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DESCRIPCION
Métodos y moléculas inmunoterapéuticos.

[0001] La presente invencion se refiere a métodos inmunoterapéuticos, y moléculas y células para usar en
métodos inmunoterapéuticos. En particular, la presente invencion se refiere a la inmunoterapia de la
infeccion Aspergillus, que incluye la inmunoterapia adoptiva.

[0002] El listado o discusion de un documento aparentemente antes publicado en esta especificacion no
deberia ser necesariamente tomado como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la
técnica o es de conocimiento general.

[0003] Las complicaciones infecciosas son la causa principal de muerte en individuos inmunosuprimidos e
inmunocomprometidos, que incluyen pacientes que reciben trasplantes de células madre hemotopoyéticas
alogénicas (HSCT). Las micosis sistémicas son muy frecuentes y también los patégenos mas perjudiciales
gue invaden pacientes 12 con inmunodeficiencias. Aspergillus fumigatus es el hongo mas importante en este
subgrupo, causando sobre todo infecciones invasivas de la orofaringe y el sistema respiratorio con una
mortalidad de hasta el 80% en algunas cohortes® de pacientes. Con el avance de nuevas modalidades de
tratamiento para ofrecer a pacientes no médicamente aptos de otro modo una HSCT alogénica
potencialmente curativa, la incidencia de Aspergillosis Invasiva (IA) y la mortalidad atribuida a ella se ha
incrementado mas en los dltimos afios. Este cambio efidemiolégico se observd a pesar del amplio uso de
nueva quimioterapia antifingica tal como voriconazol “_Por tanto estan altamente garantizadas opciones
mas eficaces de prevencién y tratamiento para el control de infecciones A. fumigatus en pacientes que
experimentan HSCT alogénico.

[0004] Aspergillus es un grupo de alrededor de 200 especies de moho halladas en todo el mundo. Como
esta distribuido por doquier, se estima que los humanos inhalan presuntamente varios cientos de conidios
de Aspergillus cada dia. Algunas de las especies de Aspergillus se asocian con enfermedades infecciosas
patégenas en humanos y animales, que incluyen Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus y Aspergillus flavus. La enfermedad alérgica se atribuye principalmente a A. fumigatus y A. clavatus.
Aspergillus fumigatus es un hongo filamentoso y sapréfito que sobre todo se encuentra en la tierra.

[0005] A pesar del constante contacto con patdgenos, los individuos sanos en general no desarrollan
infecciones sintoméaticas de Aspergillus lo que implica que una respuesta inmune local eficaz debe ser
existente y capaz de quitar la infeccién®. La primera linea de defensa para evitar que los conidios de A.
fumigatus se conviertan en hifas invasivas patégenas son macréfagos alveolares que fagocitan conidios
inhalados y eliminan el patégeno mediante intermedios intracelulares reactivos con oxigeno (ROI)6'7. Si A
fumigatus sin embargo comenzara a invadir al huésped comenzando la germinacion, la segunda linea de
defensa innata se activa. Granulocitos neutrofilicos se adhieren a la pared hifal y liberan tanto ROl como
enzimas hidroliticas en proximidad cercana al hongo dando lugar a un dafio irreparable a la pared fiingica®.

[0006] En receptores de SCT alogénica multiples factores adversos contribuyen a la alta indicidencia de
infecciones de A. Fumigatus. En primer lugar, la barrera epitelial y mucosal respiratoria es dafiada
considerablemente por los regimenes condicionantes dando lugar a germinacibn méas extendida de
conidios' inhalados. En segundo lugar, los recuentos de granulocitos neutrofilicos se reducen
transitoriamente en el paciente tratado resultando en una linea secundaria inferior de defensa innata. Los
recuentos de granulocitos neutrofilicos se reconstituyen en promedio en el dia 12-15 tras el trasplante de
células madre periféricas alogénicas, conllevando una protecciébn enormemente aumentada contra la
infeccion bacteriana. Pero a pesar de esta temprana reconstitucion neutrofila en receptores de HSTC
alogénicas, el indice de infecciones fungicas continua elevada durante los posteriores meses®”.

[0007] Una explicacion potencial para esta observacion es la supresion inmune prolongada llevada a cabo
para la prevencion y tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped (GvHD), que implica que la
inmunidad adaptativa puede también contribuir al control del IA. Esta hipotesis esta reforzada por
numerosos sistemas de modelo murino que muestran que la infeccién previa con dosis subletales de
conidios de A. Fumigatus y otros antigenos fungicos protege a los ratones contra la reexposicién letal con el
patégeno®’®. Ademas, la transferencia adoptiva de células T CD4" procedentes de animales inmunizados
transfiere inmunidad protectora a ratones receptores naive por lo demas susceptibles, enfatizando el papel
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crucial de la inmunidad adaptativa en la proteccién del huésped™'?. Ademas de estos datos, las

condiciones de aplicacion de experimentos con ratones que favorecen una respuesta celular Tyl o T2
CD4" T revelaron que solamente células TH, CD4" T protegieron al huésped de la exposicion letal con
Aspergillus, mientras que la induccién de respuestas T2 a menudo agravaron la enfermedad®*>.

[0008] El alérgeno de Aspergillus f16 ha sido el foco de estudios por otros, y se han investigado *’2%4

inmunorespuestas a varios péptidos.

[0009] Trabajos recientes por el grupo de inventores usando extracto de A. fumigatus crudo asi como
trabajos realizados por otros grupos, demostraron que humanos sanos también presentan una respuesta de
memoria para este hongo patégeno***’. Como en roedores, la respuesta de células T esta dominada por las
células T CD4" con un fenotipo sesgado por Tyl. Sin embargo, no ha sido posible hasta ahora convertir
estos hallazgos basicos en aplicaciones medicas porque la poblacién de células T de memoria especifica
para A. fumigatus no ha sido adicionalmente caracterizada por identificacién de antigenos inmunogénicos.

[0010] Las enfermedades humanas asociadas con Aspergillus incluyen Aspergilosis Broncopulmonar
Alérgica (ABPA), Aspergilosis Invasiva (lA), Aspergiloma, y sinusitis Aspergillus crénica. ABPA es causada
por la presencia de Aspergillus en la regién broncopulmonar que lleva a inflamacién y respuestas alérgicas.
Bronquiectasia y degeneracién pulmonar a largo plazo se desarrolla con sintomas parecidos al asma. La
Aspergilosis invasiva es asociada con inmunodeficiencias. La infeccion normalmente comienza en los
pulmones y puede transferirse a otros érganos. La tasa de mortalidad asociada con IA es elevada. El
aspergiloma aparece cuando otras afecciones crean cavidades en los pulmones que permite que las
esporas de Aspergillus germinen y colonicen la zona, formando una bola fangica. La enfermedad es a
menudo cronica e incurable. La sinusitis Aspergillus crénica se desarrolla en el seno nasal de forma
parecida al aspergiloma en los pulmones. Existe una creencia cada vez mayor de que muchos problemas
sinusales crénicos son un resultado de reacciones alérgicas a los hongos.

[0011] Ramadan et al (2005) Clin. Exp. Immunology 139, 257-267 describe la generacién de respuestas de
células T Tyl dirigidas a un epitopo restringido de HLA de Class Il del alergeno Aspergillus f16.

[0012] Banerjee et al (2001) Clin. Exp. Allergy 31, 761-770 describe la clonacion y expresion del alergeno
Aspergillus fumigatus Asp f16.

[0013] Presentamos datos sobre la identifcacion del contexto de HLA en que un epitopo inmunodominante
del antigeno Asp f16 se presenta para el reconocimiento del sistema inmune en humanos. Este es HLA-
DRB1*04, el alelo MHC Clase Il mas abundante en la poblacién humana y demostramos que dichas células
T especificas de epitopo pueden ser activadas por células que presentan antigenos alimentados con
conidios o hifas germinantes de A. fumigatus. Ademas también demostramos que células inmunes innatas
pueden estar condicionadas por inmunidad de células T especifcas de Aspergillus que resulta en la
matanza aumentada de Aspergillus fumigatus por células inductoras innatas.

[0014] Sorprendentemente, hemos hallado que células T CD4" especificas para el péptido restringido HLA-
DRB1*04 que contienen el epitopo o un fragmento inmunogénico del mismo son especificamente activadas
por la germinacion de conidios e hifas de A. fumigatus, mientras que los conidios en reposo tienen
Unicamente capacidad estimulatoria limitada y otros patdgenos fungicos como Candida albicans fallan al
inducir la activacion..

[0015] Las células T CD4" especificas de Aspergillus son Utiles en terapia de células T adoptiva que puede
ser beneficiosa en pacientes con evidencia de enfermedad relacionada con Aspergillus, o para terapia
profilactica o preventiva, por ejemplo en receptores de HSCT asintomatcios. El descubrimiento de la
restriccion de HLA del péptido inmunodominante FHT permite la identificacion de pacientes especificos que
pueden beneficiarse del uso de este péptido en protocolos de inmunoterapia. Ademas de esto cualquier
producto celular fabricado usando este péptido puede usar el descubrimiento de la restriccién de HLA para
enumerar y definir el producto celular asi como rastrear las células T especificas de Aspergillus
directamente ex vivo usando técnicas tales como la tecnologia MHC multimera como se indico antes. ex
vivo usando técnicas tales como la tecnologia multimera MHC como se trata antes.

[0016] Los siguientes péptidos, péptidos, polinucleétidos, vectores de expresion y células huésped son
Utiles en la practica de la invencion.

[0017] Un primer aspecto de la invencion proporciona un péptido de peso molecular menor que 5000 que
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comprende la secuencia aminoacida FHTYTIDWTKDAVTW, donde el péptido es capaz de unir HLA-DRB1
04 y donde cuando se une a HLA-DRB1 04 el HLADRBL1 04 péptido-unido es capaz de identificar células T
especificas para Aspergillus fumigatus.

[0018] El péptido especifico con la secuencia aminoacida FHTYTIDWTKDAVTW ha sido llamado el péptido
FHT, y se ha mostrado que se une a HLA-DRB1 *04.

[0019] HLA-DRB1*04 incluye los subtipos DRB1*0401, DRB1*0402, DRB1*0403, DRB1*0404 vy
DRB1*0408. Para evitar cualquier duda incluimos todos ellos en el término DRB 1*04.

[0020] EIl péptido de la invencion se unira a HLADRB1 *04 que es uno de los alelos HLA Clase Il més
frecuentes en la poblacién humana.

[0021] Si se une o no un péptido a HLADRB1* 04 puede determinarse usando cualquier método conocido
en la técnica. Un método adecuado se muestra en el Ejemplo 1, con particular referencia a la Figura 2B. Un
método es introducir el péptido en PBMCs tomados de un HLADRB1*04 humano y determinar si se obtiene
0 no una respuesta activadora o proliferativa que es indicativo de unién. La union a HLA-DRB1*04 puede
también ser determinada usando los métodos descritos en las Figuras 7 y 8.

[0022] EI reconocimiento de patdgenos o enfermedades dafiinos que causan mutaciones dentro del propio
tejido sucede mediante dos mecanismos dentro del sistema inmune humano. Las moléculas de anticuerpos
expresadas por células B se unen con moléculas bioldgicas, normalmente expresadas sobre la superficie de
microorganismos invasores o de las propias células anormales, de modo altamente especifico y etiquetaran
estas moléculas de un modo que desencadenara una respuesta inmune apropiada. Ademas de la respuesta
de anticuerpos, patégenos y enfermedad que causan mutaciones pueden ser detectados debido a proteinas
Unicas expresadas por los patégenos o las mutaciones. Estas proteinas se dividen en pequefios fragmentos
de péptidos por sistemas de degradacion de proteinas continuos y naturales en la célula humana. Los
fragmentos de péptidos se uniran con moléculas especiales, denominadas moléculas MHC Clase | y MHC
Clase Il, expresadas en la superficie de todas las células. En el humano, estas moléculas son denominadas
moléculas HLA y se numeran segun el gran nimero de alelos que existen en la poblacién humana.

[0023] En el humano, los fragmentos de péptidos derivados de patégenos se unen con moléculas especifica
de HLA y se transportan a la superficie de la célula. Los péptidos son capturados en una configuracion
particular que permite que los péptidos sean detectados por receptores de células T ("TCRs") expresados
en la superficie de células T. Mediante seleccién natural y procesos de desarrollo que estan vinculados a la
capacidad del sistema inmune para detectar sefiales de peligro en conexién con la presencia de un
organismo extrafio, el del cuerpo humano producen células T con TCRs que pueden reconocer y distinguir
entre fragmentos de péptido derivados de un patdgeno dafiino y péptidos que se derivan de
microorganismos dafiinos o del propio tejido sano.

[0024] Moléculas MHC Clase | presentan péptidos derivados principalmente de proteinas encontradas
dentro de la célula para células CD8+ T, también denominadas células citotoxicas T o CTL. Los péptidos
gue se unen a moléculas MHC Clase | son normalmente de 8-10 amino4cidos de longitud. Las moléculas
MHC Clase Il presentan péptidos derivados de proteinas u organismos que han sido endocitosados del
medio extracelular. Las moléculas MHC Clase Il presentan péptidos para células CD4+ T, también
denominadas células cooperadoras T aunque las células CD4+ T pueden también tener funciones directas
citotoxicas. Los péptidos que se unen a moléculas MHC Clase Il son relativamente libres en términos de
longitud, aunque los péptidos de Clase Il normalmente entran dentro de un intervalo de 13 -17 aminoécidos,
por ejemplo 14 0 15 o 16 aminoacidos.

[0025] Una particular ventaja de un péptido de la invencién, particularmente el péptido FHT, es que se une
a la molécula HLA-DRB1*04 que esta presentada en un alelo HLA muy corriente en la poblacién del
paciente, de ahi que es posible tratar muchos mas pacientes que un péptido que esta en un alelo HLA raro.
Entre los individuos que expresan HLA DRB1*04, se hallaron células T de respuesta en todos los casos
ensayados que indica que el péptido FHT representa un epitopo inmunodominante.

[0026] Por "péptido" incluimos no solamente moléculas en que los residuos aminoacidos estan unidos por
enlaces péptidos (-CONH-) sino también moléculas en que la unién peptidica es invertida. Dichos retro-
inverso péptidomiméticos pueden hacerse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo los
descritos en Méziere et al (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237. Este enfoque implica hacer pseudopéptidos
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gue contienen cambios que implican al esqueleto, y no a la orientacion de las cadenas laterales. Méziere et
al (1997) muestra que, al menos para las respuestas de células cooperadoras de clase T y MHC Clase I,
estos pseudopéptidos son Utiles. Los péptidos retro-inversos, que contienen uniones NH-CO en lugar de
enlaces peptidicos CO-NH, son mucho mas resistentes a la proteolisis.

[0027] Asimismo, el enlace peptidico puede ser totalmente prescindible siempre que se use una fraccion
apropiada de enlace que retenga el espaciado entre los atomos Ca de los residuos aminoacidos; se
prefiere particularmente si el fragmento de enlace tiene sustancialmente la misma distribucién de carga y
sustancialmente las misma planaridad de una union peptidica.

[0028] Se apreciara que el péptido puede ser convenientemente bloqueado en su N- o C-terminal a fin de
ayudar a reducir la susceptibilidad de digestién exoproteolitica. Asimismo, se apreciara que el péptido de la
invencion pueda estar en forma de sal o pueda contener ésteres adicionales de grupos -OH o -COOH o
amidas de grupos -NH,. Los péptidos de la invencion son definidos en las reivindicaciones. Las siguientes
definiciones de “porcion de al menos Il aminoacidos”, y “variante” se usan respecto al complejo HLA-péptido
de la invencion.

[0029] Por una "porcion de al menos Il aminoacidos” de la secuencia aminoacida dada queremos decir al
menos 11 o 12 o 13 o 14 aminoacidos consecutivos de la secuencia dada de forma que el péptido que
contiene la porcién y preferiblemente la propia porcién es adn capaz de unir la molécula de HLA en
basicamente el mismo modo que un péptido que consiste en la secuencia aminoacida dada o el péptido
FHT. Preferiblemente, el péptido que comprende la porcién es capaz de unirse a la molécula HLA en
sustancialmente el mismo modo que un péptido que consta de la secuencia aminoacida dada.

[0030] Por una "variante" de la secuencia aminoacida dada queremos decir que las cadenas laterales de
uno o dos o tres de los residuos aminoacidos estan alteradas (por ejemplo por sustitucion con la cadena
lateral de otro residuo aminoacido natural o alguna otra cadena lateral) de forma que el péptido es alun
capaz de unirse a la molécula HLA en sustancialmente el mismo modo que un péptido que consiste en la
secuencia aminoacida dada. Por ejemplo, un péptido puede estar modificado de modo que al menos
mantiene, si no mejora, la capacidad de interactuar con y unirse a HLADRB1* 04. y de manera que al
menos mantiene, si no mejora, la capacidad de generar células T CD4* activadas que pueden reconocer
Aspergillus fumigatus. Normalmente, las alternativas aminoacidas son conservadoras por naturaleza, tal
como los de los grupos Gly, Ala; lle, Leu, Val; Ser, Thr; Tyr, Phe, Trp; Glu, Asp; GIn, Asn, His, Met, Cys, Ser.

[0031] Se prefieren péptidos de al menos 15 aminoacidos, Asi, la invencién también incluye péptidos de 16
017018 019 0 20 0 21 0 22 0 23 0 24 o 25 aminoacidos que contienen la secuencia aminoacida
FHTYTIDWTKDAVTW. Como antes se indico, los péptidos de la invencién son capaces de unirse a HLA-
DRB1 *04.

[0032] Aquellos residuos aminoacidos que no son esenciales para interactuar con el receptor de células T
pueden modificarse por sustitucion con otro aminoacido cuya incorporacion no afecta sustancialmente la
reactividad de las células T y no elimina la unién al alelo HLA relevante.

[0033] Los péptidos de la invencién (y para uso en la invencion) son menos de 5 000 y normalmente unos 4
000 o0 3 000 o 2 000. En términos del nimero de residuos aminoacidos, los péptidos de la invencién pueden
tener menos de 30020019018017016015014 0130 12.

[0034] Se apreciara de lo siguiente que en algunas aplicaciones los péptidos de la invencién pueden usarse
directamente (es decir no son producidos por expresion de un polinucleétido en una célula del paciente o en
una célula dada a un paciente ); en dichas aplicaciones se prefiere que el péptido tenga menos de 30 0 25 0
24023022021020019018017016 0150140130 12 residuos.

[0035] Los péptidos de la invencidon son capaces de unirse a HLA-DRB1*04. Se prefiere particularmente
gue los péptidos se unan selectivamente a HLA-DRB1*04.

[0036] Se prefiere adicionalmente que los péptidos de la invencion sean unos que puedan usarse para
generar células T CD4+ especificas de péptidos que median la matanza especifica de Aspergillus fumigatus
y en particular conidios e hifas germinantes de A. fumigatus bien a través de funciones inductoras
citotéxicas o por mejora de las funciones inmunes innatas (ver Ejemplos).

[0037] Los péptidos de la invencién son particularmente Utiles en métodos inmunoterapéuticos para
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combatir la infeccion de Aspergillus. En particular, el péptido en combinacién con la molécula HLA
especifica puede usarse para seleccionar y definir células T adecuadas, y rastrearlas una vez que se ponen
en el paciente, como se tratdé antes. Se prefiere particularmente que en todos los métodos
inmunoterapéuticos de la invencién que el paciente a tratar sea uno que lleve HLA-DRB1*04 Clase Il (es
decir tenga un genotipo positivo en HL4 Clase II- DRB1*04), y tenga la célula que presenta antigeno que
expresan HLA-DRB1*04.

[0038] Los péptidos de (y para uso en) la invencion son unos que ligan HLA-DRB1*04 y cuando se unen asi
el complejo HLA-DRB1*04-péptido, cuando esta presente en la superficie de una célula adecuada que
presenta antigenos, es capaz de provocar una respuesta inmune mediada por células T que media o ayuda
a mediar el ataque de los sistemas inmunes sobre Aspergillus fumigatus. En particular, la produccion de
citoquinas por una célula T CD4+ puede mediar el ataque sobre A. fumigatus.

[0039] Es bien sabido que una longitud éptima para que un péptido se una a una molécula HLA Clase Il es
alrededor de 13 a 17 aminoacidos, tal como 13, 14, 15, 16 o 17, preferiblemente 15 aminoé&cidos.

[0040] Un péptido particular preferido para uso en los métodos, formulaciones farmacéuticas y
medicamentos de la invencion consiste en la secuencia aminocida FHTYTIDWTKDAVTW.

[0041] Si un péptido que es mayor que alrededor de 15 residuos de amindacidos se usa directamente para
unirse a una molécula HLA Clase I, se prefiere que los residuos que flanquean la region central de union de
HLA sean unos que no afecten sustancialmente la capacidad del péptido para unirse a la molécula HLA o
para presentar el péptido a una célula T especifica de Aspergillus. Sin embargo, se apreciara que pueden
usarse péptidos mayores, especialmente cuando sean codificados por un polinucleétido, puesto que estos
péptidos mas grandes pueden ser fragmentados por células adecuadas que presentan antigenos.

[0042] Los péptidos (al menos los que contienen enlaces peptidicos entre los residuos de aminoacidos)
pueden ser sintetizados usando cualquier métodos bien conocido en la técnica, por ejemplo por el modo de
poliamida Fmoc de sintesis de péptidos en fase sélida como se revela por Lu et al (1981) J. Org. Chem. 46,
3433 y sus referencias. Reactivos para la sintesis de péptidos estan generalmente disponibles de
Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd, Nottingham NG7 2QJ, UK asi como de muchos otros proveedores
comerciales de reactivos biol6gicos y quimicos. La purificacion puede ser efectuada por cualquiera o una
combinacion de técnicas tales como cromatografia de exclusion de tamafios y (principalmente)
cromatografia liquida de alto rendimiento. El andlisis de péptidos puede hacerse usando cromotografia en
capa fina, cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa, andlisis de aminoacidos tras hidrélisis
acida y por analisis espectométrico de masas por bombardeo de atomos rapidos (FAB).

[0043] Como se discute en méas detalle abajo, estos péptidos pueden usarse para crear multimeros MHC
por medio de los cuales el péptido es capaz de unirse a y en consecuencia estabiliza la molécula especifica
HLA-DRB1*04. Esto permite que la molécula HLA sea multimerizada y conjugada a una molécula
fluorescente o un lecho magnético. Este multimero puede después reconocer y unirse directamente a una
célula T especifica de Aspergillus mediante el TCR. Al usar esta técnica las células puede ser directamente
seleccionadas de células cultivadas o frescas o enumeradas tanto en productos de terapia celular como en
muestras de sangre de pacientes que hayan recibido un producto de terapia celular. Es imposible usar esta
tecnologia de multimeros MHC s6lo con conocimiento del péptido, ya que la célula T sélo se unira al péptido
gue se presenta en el contexto de la molécula correcta HLA.

[0044] Se apreciara que el péptido se usa normalmente en un contexto especifico de HLA-DRB1*04.

[0045] Un segundo aspecto de la invencién proporciona un polipéptido que es una fusion de un péptido de
la invencion y otro péptido como se especifica en las reivindicaciones. El otro péptido puede estar fusionado
al terminal N del péptido de la invencién o al terminal C del péptido de la invencién o, en algunas
realizaciones otros péptidos (el mismo o distinto) pueden estar unidos a tanto el terminal N o el terminal C
del péptido de la invencion. Normalmente, estos péptidos pueden ser Utiles para asegurar que el Péptido
FHT sea dirigido a través de la via endosémica para presentacion de MHC Clase Il. Alternativamente, estos
péptidos fusionados pueden estar unidos a sustancias inmunogénicas conocidas de forma que la estructura
combinada de péptidos es mas eficaz en la induccién de una respuesta inmune humana eficaz contra el
Aspergillus.

[0046] EI péptido de la invencion puede estar comprendido dentro de, o fusionado a una molécula HLA de
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forma que el péptido pueda ocupar la ranura de union al péptido de la molécula HLA. Moléculas de fusion
de este tipo, aunque se use un péptido distinto, han sido sintetizadas por Mottez et al (1995) J. Exp. Med.
181, 493-502. Preferiblemente, la molécula HLA a la se fusiona que el péptido de la invencion es HLA-
DRB1*04.

[0047] Un polipéptido de fusion preferido de la invencion esta entre un péptido de la invencion y cadena
invatriante de MHC Clase Il que estabiliza la molécula MHC Clase Il y que esta implicado dirigir la Molécula
HLA por la via endosémica que lleva a la expresién sobre la superficie de una célula.

[0048] Se notara que el polipéptido se usa normalmente en un contexto especifico de HLA-DRB1*04.

[0049] Un tercer aspecto de la invencion proprociona un polinucleétido que codifica un péptido como se
define en el primer aspecto de la invencion o un polipéptido como se define en el segundo aspecto de la
invencion. El polinucleétido puede ser ADN o ARN y puede o0 no contener intrones mientras codifica para el
péptido. Por supuesto, son solamente los polipéptidos que contienen residuos aminoacidos que ocurren
naturalmente unidos por enlaces peptidicos que ocurren naturalmente los que son codificables por un
polinucledtido.

[0050] Se apreciara que el polinucleétido se usa normalmente en un contexto especifico de HLA-DRB1*04.

[0051] Un cuarto aspecto de la invencion proporciona un vector de expresion capaz de expresar un péptido
segun el primer aspecto de la invencion o un polipéptido segun el segundo aspecto de la invencion.

[0052] Se notara que el vector de expresion sea normalmente usado en un contexto especifico de HLA-
DRB1*04.

[0053] Métodos para manipular, cambiar y clonar moléculas de &cido nucleico son bien conocidas en la
técnica, por ejemplo Sambrook J y Russell, DW, Clonaciéon Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd
Edition, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press describe dichas técnicas incluyendo métodos PCR.

[0054] Los vectores de expresién adecuados incluyen vectores vectores basados en virus como
adenovirales o retrovirales o vectores de virus de vacunas o vectores lentivirales o vectores MV de
replicacion deficiente.

[0055] Vectores generales adecuados de clonacién incluyen plasmidos, bacteriéfagos (incluyendo
bacteriéfagos A y flamentosos), fagémidos y cosmidos.

[0056] Células huésped adecuadas incluyen células bacterianas, de levadura, de mamiferos e insectos.
Bacterias particulares incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis y Salmonella typhimurium.

[0057] Células de levadura particulares incluyen Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe.

[0058] Células particulares de mamiferos incluyen células CHO, células COS vy otras células de mamiferos
tales como células que presentan antigenos.

[0059] Se notara que ciertas células huésped de la invencion son (tiles en la preparacion de los péptidos o
polipéptidos de la invencién, por ejemplo células de insecto, mamifero, levadura y bacterianas. Por ello, un
quinto aspecto de la invencién proporciona una célula huésped que comprende un polinucleétido de la
invencion o un vector de expresion de la invencién. Se prefiere particularmente que la célula huésped sea
una célula huésped humana, tal como una célula que presenta antigenos, que transporta HLA-DRB1*04
Clase Il.

[0060] Un sexto aspecto de la invencidn proporciona un método de produccién de un péptido del primer
aspecto de la invencion o un polipéptido del segundo aspecto de la invencion, el método comprendiendo
cultivar células huésped que contienen un polinucleétido o vector de expresion que codifica el péptido o
polipéptido y obtener el péptido o polipéptido de la célula huésped o medio de cultivo. Los péptidos y
polipéptidos de la invencion pueden también sintetizarse quimicamente como se trat6 antes.

[0061] Los péptidos de la invencion pueden usarse en la produccion de células T, particularmente células T
CD4", specificas para el polipéptido f16 de Aspergillus fumigatus y en particular para un péptido que tiene la
secuencia aminoacida FHTYTIDWTKDAVTW o una porcion de la misma, por ejemplo una porcion con 11 o
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12 0 13 o0 14 aminoéacidos contiguos, y que puede ser presentados por HLADRB1* 04.

[0062] Asi, aspectos adicionales de la invencion proporcionan composiciones que comprenden un péptido
segln el primer aspecto de la invencién o un polipéptido segun el segundo aspecto de la invencién cuyas
composiciones son adecuadas para crear clones de células T, particularmente clones de células T CD4",
especificas para los péptidos, en particular el péptido FHT, cuando se presenta por HLA-DRB1*04. Dichas
composiciones son normalmente estériles y sin pirdgenos. La composicion es normalmente una
composicién farmacéutica que contiene un soporte farmacéuticamente aceptable. Normalmente, para la
generacion de células T, particularmente células T CD4", los péptidos se usan en el intervalo de 200 uM a 1
nM.

[0063] Normalmente, la composicién es una composicién acuosa. En algunos casos puede ser deseable
incluir un agente solubilizante de péptidos tal como DMSO en la composicion.

[0064] Se notara que el polinucleétido o vectores de expresion de la invencion pueden también
proporcionarse en una composicién farmacéutica que contenga un soporte farmacéuticamente aceptable.
Normalmente, estas composiciones serian estériles y sin pirégenos.

[0065] Los péptidos, polipéptidos, polinucleétidos y vectores de expresién pueden ser envasados y
presentados para uso como un medicamento. En particular, son para uso en la lucha contra la infeccion
Aspergillus. Por “combatir la infeccién Aspergillus " incluimos tratar pacientes que tienen una infeccion de
Aspergillus, por ejemplo pacientes que tienen ABPA o Aspergilosis Invasiva (IA) o Aspergiloma o sinusitis
de Aspergillus crénica. También incluimos administrar los péptidos, polipéptidos, polinucleétidos, vectores
de expresion (bien solos o en combinacion con, o presentes en o sobre, un antigeno combinado de HLA
adecuado que presenta células tales como una célula dendritica o célula B o monocitos o un APC sintético)
no Unicamente para pacientes que tengan una infeccién de Aspergillus, sino también para aquéllos en
riesgo de infeccion de Aspergillus. Pacientes en riesgo de infecciéon de Aspergillus incluyen los que estan
inmunocomprometidos o inmunoagotados como los que experimentan HSCT alogénico, pacientes de
transplantes de érganos, pacientes autoinmunes que reciben medicamentos inmunosupresores, pacientes
con trastornos inmunogenéticos, pacientes de SIDA, o pacientes sometidos a quimioterapia para cancer o
pacientes de leucemia. Asi, se notara que “combatir’ incluya prevenir (o ayuda a prevenir) la infeccion de
Aspergillus y tratar a un paciente profilacticamente.

[0066] Alergia a Aspergillus, en particular a A. fumigatus, es un problema médico. La invencion también
incluye el uso de los péptidos, polipéptidos, polinucleétidos y expresiones para combatir la alergia de
Aspergillus, particularmente la alergia a A. fumigatus. Por "combatir la alergia a Aspergillus" incluimos tratar
la alergia o evitar la alergia. Los péptidos de la invencién son particularmente (tiles a este respecto.

[0067] La infeccion de Aspergillus puede ser una infeccion con cualquier Aspergillus spp, y en particular una
ssp o cepa de Aspergillus que incluye la proteina f16 en el proteoma fungico, y mas particularmente incluye
los péptidos de la invencién, particularmente el péptido FHT como parte de la misma. Normalmente, el
paciente tiene o esta en riesgo de tener una infeccion de Aspergillus fumigatus. Preferiblemente, el paciente
es HLA-DRB1*04-positivo.

[0068] La invencion también incluye un método de combatir la infeccion de Aspergilus en un paciente, el
método comprendiendo administrar al paciente una cantidad eficaz de un péptido o polipéptido o
polinucledtido o vector de expresion de la invencion (ya sea solo o en combinacion con, o presente en 0
sobre, un antigeno adecuado que presente células tal como una célula dendritica o célula B o célula T o
monocito) donde la cantidad del péptido o polipéptido o polinucledtido o vector de expresion sea eficaz para
provocar una respuesta anti- Aspergillus en dicho paciente. Preferiblemente, el paciente es HLA-DRB1*04-
positivo. Preferiblemente, la célula que presenta antigenos es HLA-DRB1*04-positiva. La eficacia de este
método de la uso de la invencidon puede normalmente medirse ensayando para presencia de células T
especificas de Aspergillus en un paciente que de lo contrario no es capaz de generar una respuesta
inmune.

[0069] La respuesta anti-Aspergillus puede medirse por Elispot, tincion intracelular de citoquinas o por un
ensayo de proliferacion, o usando tecnologia de multimeros MHC.

[0070] Un aspecto mas de la invencion incluye un kit de partes que comprende un péptido segin la
invencion o un polipéptido segun la invencidon o un polinucledtido segun la invencién o un vector de
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expresion segun la invencion y una célula que presenta antigeno. El kit de partes es util en la preparacion
de células T activadas especificas de Aspergillus como se describe abajo. Preferiblemente, la célula que
presenta antigenos es HLA-DRB1*04 positiva.

[0071] Otro aspecto mas de la invencién incluye una célula que presenta antigenos donde sus moléculas
HLA Clase Il son cargadas con un péptido de la invencién. Normalmente, en todas las realizaciones
relevantes de la invencion la célula que presenta antigenos contiene una molécula HLA-DRB1*04 que
presenta el péptido.

[0072] Células que presenta antigenos preferidas son células dendriticas o células B o monocitos derivadas
del donante en el caso del tratamiento de paciente que experimentan HSCT alogénico, y para otros
tratamientos las células que presentan antigenos son preferiblemente células dendriticas aut6logas o
células B o células T (es decir derivadas del paciente a tratar).

[0073] Las células que presentan antigeno puedec cargarse con el péptido in vitro como se describe en
detalle abajo. Alternativamente, la célula que presenta antigenos pueden ser una célula recombinante que
expresa el péptido o polipéptido de la invencion a partir de un polinucleétido o vector de expresion
adecuado.

[0074] La célula que presenta antigenos, tal como una célula dendritica, una célula B o un monocito que
esta presentando el péptido o polipéptido puede usarse como una vacuna y puede ser envasada y
presentada para uso como medicamento. La célula que presenta antigenos que esta presentando el péptido
puede ser preparada como una composicion farmacéutica (es decir por preparacién en un soporte
farmacéuticamente aceptable) y puede también ser envasada y presentada para uso en combatir la
infeccion de Aspergillus en un paciente. Preferiblemente, la célula que presenta antigenos es autélogo, o es
compatible con el paciente a quien va a ser administrada en base a una estrecha concordancia de HLA.

[0075] La invencion por tanto también incluye un método para combatir la infeccion de Aspergillus en un
paciente, el método comprendiendo administrar al paciente una cantidad eficaz de una célula que presenta
antigeno que se carga con el péptido donde la cantidad de dicha célula que presenta antigeno es eficaz
para provocar una respuesta anti-Aspergillus en dicho paciente. Preferiblemente, el paciente es uno que
porta HLA-DRB1*04 Clase II. Preferiblemente la célula que presenta antigeno HLADRB1* 04 de Clase Il, y
presenta el péptido. Las células que presentan antigenos pueden usarse en dosis de células desde 10° a
10’ células por kg de peso del paciente, dependiendo de si las células son autélogas o Gnicamente de HLA
concordante. En este aspecto de la invencion, las células que presentan antigenos puede ser infusionado
para activar células T in vivo.

[0076] Células T se activan por células que presentan antigenos tales como células dendriticas. De ahi que
la terapia celular pueda implicar células T que hayan sido activadas ex vivo y luego infusionadas en el
paciente.

[0077] Asi, un aspecto adicional de la invencién proporciona un método para seleccionar células T
especificas de Aspergillus, el método comprendiendo el contacto de una poblacion de células T con un
péptido o polipéptido de la invencién presentado en una molécula HLA-DRB1*04 Clase Il a la que dicho
péptido se une.

[0078] Preferiblemente, la poblacion de células T son procedentes de un individuo que ha estado expuesto
a Aspergillus, en particular A. fumigatus.

[0079] EI péptido de la invencion puede usarse para generar una expansion de células T especificas para
Aspergillus para pacientes que son HLA-DRB1*04 positivos y existen diversas maneras en las que la
invencion puede usarse.

[0080] Como se mencion6 previamente el conocimiento de que el péptido se une a la molécula HLA-
DRB1*04 y so6lo se reconoce por células T respondedoras en este contexto significa que puede suceder la
creacién de multimeros MHC que se uniran directamente a las Células T. Este reactivo puede usarse para
seleccionar directamente las células especificas de Aspergillus del cultivo en masa a fin de infusionar
células con alta pureza en un paciente.

[0081] La invencion también incluye el uso de multimero MHC conjuntamente con multimeros adicionales
de otras especificidades (a definir) para caracterizar totalmente el producto antes de la infusiéon para
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asegurar la pureza y seguridad del producto. Después de la infusion de Células T de Aspergillus al paciente
la reconstitucion de la inmunidad especifica de Aspergillus podria ser controlada en el paciente usando el
multimero FHT/ HLADRB1* 04 directamente ex vivo.

[0082] Una aplicacion adicional de esta tecnologia seria que en lugar de confiar en la capacidad innata de
presentacion de antigeno de las propias células del paciente para presentar el péptido de la invencion a fin
de expandir las células que presentan antigeno, podria usarse una célula artificial que presenta antigeno
gue consiste sea en lineas celulares deficientes en todas las MHC salvo HLA-DRB1*04 pulsada con el
péptido o células que presentan antigeno que pueden ser modificadas para suministrar la coestimulacion
requerida para la expansion de células T junto con la combinacién de péptidos HLA-DRB1*04 a fin de
estimular y expandir las células T especificas de Aspergillus. Estas realizaciones de la invencion son
tratadas en mayor detalle abajo.

[0083] Métodos adecuados para la seleccion de Células T especificas de Aspergillus incluyen el uso de
andlisis ELISPOT para confirmar las células T de respuesta, como descrito en el Ejemplo 1. Se obtiene
sangre de HLA-DRB1* tipificado de donantes o pacientes. Se aislan células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) por medio de centrifugacion en Solucién Separadora de Biocol (Biochrom, Berlin,
Alemania) y bien usada directamente tras la preparacion o criopreservada para su posterior uso. Las células
son cultivadas en RPMI1640 con L-Glutamina (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania, suplementado con 10% de
suero humano acumulado desactivado térmicamente y 100 U/ml de Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania). Lineas de células T especificas de Aspergillus son generadas por incubacién de
1x10" PBMC entero por pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos con el antigeno péptido FHT durante 7
dias. Los cultivos de linfocitos son suplementados con 5 U/ml de IL-2 (Proleukin, Chiron, Ratingen,
Alemania) cada dos dias y el mediode cultivo es repuesto cuando se necesite. Los clones de células T se
generan por estimuacién de PBMCs repetidamente con 1 ua/ml de péptido FHT una vez semanalmente
durante 4 semanas. Posteriormente los clones de célula T son generados por dilucion limitante en placas de
96 pocillos y expandidos usando el protocolo de expansion como descrito por Beck et al14. Este sistema de
cultivo a pequefa escala puede ser ampliado y adaptado a un “sistema cerrado” por el que pueden ser
generadas células T de calidad clinica adecuadas para infusion de nuevo en los pacientes.

[0084] Métodos adecuados para seleccionar células T especificas de Aspergillus incluyen el uso de un
clasificador celular activado por fluorescencia (FACS). Después de la exposicién del donante o paciente de
PBMCs al péptido FHT, las células T respondientes son etiquetadas en base a marcadores de activacion tal
como la regulacién ascendente de CD69 o por caracteristicas de comportamiento tal como la secrecion de
IFN-y. El etiquetado se logra usando un anticuerpo especifico para el marcador de activacion o la citoquina
segregada y tal anticuerpo esta conjugado a un fluorocromo. Las células pueden después ser separadas y
seleccionarse mediante un citémetro de flujo equipado para andlisis de FACS.

[0085] Alternativamente, el etiquetado de las células T respondentes estd en base a la unién de un
multimero MHC (HLADRB1* 04), que esta conjugado a un marcador fluorescente, al TCR especifico en la
superficie de la célula T especifica de Aspergillus.

[0086] Métodos adecuados para la seleccion de Células T incluyen el Sistema de Ensayo de Secrecion de
Citoquinas que se fabrica por Miltenyi Biotec e implica cuatro pasos claves: 1) exposicion de PBMCs (que
contienen células que presentan antigeno) de una muestra de sangre a un antigeno inmunogénico
(cualquier antigeno, pero en la presente invencion seria un péptido de la invencion, en particular el péptido
FHT); 2) las células T especificas de Aspergillus (es decir péptido FHT) respondentes comienzan a
segregar IFN-y que esta asociado con una respuesta inmune de célula T activa y efectiva y estas Células T
respondentes son etiquetadas con un anticuerpo de captura biespecifico que simultaneamente se une a
CD45 (un marcador de célula T) e IFN-y; 3) un segundo anticuerpo luego etiqueta el IFN-y capturado y al
hacerlo etiqueta la célula T que ha segregado el IFN-y este segundo anticuerpo esta también conjugado a
una perla magnética; 4) las células se pasan a través de una columna magnética y las células T
respondentes (que reconocieron el Péptido FHT como probado por la secrecién de IFN-y son retenidas en
la columna por la perla magnética unida. Las células no etiquetadas son lavadas bien y después se apaga
el campo magnético y las células etiquetadas son liberadas y recogidas como la fracciéon positiva.

[0087] Se describen métodos para hacer y usar multimeros MHC cargados con péptidos, por ejemplo, en
Altman et al (1996) Science 274, 94-96; Kuabel et al (2002) Nature Medicine 8, 631-637; y Neudorfer et al
(2007) J. Immunol. Methods 320, 119-131.
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[0088] La pureza de una poblacién de células T puede determinarse usando el complejo de
péptido/multimero MHC etiquetado por fluorescencia como se trata antes.

[0089] Métodos adecuados para seleccionar células T también incluyen el Sistema de Multimeros MHC,
disponible de Proimmune y Stage Pharmaceutical, que funciona creando una construccion artificial de
moléculas HLA Clase Il que se unen, en el presente caso, al péptido de la invencidn (por ejemplo el péptido
FHT). Estas moléculas HLA autdbnomas pueden construirse en configuracion multimérica de modo que un
solo multimero tiene 4-5 moléculas HLA cada una cargada con un péptido de la invencion tal como el
péptido FHT. Estos multimeros puede ser adjuntos a una perla magnética como antes. Los multimeros son
liberados en una muestra de sangre, y el HLA:constructo de péptido se unira con los receptores de células T
gue reconocen el Péptido FHT y por ello etiquetara las células T que reconoceran y montaran una respuesta
inmune contra el Aspergillus. La muestra celular se pasa a través de una columna magnética, y las células
etiquetadas son retenidas y después liberadas como se describe antes.

[0090] Se apreciara de lo anterior que la invencion incluye un complejo que comprende una molécula
HLADRB1* 04 de Clase Il unida a un péptido segun el primer aspecto de la invencién. Convenientemente, el
complejo es un complejo soluble y no unido a una celula. Preferiblemente, la molécula de Clase Il es un
multimero MHC, como los tratados antes. Preferiblemente, el péptido en el complejo es el péptido FHP,
pero puede ser cualquier otro péptido de la invencién que formara un complejo, y sera util en provocar una
respuesta anti-Aspergillus de célula T. Como es claro, el complejo puede usarse para aislar células T
especificas de Aspergillus como se tratdé antes. El complejo puede ser también usado para identificar una
Célula T especifica de Aspergillus en una muestra.

[0091] Asi, la Molécula HLA-DRB1*04 de Clase Il que presenta el péptido puede estar presente en la
superficie de una célula que presenta antigeno, por ejemplo que esta presente en PBMC, o puede ser una
molécula sintética HLA soluble de Clase II.

[0092] Convenientemente, el antigeno se carga en moléculas HLA Clase Il expresadas sobre la superficie
de una célula adecuada que presenta antigeno contactando una cantidad suficiente del péptido de la
invencion, por ejemplo el péptido FHT, con una célula que presenta antigeno en ausencia de otros
polipéptidos que pueden completar la union al alelo HLA objetivo. Convenientemente, la célula que presenta
antigeno puede ser transfectada con un polinucledtido o vector de expresién de la invencion, y la
magquinaria celular carga polipéptidos adecuados dentro de las moléculas HLA Clase Il para presentacion.

[0093] Preferiblemente, las células T especificas de Aspergillus son CD4", como células CD4" TH1, o son
células T regulatorias (que son particularmente relevantes para combatir alergias) las células cooperadoras
TH1 pueden convertirse a células T regulatorias por exposicién a unas células CD8+ de anticuerpo CD28
(superagonista). Normalmente, entonces, las células son CD3" CD4" y/o CD25" y/o Foxp3+ y/o GITR" y/o
CD127".

[0094] En una realizacion el antigeno se enlaza a la molécula MHC Clase Il expresada en la superficie de la
célula que presenta antigeno con un enlace flexible adecudo de tal manera que el péptido pueda ocupar la
ranura de unién de la MHC Clase I, o alternativamente el antigeno se enlaza a la Cadena Invariante que
estabiliza la molécula MHC Clase Il y se implica en dirigir la molécula por la via endosomal comin a la
presentacion de la Clase Il de polipéptidos. Asi, las célula que presentan antigeno pueden ser células que
contienen un polinucleétido (por ejemplo vector de expresion) que codifica el polipéptido de fusion tratado
antes.

[0095] La célula que presenta antigeno puede ser modificada genéticamente para asegurar la expresién de
la molécula HLA DRB1*04 sola o en combinacion con los péptidos o polipéptidos de la invencion o en
combinacion con los péptidos de la invencién o polipéptidos de la invencion y moléculas coestimulatorias
gue son Utiles para mejorar la inmugenicidad del péptido y la capacidad resultante para producir células T
especificas de Aspergilluss. Las células que presentan antigeno pueden exponerse a diversas citoquinas
tales como IL-2, IFN-y, y TNF-a, que son conocidas por activar células T y para dirigir una respuesta T1.

[0096] La célula T especifica de Aspergillus es aislada para uso posterior. Con algunas técnicas es posible
aislar un namero suficiente de células T especificas para uso terapéutico directamente, pero puede ser
necesario expandir o clonar las Células T para producir un nimero suficiente. Para inmunoterapia adoptiva
generalmente se prefiere usar una técnica que permita el aislamiento de un ndmero suficiente de células
directamente puesto que esto puede lograrse en un dia (mientras que la expansion de la célula puede llevar
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varias semanas).

[0097] Un procedimiento adecuado para identificar clones de donante especificos de patbégenos se
describe en Perruccio et al (2005) Blood 106, 4397-4406.

[0098] Las células T especificas de Aspergillus que son dirigidas contra los péptidos de la invencion son
Utiles en terapia. Asi, un aspecto adicional de la invencién proporciona células T especificas de Aspergillus
obtenibles por los métodos precedentes de la invencién.

[0099] Un aspecto mas de la invencion proporciona una célula T especifica de Aspergillus que es capaz de
reconocer el péptido FHT presentado por HLA-DRB1*04. Normalmente, esta célula T es CD3". Puede ser
CD3'CD4" o puede ser CD3"CD8". Normalmente, esta célula T producira citoquinas y proliferara cuando
esté en presencia del péptido FHT cuando se presente por HLA-DRB1*04, por ejemplo cuando se presente
por un célula que presenta antigeno que expresa HLA-DRB1*04.

[0100] Las células T activadas especificas de Aspergillus de la invencién pueden ser envasadas y
presentadas para uso como un medicamento. La invencién también incluye una preparacion farmacéutica
gue comprende células T especificas de Aspergillus de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Normalmente, el vehiculo es estéril y sin pirégenos. La invencion también incluye las células T
especificas de Aspergillus envasadas y presentadas para uso en combatir la infeccibn de Aspergillus.
Preferiblemente, los pacientes a tratar son unos que llevan HLA-DRB1*04 Clase II.

[0101] Para el tratamiento de pacientes después de HSCT alogénico, las células T especificas de
Aspergillus normalmente son aisladas de donantes que proporcionan las células madre. Si el nUmero de
células T especificas de Aspergillus no es suficiente mediante recuperacion directa de las células del
donante, entonces las células pueden ser expandidas por técnicas bien establecidas de proliferizacién de
células.

[0102] Sin embargo, en algunas realizaciones las células T son autélogas (es decir del paciente), y en
algunas realizaciones las células T pueen ser un donante no relacionado, por ejemplo de un banco de
células T que han sido HLA tipificadas.

[0103] Las células T especificas de Aspergillus activadas pueden ser almacenadas de cualquier modo
adecuado, por ejemplo por crioconservacion en medio que contiene suero y DMSO como se conoce bien en
la técnica.

[0104] Los métodos de la invencién incluyen por ello métodos de inmunoterapia adoptiva.

[0105] Se notara que los multimeros MHC cargados con péptido (HLA-DRB1*04-complejo de péptidos de la
invencion) puede usarse para determinar si una muestra de sangre contiene células T especificas de
Aspergillus. Esto puede hacerse en una muestra de un paciente antes del tratamiento y/o durante el curso
del tratamiento o tras el tratamiento.

[0106] Las células T especificas de Aspergillus contienen un receptor de célula T (TCR) que esta implicado
en el reconocimiento de células que expresan el polipéptido. Es util si el ADNc que codifica el TCR es
clonado de las células T especificas de Aspergillus y transferido en células autdlogas o derivadas del
donante para expresion, obviando de ese modo la necesidad de encontrar células T especificas de
Aspergillus que se produzcan de modo natural que expresen el TCR.

[0107] Los TCRs de clones de células T especificas de Aspergillus de la invencién especificos para los
péptidos del primer aspecto de la invencion como se presentan por HLA-DRB1*04 estan clonados. El uso
de TCR en clones de células T especificas de Aspergillus se determina usando (i) anticuerpos
monoclonales especificos de la region variable de TCR vy (ii) RT-PCR con iniciadores especificos para
familias de genes Va y VB. Una biblioteca de ADNc se prepara de poli-A ARNm extraido de los clones de
células T especificas de Aspergillus. Se usan iniciadores especificos para la porcién del terminal C de las
cadenas TCR a y B y para la porcion del terminal N de los segmentos identificados Va y B. EI ADNc
completo para la cadena TCR a y B se amplifica con una polimerasa de ADN de alta fidelidad y los
productos clonados en un vector de clonacién adecuado. Los genes de cadena a y B clonados puede ser
ensamblados en un TCR de cadena simple por el método descrito por Chung et al (1994) Proc. Natl. Acad
Sci. USA 91, 12654-12658. En esta constructo de cadena simple el segmento VaJ es seguido de el
segmento VBDJ, seguido de el segmento CB seguido del segmento citoplasmico y transmembrana de la
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cadena CD3 ¢. Este TCR de cadena simple es luego insertado en un vector retroviral de expresion (puede
usarse un panel de vectores en base a su capacidad para infectar linfocitos T CD4" de humano maduro y
para mediar la expresion de genes: el sistema del vector retroviral Kat es una posibilidad preferida (ver
Finer et al (1994) Blood 83, 43). Se usa retrovirus amfotréfico de titulo alto para infectar linfocitos CD4+
purificados aislados de la sangre periférica de pacientes con tumor seglin un protocolo publicado por
Roberts et al (1994) Blood 84, 2878-2889. Se usan anticuerpos anti-CD3 para desencadenar la proliferacién
de células T CD4+ purificadas, lo que facilita la integracién retroviral y expresion estable de TCRs de
cadena simple. La eficiencia de transduccién retroviral se determina por tincion de basado en T CD4+
infectadas con anticuerpos especificos para el TCR de cadena simple.

[0108] Los pacientes pueden ser tratados con en entre 10° a 10° (mas probablemente 107) células T
autol6logas transducidas especificas de Aspergillus,.

[0109] Otros sistemas adecuados para introducir genes dentro de Células T se describen en Moritz et al
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 4318-4322. Eshhar et al (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 720-
724 y Hwu et al (1993) J. Exp. Med. 178, 361-366 también describen la transfeccion de células T.

[0110] Asi, un aspecto mas de la invencion proporciona un TCR que reconoce un péptido de la invencion,
en particular el péptido FHT, en una molécula HLA-DRB1*04. Normalmente, el péptido se presenta sobre
una célula dendritica o monocito que presenta el antigeno a células T. Las Células T luego segregan
citoquinas que a su vez activan monocitos y neutréfilos para una matanza mejorada de Aspergillus.

[0111] Al igual que el TCR, se incluyen en la invencion moléculas funcionalmente equivalentes al TCR.
Estas incluyen cualquier molécula que es funcionalmente equivalente a un TCR que puede realizar la
misma funciéon que un TCR. En particular, dichas moléculas incluyen TCRs de cadena simple de tres
dominios genéticamente modificados como se hacen por el método descrito por Chunget al (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91, 12654-12658, y referido antes.

[0112] Normalmente, el TCR o una molécula funcionalmente equivalente al TCR, reconoce una molécula
HLA Clase Il expresada sobre la superficie de un célula que presenta antigeno y cargada con un péptido
segun el primer aspecto de la invencion.

[0113] La invencién también incluye un polinucleétido que codifica el TCR o la molécula funcionalmente
equivalente, y un vector de expresion que codifica el TCR o la molécula funcionalmente equivalente del
mismo. Los vectores de expresion que son adecuados para la expresion del TCR de la invencién incluyen
vectores virales tal como vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales, vectores de
vacunas (incluyendo la cepa MVA deficiente en replicacién). Se prefiere, sin embargo, que los vectores de
expresidn sean unos que sean capaces de expresar el TCR en una célula T después de la transfeccion.

[0114] La invencién también incluye células T, preferiblemente células T CD4+, que se han transfectado con
un polinucledtido o vector de expresion que expresaba el TCR o molécula funcionalmente equivalente antes
mencionado. Las células T pueden obtenerse del paciente o, en el caso de un paciente de HSCT alogénico,
de un donante muy similar respecto al tipo HLA.

[0115] La invencion también incluye un método de combatir la infeccion de Aspergillus en un paciente, o de
combatir la alergia a Aspergillus en un paciente, el método comprendiendo la administracion al paciente de
un namero efectivo de células T especificas de Aspergillus de la invencién, o una poblacién de células T
gue se han activado usando el péptido o polipéptido de la invencion pero que no se han seleccionado. Para
evitar dudas, las células T especificas de Aspergillus incluyen las obtenibles por el método para producir
células T activadas especificas de Aspergillus in vitro, descrito antes, células T especificas de Aspergillus
CD4" que son CD3" y que reconocen el péptido de la invencion, en particular el péptido FHTcomo se
presenta por un HLA-DRB1*04, y las preparadas por transfeccion de una célula T con un polinucleétido o
vector de expresion que expresa el TCR o molécula funcionalmente equivalente antes mencionado. Las
células T de la invencidon son capaces de combatir la infeccion de Aspergillus selectivamente por
segregacién de citoquinas en respuesta al antigeno. Preferiblemente el paciente es uno que tiene HLA-
DRB1*04 Clase Il.

[0116] Las células T pueden ser autdlogas o pueden ser HLA concordantes. Si el paciente esta
experimentando HSCT alogénico, normalmente las células T especificas de Aspergillus son del donante.
Cuando la alergia a Aspergillus debe ser combatida en el paciente, se prefiere que las células T sean
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células cooperadoras Tyl o células T regulatorias.

[0117] Asi, para pacientes que demuestran una reaccion alérgica a antigenos de Aspergillus, los péptidos
de la invencion pueden usarse para seleccionar células T regulatorias especificas de antigenos que pueden
suprimir respuestas alérgicas. Se notara que las células T regulatorias puedan ser identificadas por
marcadores especificos tales como CD25, Foxp3, GITR, y CD127 y la coexpresion de estos marcadores
con especificidad de antigeno para los péptidos de la invencion permitird la seleccion de células T
regulatorias para modular respuestas alérgicas a antigenos de Aspergillus. Asi, un aspecto adicional de la
invencion proporciona un método de seleccidon de células T regulatorias para la supresion de una respuesta
alérgica a Aspergillus, el método comprendiendo el uso de los péptidos de la invencién en combinacion con
marcadores para células T regulatorias a fin de crear una formulacion celular que pueda usarse para
suprimir reacciones alérgicas a Aspergillus. Convenientemente, la formulacién celular puede hacerse
usando niveles altos de IL-2 y células T regulatorias pueden seleccionarse como CD3'CD25".

[0118] La eliminacion eficaz de patdégenos del cuerpo humano a veces depende de la respuesta apropiada
de la célula T. Las respuestas Tyl estdn asociadas con vias celulares que implican funciones efectoras
citotéxicas y fagociticas mientras que las respuestas Ty2 normalmente implican la produccion de
anticuerpos por células B que son “auxiliadas” por células T de Thx2. La eliminacion de infecciones
Aspergillus esta normalmente asociada con respuestas Tyl, y la seleccién y expansion ex vivo de células T
Tyl especificas de antigenos que usan los péptidos de la invencién con la posterior infusion de las células T
Thl expandidas en el paciente podria facilitar la eliminacion de la infeccion de Aspergillus reestructurando la
respuesta inmune dominante en el paciente.

[0119] Los péptidos de la invencion, solos o en combinacion con antigenos de otro patégeno, pueden
usarse para activar células inmunes dentro de una muestra de sangre o de tejido o un derivado celular de
los mismos obtenida del paciente o un donante sin significativa seleccion o purificacion adicional de tipos de
células (una "Formulacion de Células no Seleccionadas”) con miras a infundir la Formulacién de Células no
Seleccionadas en un paciente a fin de tratar o evitar la infecciéon de Aspergillus sea como objetivo o como
uno de diversos patdégenos que puedan causar infeccién en un paciente.

[0120] Normalmente, la Formulacion de Células no Seleccionadas se caracteriza usando el péptido de la
invencion complejado con un complejo soluble MHC (HLA-DRB1*04).

[0121] Un aspecto mas de la invencién proporciona un método de combatir la infeccion de Aspergillus, el
método comprendiendo los pasos de (1) obtener células T del paciente; (2) introducir en dichas células un
polinucleétido que codifigue un TCR, o una molécula funcionalmente equivalente, como se define antes; y
(3) introducir las células producidas en el paso (2) en el paciente. Las células T transfectadas son capaces
de ayudar a combatir el Aspergillus, en particular A. fumigatus. Preferiblemente, los pacientes a tratar tienen
HLA -DRB1 *04 Clase Il.

[0122] Un aspecto mas de la invencion proporciona un método de combatir la infeccion de Aspergillus en un
paciente, el método comprendiendo los pasos de (1) obtener células dendriticas u otras células que
presentan antigeno de dicho paciente; (2) contactar dichas células dendriticas u otras células que presentan
antigeno con un péptido o polipéptido o polinucledtido o vector de expresion de la invencion ex vivo; y (3)
reintroducir las células dendriticas u otras que presentan antigeno en el paciente. Preferiblemente, los
pacientes a tratar tienen HLA-DRB1 *04 Clase II.

[0123] Los métodos para combatir la infecciébn de Aspergillus, y las composiciones farmacéuticas y
medicamentos de la invencién pueden combinarse con otros tratamientos antifingicos, como el uso de
voriconazol.

[0124] Grupos particularmente preferidos de pacientes a tratar incluyen (a) pacientes que estan
immunosuprimidos después de HSCT alogénico, que pueden ser tratados con Células T especificas de
Aspergillus de la invencion seleccionadas del donante de las HSCs; (b) pacientes que estan
inmunosuprimidos debido a quimioterapia, infeccion de VIH o por uso de medicamentos inmunosupresores
para enfermedades autoinmunes, que pueden tratarse con células T especificas de Aspergillus de la
invencion seleccionadas del paciente (porque estas probablemente estan presentes en numeros muy
pequefios, el numero de células puede expandirse en una base ex vivo; (c) pacientes de alergia en los que
se usan células T regulatorias especificas de antigeno, o se infusionan células Tyl para redirigir una
respuesta Ty2. En todos los casos se prefiere que el paciente y el donante tengan el alelo HLA-DRB1*04.
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[0125] Los péptidos de la invencion pueden usarse para crear un anticuerpo monoclonal o policlonal bien a
nivel especifico de paciente o a nivel de fabricacién por lotes donde el anticuerpo se usa para evitar o tratar
la infeccion por Aspergillus o para inducir una respuesta inmune celular o humoral primaria o secundaria a
Aspergillus en un paciente. El anticuerpo incluira derivaciones idiomaticas de anticuerpos especificos para
el Péptido FHT, FHTYTIDWTKDAVTW. Preferiblemente, el anticuerpo reconoce los péptidos de la invencién
cuando se presentan por una molécula HL4 - DRB1*04 Clase II.

[0126] Asi, un aspecto mas de la invencion proporciona un método de preparacion de un anticuerpo que
reconoce el péptido FHTYTIDWTKDAVTW. El método puede implicar inmunizacion de un animal como
conejo o ratén o caballo o camello. EI método puede usar tecnologia de hibridoma para producir anticuerpos
monoclonales. El método puede usar técnicas de seleccion in vitro como visualizacion de fagos.
Preferiblemente, el péptido se presenta por una molécula Clase Il HLA -DRB1*04.

[0127] EI anticuerpo puede envasarse y presentarse para uso en medicina, particularmente para uso en
combatir infeccién de Aspergillus. La invencién también proporciona un método de combatir la infeccion de
Aspergillus en un paciente administrando una cantidad eficaz del anticuerpo al paciente. Preferiblemente, el
paciente es uno que tiene HLADRB1* 04 de Clase II.

[0128] El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. Se conocen métodos de preparacion de anticuerpos
para administracion, que incluyen composiciones farmacéuticas.

[0129] Los péptidos de la invencion pueden usarse dentro de una estrategia de diagnostico para determina
si un paciente pueda estar infectado por Aspergillus como evidenciado por el sistema inmune del paciente
gue demuestra una respuesta diagnésticamente relevante a los péptidos de la invencion, normalmente
cuando se presentan por HLA-DRB1*04, o para determinar si un paciente puede ser vulnerable a infeccion
por Aspergillus por una respuesta insuficiente o defectuosa a los péptidos de la invencién en particular al
péptido FHT. Las aplicaciones de diagndstico incluyen el uso de los péptidos de la invencién, normalmente
cuando se presentan por HLADRB1* 04, para identificar donantes adecuados para transplantes de células
madre hematopoyéticas alogénicas donde el objetivo es tener un donante que demuestre inmunidad a
Aspergillus. El nimero de células respondientes puede ser muy bajo, de modo que una clasificacion de
células a pequefa escala puede requerirse para determinar esto. Por ello, la invencién incluye un método
para determinar si un individuo esté infectado con Aspergillus, el método comprendiendo determinar si un
individuo contiene cualquier célula T especifica de Aspergilluss, cuyas células T son capaces de unirse y ser
activadas por una molécula HLA Clase Il, en particular HLA-DRB1*04 que presenta un péptido de la
invencion. Dichas células T pueden identificarse y cuantificarse, por ejemplo usando los sistemas de
seleccion de célula T tratados antes. Los individuos que contienen células T especificas de Aspergillus
probablemente combaten una infeccion, mientras que los individuos que no las contienen, o contienen
Unicamente un nivel bajo pueden beneficiarse de inmunoterapia adoptiva segun la invencion. Por otro lado,
los individuos que son identificados como conteniendo las células T especificas de Aspergillus pueden ser
Gtiles como donantes.

[0130] Las moléculas TCR especificas de Aspergillus de la invencién pueden usarse dentro de una
estrategia de diagnostico para determinar si un paciente puede estar infectado por Aspergillus como se
evidencia por el etiquetado de células T especificas de Aspergillus con moléculas auténomas TCR
especificas de Aspergillus unidas a un sistema apropiado de etiquetado (normalmente un anticuerpo adjunto
a un fluorocromo). Asi, la invencion incluye un método de determinar si un individuo esta infectado con
Aspergillus, el método comprendiendo usar una molécula TCR de la invencion. Las moléculas solubles TCR
son, en algun sentido, parecidas a anticuerpos monoclonales y pueden usarse para cuantificar células que
presentan antigenos que estan presentando un péptido de la invencion.

[0131] Muestras adecuadas del paciente incluyen una muestra después del examen broncoscopico, tal
como uno obtenido después de lavado pulmonar.

[0132] Los pacientes tratados por los métodos terapéuticos de la invencion son preferiblemente pacientes
humanos. Los pacientes tratados por los métodos terapéuticos de la invencion preferiblemente son HLA-
DRB1*04. Por ello, puede ser conveniente determinar si un individuo a tratar es HLA-DRB1*04 o
generalmente determina el genotipo HLA. También se prefiere que el donante de cualquier célula T para
uso en los métodos terapéuticos de la invencién sea HLADRB1* 04.

[0133] La invencién ahora se describira en mas detalle por referencia a los siguientes ejemplos y Figuras no
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limitativos.

[0134] Figura 1. Individuos sanos poseen células de memoria CD4+ funcionales especificas para la
proteina Asp f16 de A. Fumigatus. (A) Restimulacién de PBMC de 4 donantes sanos distintos estimulados
con proteina Asp f16 recombinante durante 1 semana. (B) Restimulacion de PBMC a partir de 4 donantes
sanos distintos estimulados con proteina Asp f1-H136L recombinante durante 1 semana. (C) Restimulacién
de una linea de células T generada por estimulacién con proteina recombinante Asp f16 con células B
autélogas transducidas con el gen aspfl6 o un gen de fusion asp f16 - cadena invariante (li-aspf16) (ejemplo
representativo). (D) Inhibicion de presentacion de antigenos via MHC clase Il por preincubacion de células
gue presentan antigeno con anticuerpos que bloquean MHC Clase Il (ejemplo representativo).

[0135] Figura 2. Identificacion de un epitopo inmundgeno dominante de la proteina Asp f16. (A)
Secuencia aminoacida de proteina Asp f16 y polipéptidos sintéticos. (B) Restimulacion de 3 lineas celulares
especificas de proteina recombinante Asp f16 derivadas de distintos donantes sanos positivos de HLA-
DRB1*04 con 5 péptidos distintos sintéticos. (C) Lineas celulares T generadas con proteina recombinante
Asp f16 o péptido FHT reestimulado con proteina recombinante y péptido (ejemplo representativo).

[0136] Figura 3. Clones de célula T especificos de Asp f16 que especificamente reconocen su
antigeno objetivo en células dendriticas incubadas con A. fumigatus. (A) Restimulacidon de clones de
células T especificas para el epitopo FHT de Asp f16 con células dentriticas vacias, células dendriticas
incubadas con C. albicans vital o conidios de A. fumigatus o péptido FHT(ejemplos representativos). (B)
Restimulacion de un clon de célula T especifica de Asp f16 FHAT o especifica de CMV con células
dendriticas incubadas con A. fumigatus vital (ejemplo representativos). (C) Restimulacion de clones de
células T especificos de Asp f16 FHT con células dendriticas incubadas con A. fumigatus vital en presencia
de anticuerpos de control o bloqueadores de MHC clase II.

[0137] Figura 4. La inmunogenicidad basada en Asp fl6 de A. fumigatus aumenta durante la
germinacioén y el crecimiento hifal. Reestimulacion de un clon de célula T especifico de Asp f16 FHT con
células dendriticas incubadas con conidios en reposo matados con etanol (Oh) o preparaciones fangicas
matadas 4, 8 y 12 horas después de la germinacion (ejemplo representativo).

[0138] Figura 5. Clones de célula T especifica de Asp f16 activados aumentan la matanza fungica
mediada por monocitos. Sobrenadantes de clones de células T especificas de Aspergillus activados por
CD pulsada con péptido o antigeno fungico inducen la actividad fungicida contra conidios de Aspergillus en
monocitos. Sobrenadantes de clones co-incubados con CD madura no pulsada o medio de cultivo fueron
usados como controles (ejemplo representativo).

[0139] Figura 6. Interaccion propuesta entre inmunidad innata y adaptativa a A. fumigatus. Los
macréfagos alveolares fagocitan y matan la mayoria de los conidios inhalados 1. Los conidios que escapan
germinan a hifas 2 que pueden ser destruidas por granulocitos neutrofilicos 3. Células dendriticas procesan
antigenos fungicos 4 y activan células inmunes innatas 5 asi como células Tyl 6 que segregan citoquinas
para mejorar mas los mecanismos antifingicos de las células efectoras innatas 7 de ese modo ayudando a
eliminar la infeccién.

[0140] Figura 7. Lineas celulares expandidas que usan el péptido FHT contienen células T que se
unen especificamente al péptido FHT en el contexto de DRB1*0401. PBMC de 3 donantes distintos
fueron expandidos con el péptido FHT durante 14 o 21 dias (IVS - estimulacion in vitro). Dos de los
donantes eran DRB1*0401 positivo y uno era DRB1*0408 positivo. Las expansiones especificas de FHT de
células T pudieron ser detectadas usando el péptido FHT unido a un multimero de DRB1*0401 que muestra
que células T especificas para FHT pueden ser detectadas por DRB1*0401/tincion de multimero FHT.

[0141] Figura 8. Clones de células T producen IFNg significativamente en respuesta a la
reestimulacién con LCL restringido en HLA con péptido cargado que a péptido solo probando la
restriccion de HLA DRB1*0401/0408 del péptido FHT.

Usando dilucién limitativa, se generaron clones de células T individuales. Después de la expansién, los
clones se dejaron sin estimular, o se estimularon con Péptido FHT o se estimularon con LCL restringido en
HLA con FHT cargado La produccion de IFNg se midié después en un ELISA estandar. En todos excepto
uno de los clones, que presentan el péptido FHT en el contexto de HLA-DRB1*04 aument6 enormemente la
produccion de citoquinas especificas comparado con el péptido solo indicando que FHT especificamente se
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une a HLADRB1*04 y la combinacion de FHT y HLA-DRB1*04 puede unirse y activar funcionalmente
células T especificas de Aspergillus.

Ejemplo 1. Aspergillus fumigatus y la interaccién entre Células T especificas de Aspergillus
fumigatus y la respuesta inmune innata.

Resumen

[0142] La Aspergillosis Invasiva (IA) causada por el hongo patégeno oportunista Aspergillus fumigatus
constituye una seria complicacion especialmente en pacientes sometidos a transplante de células madre
alogénicas (SCT) y se asocia con la sumamente elevada mortalidad y morbilidad relacionada con la
infeccion. En los Ultimos afios se ha hecho evidente que el control con éxito de la enfermedad depende de
respuestas inmunes Tyl protectoras que mejoran criticamente la funcién de células efectoras innatas
principalmente responsables de la erradicacion del patdgeno. Evaluamos las respuestas de la célula T a las
proteinas Asp f1 y Asp f16 de A. fumigatus respecto a la presencia de células de memoria funcional en
donantes potenciales de HSCT. Los datos obtenidos indican que la mayoria de individuos sanos poseen
células Tyl de memoria especifica de Asp f16 que son capaces de reconocer y pueden ser activadas por el
patdgeno durante la infeccion. Por el contrario las respuestas de célula T especificas de Asp f1 podrian ser
detectadas s6lo en una minoria de donantes. Ademas, fue identificado un epitopo inmunodominante para el
alelo mas abundante de MHC clase Il en la poblacién caucasica, que provoca respuestas Tyl en todos los
donantes ensayados. Ademas, los sobrenadantes recolectados de células T activadas especificas de
Aspergillus aumentaron la matanza fungica mediante células efectoras innatas. Los datos obtenidos
permiten el desarrollo de protocolos inmunoterapéuticos para pevencion y tratamieno de infecciones de
Aspergillus fumigatus.

Materiales y métodos
Clonacién, expresién y purificacién de proteinarecombinante Asp f16 y Asp f1

[0143] EI gen que codifica la proteina Asp f16 de A. fumigatus (nimero de registro AY169706 de NCBI)
fueron clonados en el vector de expresion eucariota pADNc3.1-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) con
terminal N- y C- FLAG®-Tag (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania). El gen fue amplificado de ADNCc
amablemente proporcionado por Utz Reichard (Universidad de Goettingen, Alemania). El gen que codifica la
proteina Asp f1 (nimero de registro M83781 de NCBI) se cloné en consecuencia, omitiendo la secuencia
lider (ADNc amablemente proporcionado por Prof. Dr. Stefan Stevanovic’, Universidad de Tuebingen,
Alemania). Para hacer posible la expresion de la proteina citotoxica Asp fl en células eucariotas,
introdujimos la mutacién puntual His136Leu (Asp f1-H136L) lo que disminuyé significativamente la toxicidad
en las células productoras, en base a los hallazgos por Yang y Kenealy™y Kao et al*®.

[0144] pADNCc3.1-aspfl6-FLAG y vector de expresion pADNc3.1- aspfl-H136L-FLAG se introdujo en la
linea celular humana transgénica phoenix GALV?® mediante transfeccién de fosfato de calcio. Fueron
cultivadas células parentales asi como productoras transfectadas en medio DMEM (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) suplementadas con 10% de suero de ternero inactivado por calor (FCS, Biochrom, Berlin,
Alemania) y 100 U/ml de Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). 24 horas tras la
transfeccion la expresion transgénica del promotor CMV del vector de expresion se mejord por adicion de 1
mM de butirato de sodio (Sigma-Aldrich. Munich, Alemania) al medio de cultivo 21.

[0145] Para purificar la proteina recombinante expresada citopldsmicamente, las células productoras se
lisaron con buffer que contiene 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 1% de Triton X-100
suplementado con céctel inhibidor de proteasa (Roche, Mannheim, Alemania) y la proteina recombinantes
etiquetada FLAG fue purificada bajo condiciones nativas usando M2-agarosa segun las instrucciones de los
fabricantes (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania). La pureza de la preparacion de proteina se determind por
tincion con coomassie de geles poliacrilamida. Los péptidos sintéticos derivados de la secuencia Asp f16
fueron amablemente proporcionados por Prof. Dr. Stefan Stevanovic’ (Universidad de Tuebingen,
Alemania).

Generacion de lineas celulares Ty clones de células T especificos de antigenos

[0146] Se obtuvo sangre de donantes sanos HLA-DRB1*-tipificada tras consentimiento. Se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) por centrifugacion en solucion de Separacién Biocoll
(Biochrom, Berlin, Alemania) y se usaron tras la preparacion o se crioconservaron para posterior uso. Las
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células fueron cultivadas en RPMI 1640 con L-Glutamina (invitrogen, Karlsruhe, Alemania), suplementadas
con 10% suero humano agrupado inactivado por calor y 100 U/ml de Penicilina-Estreptomicina(lnvitrogen,
Karlsruhe, Alemania).

[0147] Lineas celulares T especificas de antigenos fueron generadas por incubacién de 1x10° PBMC entero
por pocillo en placas de cultivo celular de 6 pocillos con 5ug/ml de proteina recombinante o o 1ug/ml de
antigeno péptido durante 7 dias. Los cultivos de linfocitos fueron suplementados con 5 U/ml de IL-2
(Proleukin, Chiron, Ratingen, Alemania) cada dos dias y el medio de cultivo respuesto cuando fue
necesario.

[0148] Para la generacion de clones de células T especificas de antigenos, se estimularon PBMC
repetidamente con 1ug/ml de péptido FHT una vez por semana durante 4 semanas. A continuacion los
clones de células T se generaron por dilucion limitativa en placas de 96 pocillos y se expandieron usando el
protocolo de expansién rapida como descrito por Beck et al**. Un clon de célula CD4" especifica de CMV 65
usado en los experimentos de control fue generado en consecuencia limitando la diluciéon de células T
estimuladas con antigeno péptido pp65 (amablemente proporcionado por Jan Diekmann).

Transduccion retroviral de linfocitos B para la presentacién de antigeno endégenamente sintetizado

[0149] EI gen aspfl6 y un gen de fusion li-aspflé que codifica N terminalmente para los primeros 80
aminoacidos de expansion de membrana de la cadena invariante (li) fueron clonados en el vector retroviral
pPLZNGFR-PGK (amablemente proporcionado por Stanley Riddell, Fred Hutchinson Cancer Research
Center, Seattle, WA) permitiendo el aislamiento de células establemente transducidas por expresion de una
forma truncada del receptor de factor de crecimiento nervioso como descrito previamentezz’zs. El virus
infeccioso usado para la transduccion de células primarias B se produjo usando la linea celular de envase
retroviral phoenix GALV?.

[0150] Células B activadas con CD40L fueron generadas y transducidas retroviralmente como descrito
previamente®. Brevemente, fueron cultivadas PBMC enteras sobre células 3T3 NIH transfectadas con
CD40L humanas irradiadas con gamma en medio IMDM (Lonza GmbH, Wuppertal, Alemania)
suplementadas con 10% de suero humano agrupado, inactivado por calor, 4 ng/ml de IL- 4 (R&D systems,
Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania) y 0.7 pg/ml de ciclosporina A (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania). Las
células expansivas fueron transferidas sobre células alimentadoras recién preparadas cada 3-4 dias. Se
realizé transduccion retroviral 7 dias tras la iniciacion del cultivo en la presencia de 8 pug/ml de polibreno
(Sigma- Aldrich, Munich, Alemania) facilitado por infeccion repartida. Células B establemente transducidas
fueron aisladas 7 dias tras la transduccion en base a la expresion de NGFR usando técnicas magnéticas de
separacion de células (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Alemania). Fueron usadas células B
transducidas activadas con CD40L en una proporcion de 1:10 para reestimulacién de lineas celulares
autélogas especificas de Aspfl6 generadas por estimulacion con proteina recombinante.

Restimulacion de Células T especificas de antigeno con proteina, péptido o células B transducidas y
ELISA IFN-y

[0151] Se aislaron monocitos autélogos de PBMC enteras permitiendo que las células se adhieran a platos
de cultivo de tejido durante 2 horas y posterior se realizd lavado extensivo para eliminar las células no
adherentes. Para la presentacion de antigeno de proteina, se cultivaron monocitos durante la noche en
presencia de 5 pg/ml de proteina recombinante y se recolectaron por abrasion mecanica al dia siguiente.
Para presentacion del antigeno péptido, se incubaron monocitos durante la noche sin antigeno y se
recolectaron y pulsaron células con 1 pug/ml de antigeno péptido durante 1 hora. Se usaron células B
autélogas transducidas como células que presentan antigeno (APC) tras cultivo repetido sobre células
alimentadoras transfectadas con CD40L humanas irradiadas con gamma.

[0152] Clones o lineas celulares T especificas de Aspergillus fueron reestimulados con monocitos pulsados
con proteina o péptido o células B activadas con CD40L transducidas en una proporcion de 5:1 o 10:1,
respectivamente, durante 24 horas y se realizé ELISA sandwich con sobrenadante de cultivo usando
anticuerpos anti-IFN-y (Endogen, Perbio Science, Bonn, Alemania) segun protocolos estandar. En algunos
experimentos se preincubaron APC con bien 25 ug/ml de anticuerpo de control o anticuerpo de bloqueo
MHC Clase Il (No. 555556. BD Biosciences, Heidelberg, Alemania) durante 1 hora antes de la adicién de las
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células T. El anticuerpo siguié presente durante las 24 horas de coincubacion de las células T con APC.

Re-estimulacion de clones de células T especificas de antigeno con hongos matados con etanol o
Vivos

[0153] Se generaron células dendriticas (CD) de monocitos por adicion de 500 U/ml de GM-CSF
(PromoCell, Heidelberg, Alemania) y 700 U/ml de IL-4 (R&D systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania) al
medio de cultivo. Se incubaron células dendriticas inmaduras durante 24h con bien conidios vivos de A.
fumigatus o C. albicans u hongos matados por tratamiento con etanol O, 4, 8 0 12 horas después de la
germinacion y posteriormente se coincubaron con clones de células T especificas de Aspergillus durante 24
horas adicionales. Células dendriticas usadas para la presentacion de proteina o antigeno péptido fueron
inducidas a madurar por adicién de 25 ng/ml de TNF-a, 5 ng/ml de IL-1B, 10 ng/ml de IL-6 (all R&D systems,
Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania) y 1 pg /ml de PGE, (Pharmacia, Ratingen, Alemania) antes del pulsado
de antigeno y coincubacion con células T especificas de antigeno. En un experimento las células la células
dendriticas que presentan antigeno alimentadas con conidios vivos de Aspergillus fueron incubadas con
bien 25 pg /ml de anticuerpo de control o anticuerpo de bloqueo MHC clase Il (No 555556, BD Biosciences,
Heidelberg, Alemania) durante 1 hora antes de la adicion de células T. El anticuerpo ambién se mantuvo
presente durante las 24 horas de coincubacion de las células T con CD que presenta antigeno. El
sobrenadante de cultivo recolectado tras 24 horas fue usado para determinar la activacion de célula T por
IFN-y ELISA y para determinar la /matanza fangica por monocitos usando ensayos de confrontacion.

Cuantificacion de la matanza fungica por monocitos

[0154] EI sacrificio de conidios de A. fumigatus por monocitos fue cuantificado usando ensayos de
confrontacion. Se coincubaron conidios con monocitos con una multiplicidad de infeccién de 1 durante 1, 2y
3 horas. Se habian preincubado los monocitos con sobrenadante de células T sin estimular o estimuladas o
medio durante 30 min antes del experimento. Los controles fueron puestos a las 0 horas. Cada
configuracion experimental fue determinada por cuadruplicado. En el momento apropiado las células T
fueron lisadas afadiendo 2 ml de H,O helada. 50 pg de esta suspension se afiadieron a 250 ug de solucién
salina tamponada con fosfato y 90 pg de esta dilucidn se puso en placa sobre agar Sabouraud. Se
cuantificaron colonias tras la incubacion a 37°C durante la noche. Fueron realizadas al menos tres
replicaciones independientes con células de distintos donantes para cada experimento.

Resultados
Identificacion de una respuesa de memoria especifica de proteina a Aspergillus fumigatus

[0155] Se ha demostrado que las respuestas de memoria de célula T polarizada a Tyl especifica para
Aspergillus fumigatus pueden ser detectadas en células de sangre periférica de individuos sanos por
estimulacién con extracto de proteina derivada de Aspergillus“. Antigenos candidatos potenciales con
propiedades inmongénicas en esta preparacién incluyen Asp f1, que ha mostrado ser capaz de provocar
respuestas T2 en pacientes que sufren de enfermedad de hipersensibilidad pulmonar®>?® y Asp 16, que ha
mostrado estimular respuestas CD4" asi como CD8" en cultivos de células de sangre de individuos
sanos®"?®. Se produjeron proteinas Asp f1 y Asp f16 recombinantes en un sistema de expresién eucariota y
se purificaron por métodos estandar por medio de FLAG-Tags introducidas. Elegimos especificamente un
sistema de expresion de mamiferos para sortear la estimulaciéon de células T no especificas por endotoxina
derivada de bacterias. A fin de expresar la ribotoxina Asp f1 eficazmente, mutamos el codon que codifica
para el residuo de histidina en la posicion 136 inmplicado en actividad catalitica (Asp f1-H136L, descrito por
Yang y Kenealy™ y Kao et al'®), que casi aboli6 la citotoxicidad en la linea celular productora.

[0156] PBMC de 4 donantes sanos distintos fueron estimuladas durante 7 dias con proteina recombinante
purificada Asp f1- H136L o Asp f16. Las lineas celulares T generadas se volvieron a exponer durante 24
horas a ambas proteinas y la cantidad de IFN-y segregado se cuantficé en el sobrenadante por IFN-y
ELISA. La cantidad de IFN-y fue comparada con PMBC autélogas recientes. Niveles de citoquina de al
menos 50 pg/ml y/o un aumento de mas de 5 veces IFN-y en cultivos reestimulados en comparacion con
niveles de fondo de citoquinas en cultivos no estimulados se definié como respuesta significativa especifica
de antigeno. Como se muestra en la Figura 1A todos los donantes ensayados mostraron niveles
significativos de IFN-y tras una semana de estimulaciéon con proteina Asp f16 recombinante, mientras que
solamente uno de 4 donantes respondié fuertemente a la proteina recombinante Asp f1-H136L, los otros 3
donantes mostraron solamente respuestas marginales (Figura 1B). Como Asp f1 provoc6 solamente una
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respuesta en donantes seleccionados, concentramos nuestros esfuerzos en caracterizar la interaccién entre
la inmunidad innata y adaptativa respecto a la respuesta inmunodominante a Asp f16.

[0157] Para verificar si la produccidon observada de IFN-y es especifica de antigeno y no debida a
contaminacion de nuestra preparacién de proteina, se cloné aspfl6 ADNc en el vector retroviral pLZNGFR-
PGK. Para aumentar la presentacion de antigenos por la via de MHC clase Il el segmento de genes que
codifica la parte terminal N de membrana expandida de la cadena invariante (li) se fusioné con aspf16 ADNc
y el gen de fusion li-aspfl6 se clon6 en el mismo vector retroviral. Células B autélogas activadas con CD40L
de donantes seleccionados fueron transducidas con sobrenadantes que contienen viriones codificando bien
para la proteina Asp f16 citoplasmicamente expresada o la proteina de fusién que es canalizada en la via de
presentacion de MHC clase Il. Células B transducidas fueron seleccionadas en base a la expresién de
NGFR y usadas como re-estimuladoras de lineas celulares T especificas de Asp f16 generadas por
estimulacidon con proteina recombinante. Como se muestra en la Figura 1C, solamente células B autélogas
transducidas con el gen de fusién li-aspfl6 indujeron una produccion significativa de IFN-y en lineas
celulares especificas de Asp f16, mientras que tanto células B no transducidas como células B modificadas
para expresar Asp fl16 demostraron citopldsmicamente una produccién no significativa de IFN-y en
comparaciéon con PBMC autélogas recientes.

[0158] Para tratar la cuestion de si la respuesta de células T observada es mediada por células T CD4" o
CD8", se afiadi6 un anticuerpo que neutraliza MHC clase Il. Como se muestra en la Figura 1D la produccién
de IFN-y desencadenada por Asp f16 podria quedar sin efecto en presencia del anticuerpo bloqueante,
mientras que un anticuerpo de control no tenia influencia significativa sobre la produccién de citoquina
desencadenada por Asp f16. Ademas, el co-cultivo de células B autdlogas retroviralmente transducidas que
presentan antigeno Asp 16 sintetizado endégenamente con subconjuntos de linfocitos T CD4" o CD8"
preseleccionados inducia solamente produccion de IFN-y muy limitada en la fraccion CD8", mientras que
células CD4" mostraron fuerte activacion de células de memoria especificas de Aspergillus- (datos no
mostrados).

Identificacion de un epitopo inmunogénico de la proteina Asp f16

[0159] A fin de definir un epitopo comun de MHC clase Il de la proteina Asp 16, se sometieron a un analisis
donantes de linfocitos para la expresiéon del alelo mas abundante de MHC clase || HLA-DRB1*04 y lineas
celulares T especificas de Asp f16 fueron generadas como se describe. Los péptidos fueron disefiados en
base al algoritmo de predicciéon de epitopo SYFPEITHI 29 y sintetizados para mas de 80% de pureza.
Lineas celulares T especificas de Asp f16 de HLA-DRB1*04 en 3 donantes sanos positivos se expusieron a
monocitos autélogos pulsados con péptido como se describe en la Figura 2A. La re-estimulacion de lineas
celulares T de todos los donantes mostré una produccién abundante de IFN-y en respuesta al péptido FHT,
lo que sugiere que este epitopo es altamente inmunogénico (Figura 2B). Se vieron respuestas menores con
el péptido AST Unicamente en 2 de cada 3 donantes y una respuesta minima a los 3 péptidos restantes
VKS, GAE y EVD (Figura 2B). Para confirmar estos resultados se realiz6 una serie de experimentos
cruzados, donde PBMC de donantes positivos de HLA-DRB1*04 fueron estimulados durante una semana
con el péptido FHT o la proteina recombinante Asp f16. Todos los cultivos de células T fueron después
expuestos tanto al péptido como a la proteina recombinante durante 24 horas y se cuantificé la produccion
de IFN-y. De nuevo, la produccion de citoquina especifica pudo ser detectada independientemente de si las
lienas de células T eran generadas con péptido o antigeno de proteina (Figura 2C). En general se vieron
mayores niveles de citoquina con cultivos estimulados inicialmente con péptido que con t proteina
recombinante.

Clones de célula T especificos de epitopo Asp f16 reconocen su antigeno objetivo en células
dendriticas incubadas con A. fumigatus vivos

[0160] Los resultados previos hasta ahora demostraron que todos los individuos sanos poseen células Tyl
de memoria CD4" especificas de Asp f16 y que donantes HLA-DRB1*04 - positivos en general presentan
respuestas sustanciales al péptido FHT de Asp f16. Como los hongos patdgenos, en comparacion con
patégenos virales o bacterianos, son organismos altamente complejos con propiedades antigénicas
complejas y multiples, es también de interés determinar si el antigeno especifico investigado es eficazmente
procesado y presentato por APC pulsado con hongo para estimular la activacion de células T. Para
investigar si células T especificas de epitopo de A. fumigatus pueden ser especificamente activadas por
hongos vivos, fueron establecidos clones de célula T CD4" especificos de FHT por dilucién limitativa,
expandidos y reestimulados con células dendriticas autélogas co-incubadas con bien Aspergillus fumigatus
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vital, Candida albicans vital o con el péptido FHT. Como se muestra en la Figura 3A clones de célula T CD"
especificos de FHT produjeron grandes cantidades de IFN-y en respuesta a CD alimentadas con conidios
de Aspergillus vivos o péptido sintético, mientras que CD alimentadas con Candida vivos no lograron inducir
produccién significativa de IFN-y en células T CD4" especificas de FHT. En un segundo juego de
experimentos, tratamos la cuestion de si las células dendriticas expuestas a Aspergillus vivos podrian
activar células T no especificamente. Para responder esta pregunta un clon de célula T CD4" especifico de
CMVpes5 Se co-cultivd con CD aut6loga con conidios de Aspergillus vivos. Como se muestra en la Figura 3B
pudieron detectarse niveles considerablemente inferiores de IFN-y en cultivos de clones de células T con
especificidad no relacionada en comparacién de clones de células T CD+ especificos de FHT que
mostraron fuerte produccién de citoquinas. Ademas, la secrecién delFN-y por el clon de célula T CD4+
disminuia enormemente si las células dendriticas que presentan antigeno estaban pre-tratadas con
anticuerpos bloqueantes MHC clase Il, como seria esperado (Figura 3C).

[0161] Cuando Aspergillus fumigatus entra en su huésped en forma de conidios por via aérea y comienza la
infeccion invasiva por iniciacion de germinacion y brote hifal, investigamos si células T CD4+ especificas de
FHT pueden ser activadas bien por conidios, conidios germinantes o hifas.

[0162] Diferentes etapas de crecimiento de A. fumigatus fueron sacrificadas con etanol en momentos
definidos, alimentadas a CD autdélogas y afiadidas Células T CD4+ especificas de FHT. Como se ilustra en
la Figura 4 unicamente se detectd produccién de citoquinas marginales en cultivos cuando se usaron
conidios de Aspergillus sacrificados con etanol como antigeno. Cantidades crecientes de citoquina pudieron
ser detectadas en un modo dependiente del tiempo en sobrenadantes recogidos de cultivos en los que se
permitid6 que A. fumigatus germinara y creciera antes de ser sacrificada con etanol. En conclusion, las
células T CD4+ especificas de FHT son especificamente activadas germinando conidios e hifas de A.
fumigatus, mientras que conidios en reposo tienen solamente capacidad estimulatoria y otros patégenos
fungicos como C. Albicans no lograron inducir la activacion.

Clones de célula T especificas de Asp f16 activadas aumentan el sacrificio fingico por monocitos

[0163] Para aclarar si los clones de célula T especificos de Asp f16 son en realidad capaces de mejorar la
funcion efectora de células efectoras innatas, monocitos preincubados con sobrenadantes tomados de
cultivos de células T activados con células dendriticas pulsadas con péptido FHT o pulsadas con hongos
fueron coincubados con conidios de A. fumigatus vital. Tras 3 horas de incubacion los monocitos fueron
lisados y el lisado puesto en placa sobre agar Sabouraud para determinar el nimero de conidios viable que
sobreviven dentro de los fagocitos (Figura 5). Mientras que el sobrenadante de control tomado de cultivos
de células T co-incubadas con CD sin pulsar tenian apenas efecto en la capacidad de sacrificio de
monocitos, el sobrenadante tomado de células T activadas con APC pulsadas con péptido FHT o pulsadas
con hongos era capaz de reducir significativamente la supervivencia fungica tras fagocitosis por monocitos,
indicando que factores segregados por los clones de células T activados poseen el potencial para mejorar
los mecanismos antifingicos de monocitos.

Discusion

[0164] En este trabajo hemos mostrado que todos los donantes sanos ensayados poseen células de
memoria especificas para la proteina Asp f16 de A. fumigatus protein, mientras que la Asp f1 recombinante
induce respuestas distintas de células T Unicamente en donantes seleccionados. Las respuestas
observadas estuvieron mediadas por células de memoria especificas de antigeno del tipo de célula
auxiliadora Ty1 CD4" que responden con segregacion de IFN-y al activarse. Condiciones dque desvian las
respuestas de célula T CD4" Tyl fueron elegidas especificamente ya que se ha mostrado en el pasado que
individuos sanos en comparacién con individuos afectados muestran respuestas funcionales Tyl a A.
fumigatusl‘r”l7 y solamente respuestas Tyl son protectoras contra la infeccion de Aspergillus en
ratones”™*>. Ademas la transferencia adoptiva de células funcionales Tyl es capaz de controlar la
mortalidad relacionada con Aspergillus en receptores de transplante en modelo de ratones'” asi como un
estudio humano®, mientras que las respuestas T2 son a menudo perjudiciales para el resultado de la
enfermedad invasiva®'*°. Ademas, las respuestas de células T especificas de Aspergillus desviadas por
Ty2 estan asociadas con manifestaciones atépicas que incluyen aspergillosis broncopulmonar alérgica
(ABPA)25'31 asi como el inicio tardio de Aspergillosis pulmonar en pacientes tras SCT alogénico.

[0165] La activacion de células CD8" podria no detectarse al estimular bien con proteina o antigeno de
péptido, lo que puede deberse a la relativa ineficiencia de presentacion cruzada como se indica por otros
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grupos?’z’ss. Para tratar la aparente ausencia de respuestas de memoria CD8" méas especificamente,

establecimos APC artificiales modificando genéticamente células B aut6logas para presentar el antigeno
Asp f16 yaque este sistema artificial en general es muy potente en la estimulacién de respuestas de célula
T CD8" “°. A pesar de este enfoque para aumentar la estimulacion de celulas T mediada por MHC clase |
pudimos detectar Gnicamente muy limitadas respuestas de memoria CD8" para Asp f16. Por el contrario,
usando las mismas APC modificadas para expresar un constructo de fusién de Il-Asp f16 dirigido a MHC
clase Il las respuestas de memoria CD4" fueron répidamente detectadas, confirmando las condiciones
apropiadas de estimulacién en nuestros cultivos.

[0166] El hecho de que la reexposicion con Asp f16, pero no Asp f1 indujo respuestas de memoria Tyl en la
mayoria de donantes ensayados estan de acuerdo con datos previos que asocian el antigeno Asp f16
principalmente con respuestas Tyl, mientras que el antigeno Asp fl se conecta principalmente con
respuestas Ty2 y enfermedad atdpica. El desafio con el antigeno Asp f16 junto con deOX|oI|gonucIeot|dos
CpG como adyuvante por ejemplo induce una respuesta inmune protectora T,1 en ratones®. La estimulacién
de células de sangre periférica humana con Asp f16 por otro lado, ha mostrado que induce proliferacion y
activacion de células de memoria de distintos subtipos de Imfomtos T, dependiendo de si la sangre fue
tomada de individuos o pacientes sanos padeciendo ABPA?"3 E| antigeno Asp f1 de Aspergillus por el
contrario, se ha descrito hasta ahora solamente en conexidn con respuestas inmunes alérgicas sesgadas
por T2 en ratones y humanos®>?®*, luego no es sorprendente que respuestas Tyl a este antigeno se
observaran ocasionalmente en los individuos sanos investigados en este estudio.

[0167] Fuimos ademas capaces de determinar un epitopo de la proteina Asp f16 restringido por HLA-
DRB1*04 altamente inmunogénico, que reproduciblemente provocaba la produccién de IFN-y especifico de
antigeno en todos los donantes HLA-DRB1*04-positivos positivamente ensayados para respuestas a la
proteina recombinante. Ramadan et al ya han descrito previamente la proliferacion y activacion de linfocitos
de sangre gerlférica de donantes sanos en respuesta al desafio con proteina Asp f16 y péptidos
sintéticos®"?*; sin embargo, las células respondientes resultaron ser CD8" citoliticas asi como linfocitos
CD4" y la contribucion de esas células citotoxicas a la defensa del huésped contra A. fumigatus no ha sido
claramente establecida hasta la fecha. Aunque las células T activadas CD4" y CD8" asi como las células
NK han demostrado ciertamente actividad antlfunglca dlrecta contra Cryptococcus neoformans y Candida
albicans dependiendo del contacto intimo célula-célula™* 2.3 os receptores y ligandos cognados implicados
en el reconocimiento y el mecanismo exacto de accién S|guen ampliamente indefinidos. Ademas, los
linfocitos T citotdéxicos obviamente juegan més bien un papel de apoyo en el control real de A. Fumigatus in
vivo, como %uede verse en ratones selectivamente empobrecidos en la funcion neutréfila por tratamiento de
anticuerpos™'. Aunque los animales tratados estén exclusivamente comprometido en la funcién neutréfila y
todavia posean un repertorio de célula T funcional, rapidamente sucumben a la infeccion con dosis
subletales de A. fumigatus, mientras que animales de tipo salvaje sin tratar son capaces de vencer la
infeccion. Esta observacion acentla claramente el papel fundamental de las células efectoras innatas en la
erradicacion de infecciones flingicas que puede ser enormemente mejorado pero no hacerse redundante
por linfocitos T especificos de antigeno.

[0168] También hemos demostrado que los clones generados de células T Tyl CD4+ especificas de Asp
f16 son especifica y exclusivamente activados por APC que presentan antigeno Asp f16 derivado de
Aspergillus bien en forma de péptido sintético, proteina purificada u hongo viable y no tienen reaccion
cruzada con APC pulsadas con C. albicans o proteina Asp fl purificada. También es de gran interés la
observacién de que un clon de célula T Tyl CD4+ con especificad no relacionada respondia Gnicamente
con la secrecion de citoquinas comparativamente débil por contacto con CD expuestas a A. fumigatus vivo,
indicando que el efecto estimulante observado no es atribuible a activacion inespecifica de células T debido
al medio proinflamatorio generado por células dendriticas tras exposicién al hongo vivo. Otro hecho que
refuerza la especificidad de antigeno de la respuesta es que la activacion de linfocitos T es MHC-restringida,
ya que el pretratamiento de células que presentan antigeno con anticuerpo bloqueante MHC clase |l dafia
fuertemente la produccion de IFN-y.

[0169] Un importante factor adicional relacionado con la inmunidad a A. fumigatus es el cambio fenotipico
de con|d|os a hifas durante la germinacion, que puede ayudar al patégeno a evadir la defensa del
huesped El cambio de un morfotipo a otro estd acompafiado por pérdida o cambio de sefiales especmcas
de patégeno que son importante para la activacion y educacion de las células que presentan antlgeno asi
como la determinacion de la disponibilidad de antigenos fungicos durante distintas fases de crecimiento del
patégeno. Los clones de célula T especifica de péptido FHT Asp f16 de A. fumigatus fueron capaces de
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reconocer su antigeno objetivo con alta especificidad y sensibilidad en células dendriticas que presentan
antigeno de conidios germinantes fagocitados o hifas sobrecrecidas, mientras que solo se detectaron
respuestas marginales tras la fagocitosis de conidios en reposo, sugiriendo que la expresion de proteina del
antigeno Asp f16 aumenta fuertmente durante la germinacion.

[0170] Ademas, sobrenadantes tomados de cultivos de células T co-incubadas con células dendriticas
pulsadas con hongos eran capaces de mejorar enormemente la actividad antifingica de monocitos, uno de
los brazos efectores de la inmunidad innata contra la infeccion de Aspergillus. El efecto estimulante ejercido
por células activadas Thl especificas de antigeno esta probablemente basado en IFN-y segregado y
factores estimulantes de colonias como G-CSF y GM-CSF, todos los cuales han demostrado extensamente
que mejoran los mecanismos efectores antifingicos de fagocitos y granulocitos®***. También se ha
mostrado que IFN-y junto con G-CSF es incluso capaz de evitar la supresion inducida por corticosteroides
de monocitos y la funcion neutréfila in vitro®**, un efecto que podria potencialmente también contribuir a
eliminar Aspergillosis invasiva en receptores de transplante inmunosuprimidos. Esta hipotesis se fortalece
por experimentos con ratones que muestran que los animales vacunados estdn protegidos contra la
infeccion letal posterior con A. fumigatus, incluso cuando los ratones son reexpuestos durante el tratamiento
con corticosteroides*. Un diagrama que ilustra la interaccién propuesta entre inmunidad adaptativa e innata
en el control de la infeccién de A. fumigatus se muestra en la Figura 6.

[0171] Con la posibilidad cada vez mas exitosa de la inmunoterapia en la prevencion y tratamiento de
infecciones virales* creemos que la inmunoterapia adoptiva dirigida a A. fumigatus sera igualmente
prometedora. La primera percepcién de la potencial aplicacion en el tratamiento de Aspergillosis invasiva en
receptores de transplantes se obtuvo ya por Perruccio et al'®, mostrando gue la transferencia adoptiva de
clones de células T CD4+ especificas de Aspergillus generados por estimulaciéon con conidios sacrificados
con calor se asoci6 con control de antigenemia de Aspergillus y mortalidad relacionada con la infeccién en
los receptores. La terapia de célula T adoptiva puede ser beneficiosa en pacientes con evidencia de
enfermedad invasiva, como se hizo en el estudio mencionado, o como terapia preventiva o profilactica en
receptores de transplante asintomaticos. Una consideracion que favorece la terapia preventiva temprana
podria ser el riesgo de activacion incontenible de célula T y una liberacién excesiva de citoquinas resultante
induciendo potencialmente dafio tsular masivo si la transferencia adoptiva se realiza en pacientes con
crecimiento flngico establecido ampliamente extendido. Por otro lado, la terapia preventiva de células T
depende grandemente de la calidad de los ensayos disponibles de deteccién para la diagnosis de infeccion
subclinica de Aspergillus. Esta cuestion es especialmente de interés ya que la diagnosis temprana de
Aspergillosis invasiva contindia siendo dificil, a pesar de la disponibilidad de ensayos relativamente sensibles
gue detectan galactomanan flingico en suero y métodos de deteccion basados en la reaccion de cadena de
polimerasa o B-glucano®. Como una alternativa a la transferencia adoptiva de linfocitos T, otra estrategia es
la vacunacién con células dendriticas que presentan antigenos derivados de Aspergillus. Este enfoque
puede usarse bien para impulsar la inmunidad en el donante de célula madre antes de la recogida de célula
madre, o alternativamente, en el paciente después de transplante alogénico *'.

[0172] Estos datos juntos demuestran por primera vez la caracterizacion de un antigeno inmunodominante
derivado de Aspergillus y la definicion de un epitopo especifico para un alelo abundante MHC clase II.
Ademas, células Tyl CD4+ especificas para este antigeno pueden ser activadas facilmente por CD después
de la absorcién de Aspergillus vivo, que a su vez son capaces de condicionar célula efectoras innatas para
mejorar el control del hongo. Estos resultados proporcionan enfoques inmunoterapéuticos para prevencion y
tratamiento de Aspergillosis invasiva en receptores HSCT alogénicos, y otros grupos de pacientes.

Ejemplo 2: Reconstitucion Inmune contra Aspergillus fumigatus en pacientes después de HSCT
alogénico usando células T especificas de Asperqillus seleccionadas del donante que usa el Péptido
FHT

[0173] Este Ejemplo se basa en el tratamiento de pacientes después de HSCT alogénico. En esta
aplicacién, el donante que ha proporcionado las células madre hematopoyéticas para el transplante es
positivo para HLA DRB1*04.

[0174] EI péptido es sintetizado en un sintetizador de Applied Biosystems, ABI 431A (Foster City, CA,
EEUU) y posteriormente purificado por HPLC.

[0175] Se obtiene sangre de un donante HLA-DRB1*-tipado después de consentimiento informado. Las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) del donante son aisladas por medio de centrifugacion
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en Solucién de Separacion Biocoll (Biochrom, Berlin, Alemania) y usadas directamente tras la preparacion o
crioconservadas para su posterior uso. Las células son cultivadas en RPMI 1640 con L-Glutamina
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), suplementadas con 10% de suero humano agrupado inactivado por calor
y 100 U/ml de Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania).

[0176] Lineas de células T especificas de antigeno se generan por incubacién de 1x10’ PBMCs enteras por
pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos con 1 pug/ml de antigeno de péptido FHT durante 7 dias. Los
cultivos de linfocitos fueron suplementados con 5 U/ml de IL-2 (Proleukin, Chiron, Ratingen, Alemania) cada
dos dias y el medio de cultivo se repuso cuando fue necesario. Despuési, las PBMCs fueron estimuladas
repetidamente con 1 ug/ml de péptido FHT una vez semanalmente durante 4 semanas. Posteriormente los
clones de células T fueron generados por dilucién limitativa en placas de 96 pocillos y expandidos usando el
protocolo de expansion rapida como descrito por Beck et al*.

[0177] Después del control de calidad y ensayos de potencia para determinar la pureza y capacidad
funcional de los clones de célula T para mejorar la respuesta inmune innata contra Aspergillus fumigatus
(descrito antes en el Ejemplo 1), las células son infusionadas en los pacientes despues de HSCT alogénico
a una dosis de 10" células T especificas de Aspergillus por kg de peso del paciente.

[0178] Después de la infusion, las células T especificas de Aspergillus reconoceran el péptido FHT
presentado por las célula que presentan antigeno presentes en el paciente. Las células T especificas de
Aspergillus segregan citoquinas y otros mediadores solubles de la respuesta inmune humana que activan y
reclutan neutréfilos, macréfagos, y otras células del sistema inmune innato para montar una respuesta
inmune a través de funciones efectoras innatas contra el patégeno Aspergillus.

Ejemplo 3: Restriccion del péptido FHT

Lineas celulares expandidas usando el péptido FHT contienen células T que se unen
especificamente al péptido FHT en el contexto de DRB1*0401

[0179] PBMC de 3 donantes distintos se expandieron con el péptido FHT durante 14 o 21 dias (IVS —
estimulacién In vitro). Dos de los donantes eran DRB1*0401 positivo y uno era DRB1*0408 positivo. Las
expansiones especificas de FHT de células T pudieron detectarse usando el péptido FHT unido a un
multimero de DRB1*0401 mostrando que las células T especificas para FHT pueden ser detectadas por
tincion de multimero DRB1*0401/FHT (ver Figura 7).

Clones de célula T producen significativamente mas IFNg en respuesta a re-estimulacién con LCL
restringido en HLA con péptido cargado que a péptido solo probando la restriccion de HLA
DRB1*0401/0408 del péptido FHT

[0180] Usando dilucién limitativa, se generaron clones individuales de célula T. Después de la expansion,
los clones bien se dejaban sin estimular, estimulados conpPéptido FHT o estimulados con LCL restringido
en HLA con péptido cargado que a péptido solo probando la restriccion de HLA DRB1*0401/0408 del
péptido FHT. La produccién de IFNg fue medida luego en un ELISA estandar. En todos excepto uno de los
clones, presentar el péptido FHT en el contexto de HLA-DRB1*04 increment6 enormemente la produccion
especifica de citoquina comparada con el péptido solo indicando que FHT especificamente se une a
HLADRB1*04 y la combinacion de FHT y HLA-DRB1*04 puede unirse y activar funcionalmente las células T
especificas de Aspergilus (ver Figura 8).
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido de menos de 5000 de peso molecular que comprende la secuencia aminoacida
FHTYTIDWTKDAVTW donde el péptido es capaz de unirse a HLA-DRB1*04 y donde cuando esta unido a
HLADRB1*04 el HLA-DRB1*04 unido al péptido es capaz de identificar células T especificas para
Aspergillus fumigatus.

2. Un péptido segun la Reivindicacién 1 donde el péptido incluyen uniones no peptidicas.

3. Un polipéptido que es una fusion del péptido de la Reivindicacion 1 y otro péptido, donde el otro péptido
es una cadena invariante de una molécula HLA y donde el péptido de las Reivindicaciones 1 o 2 es capaz
de ocupar la ranura de union del péptido de la molécula HLA.

4. Un complejo que comprende una molécula HLA-DRB1*04 de Clase Il unida a un péptido, donde el
péptido es un péptido de menos de 5000 de peso molecular que comprende la secuencia aminoacida
FHTYTIDWTKDAVTW o una porcion de al menos 11 aminoacidos de la secuencia aminoacida dada, o una
variante de la secuencia aminoacida dada donde las cadenas laterales de uno o dos o tres residuos
aminoacidos estan alteradas, donde el péptido que comprende la porcidn, o variante, es capaz de unirse a
HLA-DRB1*04, y donde cuando esta unido a HLA-DRB1*04 el HLA-DRB1*04 unido al péptido es capaz de
identificar células T especificas para Aspergillus fumigatus

5. Un complejo segun la Reivindicacion 4 que es un complejo soluble.

6. Uso in vitro de un complejo segun las Reivindicaciones 4 o 5 para aislar una célula T especifica de
Aspergillus, o para identificar una célula T especifica de Aspergillus en una muestra.

7. Un método para seleccionar células T especificas de Aspergillus, el método comprendiendo contactar
una poblacion de células T con un péptido presentado en una molécula HLADRB1* 04 Clase Il in vitro,
donde el péptido es un péptido como se define en la Reivindicacion 4.

8. Un método segun la Reivindicacion 7 donde la molécula HLA Clase Il esta presente en la superficie de
una célula que presenta antigeno.

9. Un complejo segun la Reivindicacion 4 o un método segin la Reivindicacién 7 u 8 donde la molécula HLA
Clase Il es una molécula HLA Clase Il soluble sintética.

10. Un método segun cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 9 donde la célula T especifica de Aspergillus
seleccionada es aislada.

11. Células T especificas de Aspergillus que son capaces de reconocer el péptido presentado por HLA-
DRB1*04 como se define en la Reivindicacion 4.

12. Un receptor de célula T (TCR) que detecta infeccién de Aspergillus, el TCR siendocobtenible de las
células T especificas de Aspergillus de la Reivindicacién 11, donde el TCR, reconoce moléculas MHC Clase
Il humanas expresadas en la superficie de una célula que presenta antigeno y cargadas con un péptido
como se define en la Reivindicacién 4.

13. Un TCR segun la Reivindicacién 12 que es un TCR de cadena sencilla de tres dominios.

14. Células T especificas de Aspergillus como se definen en la Reivindicacion 11 o células T que
comprenden un polinucledtido que codifica un TCR como se define en la Reivindicacion 12 o una poblacion
de células T que se ha activado usando el péptido como se define en la Reivindicacion 4 para uso en
medicina, por ejemplo para uso en combatir la infeccién de Aspergillus, o para uso en combatir la alergia a
Aspergillus, en un paciente, opcionalmente donde las células T especificas de Aspergillus son aut6logas al
paciente, o las células T son de un donante.

15. Un método para determinar la cantidad de células T especificas de Aspergillus en un individuo el
método comprendiendo contactar una muestra de sangre del individuo con el complejo de la Reivindicacion
4.

16. Un polinucleétido que codifica un péptido como se define en la Reivindicacién 1 o un polipéptido segin
la Reivindicacion 3 o un TCR como se define en la Reivindicacién 12.
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17. Una composicion farmacéutica que comprende un péptido como se define en la Reivindicaciéon 1 o un
polipéptido segun la Reivindicacion 3 o un polinucleétido segun la Reivindicacién 16 o células T especificas
de Aspergillus como se define en la Reivindicacién 11 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Un péptido como se define en la Reivindicacion 1 o un polipéptido segun la Reivindicacién 3 o un
polinucledtido segln la Reivindicacién 16 para uso en medicina, preferiblemente donde el individuo a ser
tratado es un individuo humano que tiene HLA-DRB1*04 Clase Il, por ejemplo para uso para combatir la
infeccion de Aspergillus o para combatir la alergia a Aspergillus.

19. Una vacuna contra infecciébn de Aspergillus que comprende un péptido como se define en la
Reivindicacién 1 o un polipéptido segun la Reivindicacién 3 o un polinucleétido segun la Reivindicacion 16.

20. Una célula que presenta antigeno, tal como una célula dendritica, que estd presentando un péptido
como se define en la Reivindicacién 1 o un polipéptido segun la Reivindicacion 3, preferiblemente donde la
célula que presenta antigeno tiene HLA-DRB1*04 Clase Il.

21. Una célula que presenta antigeno segun la Reivindicacion 20 para uso en medicina, optionalmente
como una vacuna contra infeccion de Aspergillus u optionalmente para uso en combatir infeccion de
Aspergillus en un paciente, preferiblemente donde el paciente is uno que tiene HLA -DRB1*04 Clase II.

22. Un anticuerpo que selectivamente reconoce al péptido FHTYTIDWTKDAVTW cuando se presenta por
HLA-DRB1*04 Clase Il

23. Un anticuerpo segln la Reivindicacion 22 para uso en medicina, tal como para uso en combatir la
infeccion de Aspergillus, preferiblemente donde el receptor es uno que tiene HLA-DRB1*04 Clase II.

24. Un método in vitro de determinar si un individuo estd infectado o no con Aspergillus, el método
comprendiendo determinar si un individuo contiene células T especificas de Aspergillus como se define en
la Reivindicacion 11, preferiblemente donde el individuo es uno que tiene HLA-DRB1*04 Clase II.

25. Un método in vitro para determinar si un individuo estd infectado con Aspergillus, el método
comprendiendo usar un TCR segun la Reivindicacion 12, preferiblemente donde el individuo es uno que
tiene HLA-DRB1*04 Clase Il
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