posibilidad de usar una vacuna mediante el uso de un péptido de disefio que esta
compuesto de al menos una parte de una toxina bacteriana y al menos un péptido téxico conjugado a la misma de
gluten o gliadina contra celiaquia y usar la misma para el tratamiento y curacién de la celiaquia.
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REIVINDICACIONES

1. Vacuna para la aplicacién en el tratamiento de celiaquia, que contiene como componente eficaz al menos
una secuencia peptidica toxica no ramificada conjugada con una parte de una toxina bacteriana de una gliadina,
siendo la secuencia peptidica tdxica no ramificada Pro Gly Glu Glu Glu Pro Phe Pro Pro Glu Glu Pro Tyr Pro Glu Pro
Glu Pro Phe Pro de la a-gliadina y siendo la toxina bacteriana el pentdmero B de la toxina del célera.

2. Vacuna para el tratamiento de la celiaquia de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que la
toxina bacteriana sirve como adyuvante para la presentacion de antigenos de la secuencia peptidica toxica en los
endosomas tardios de los enterocitos del epitelio intestinal.

3. Vacuna para el tratamiento de la ceIi_aquia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizada
por que el tratamiento es una vacunacion activa.

4. Método para la produccién de una vacuna para el tratamiento de la celiaquia de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la secuencia peptidica téxica no ramificada Pro Gly Glu Glu Pro Phe
Pro Pro Glu Glu Pro Tyr Pro Glu Pro Glu Pro Phe Pro se asocia con al menos una parte de una toxina bacteriana,
siendo la toxina bacteriana el pentamero B de la toxina del célera.

5. Método para la produccion de una vacuna para el tratamiento de celiaquia de acuerdo con la reivindicacion
4, caracterizado por que una subunidad de la toxina bacteriana, que presenta un efecto tolerogénico de antigenos
sin la fraccion téxica de la toxina bacteriana se conjuga con la secuencia peptidica.

6. Uso al menos de la secuencia peptidica téxica no ramificada Pro Gly Glu Glu Glu Pro Phe Pro Pro Glu Glu
Pro Tyr Pro Glu Pro Glu Pro Phe Pro conjugada con el pentamero B de la toxina del célera para la produccion de
una vacuna para la activacion especifica del sistema inmune contra prolaminas.

7. Péptido de disefio que esta compuesto de la secuencia de aminoacidos Pro Gly Glu Glu Glu Pro Phe Pro
Pro Glu Glu Pro Tyr Pro Glu Pro Glu Pro Phe Pro de la a-gliadina, que esta conjugada con el pentamero B de la
toxina del colera.

8. Péptido de disefio de acuerdo con la reivindicacion 7 para la produccién de un producto terapéutico o
vacuna que se puede utilizar para el tratamiento de la celiaquia.
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