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DESCRIPCION
Polipéptidos multimeros de HLA-G que incluyen al menos dos dominios alfa3 y usos farmacéuticos de los mismos

La presente invencion se refiere a polipéptidos multimeros y usos farmacéuticos de los mismos. La invencién se refiere
mas especificamente a multimeros que comprenden dominios alfa3 de un antigeno HLA-G. La invencion también se
refiere a procedimientos de produccion de tales multimeros, composiciones farmacéuticas que comprenden los
mismos, ademas de a sus usos para tratar diversas enfermedades que incluyen rechazo de 6rgano/tejido.

Los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) se dividen en tres clases principales, concretamente
los antigenos de clase |, antigenos de clase Il (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR) y antigenos de clase llI.

Los antigenos de clase | comprenden antigenos cléasicos, HLA-A, HLA-B y HLA-C, que presentan 3 dominios
globulares (a1, a2 y a3) asociados a microglobulina beta2, ademas de antigenos no clasicos HLA-E, HLA-F y HLA-G.

HLA-G es una molécula de clase | de HLA no clasica expresada por trofoblastos extravellosos de placenta humana
normal, células epiteliales timicas y coérnea. Los antigenos HLA-G se expresan esencialmente por las células
citotrofoblasticas de la placenta y sirven de agentes inmunomoduladores que protegen el feto del sistema inmunitario
materno (ausencia de rechazo por la madre). Se ha descrito la secuencia del gen HLA-G [1, 2] y comprende 4396
pares de bases. Este gen esta compuesto por 8 exones, 7 intrones y un extremo sin traducir de 3', correspondiente
respectivamente a los siguientes dominios: exén 1: secuencia sefial, exén 2: dominio extracelular alfal, exén 3: dominio
extracelular alfa2, exén 4: dominio extracelular alfa3, exon 5: region transmembrana, exén 6: dominio citoplasmico |,
exén 7: dominio citoplasmico Il (sin traducir), exén 8: dominio citoplasmico Il (sin traducir) y region sin traducir de 3'.

Se han identificado siete isoformas de HLA-G, entre las cuales 4 estan unidas a la membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-
G3 y HLA-G4) y 3 son solubles (HLA-G5, HLA-G6 y HLA-G7) (véase [3] para revisién).

La isoforma de la proteina HLA-G1 madura comprende los tres dominios externos (a1, o2 y a3), la region
transmembrana y el dominio citoplasmico.

La isoforma de la proteina HLA-G2 no comprende el dominio o2, es decir, los dominios al y a3 estan directamente
unidos, seguido del dominio transmembrana y el dominio citoplasmico.

La isoforma de la proteina HLA-G3 carece de tanto los dominios o2 como a3, es decir, comprende el dominio a1
directamente unido al dominio transmembrana y al dominio citoplasmico.

La isoforma de la proteina HLA-G4 carece del dominio a3, es decir, comprende el dominio o, el dominio a2, el
dominio transmembrana y el dominio citoplasmico.

Las isoformas de HLA-G soluble carecen todas de los dominios transmembrana y citoplasmicos. Mas especificamente:

- Laisoforma de la proteina HLA-G5 contiene los dominios a1, o2 y a3, ademas de una secuencia de péptidos
del extremo C adicional de 21 residuos de aminoacidos codificada por el intron 4 (como resultado de la
retencion del intrén 4 después del corte y empalme del transcrito y maduracion de ARN).

- La isoforma de la proteina HLA-G6 se corresponde con HLA-G5 sin a2, es decir, HLA-G6 contiene los
dominios ol y o3, ademas de una secuencia de péptidos del extremo C adicional de 21 residuos de
aminodcidos codificada por el intron 4 (como resultado de la retencion del intron 4 después del corte y
empalme del transcrito y maduracion de ARN).

- Laisoforma de la proteina HLA-G7 contiene solo el dominio alfal, ademas de 2 residuos de aminoacidos del
extremo C adicionales codificados por el intrén (como resultado de la retencién del intron 2 después del corte
y empalme del transcrito y maduracion de ARN).

Todas estas isoformas se han descrito en [4, 5, 6] y la solicitud europea EP 0 677 582.

Estudios previos han mostrado que las proteinas HLA-G pueden inhibir respuestas alégenas tales como la respuesta
de células de linfocitos T proliferativos, citolisis mediada por linfocitos T citotéxicos y citlisis mediada por células NK [7,
8, 9]. Mas estudios recientes también han mostrado que HLA-G puede inducir la diferenciacién de linfocitos T
reguladores, que pueden entonces inhibir respuestas alégenas por si mismos, y se sabe que participan en la tolerancia
de aloinjertos [10, 11]. Debido a esta amplia funcién inhibidora, se ha mostrado que la expresion de HLA-G se
correlaciona con una mejor aceptacion de trasplantes alégenos, si HLA-G se expresa por el injerto o se detecta en el
plasma de pacientes, como molécula soluble [12, 13, 14]. Como resultado, se han propuesto procedimientos basados
en HLA-G para tratar rechazo de injerto en trasplante de 6rgano/tejido alégeno o xendégeno. También se han propuesto
proteinas HLA-G para el tratamiento de canceres (documento EP 1 054 688), trastornos inflamatorios (documento EP 1
189 627) y, mas generalmente, enfermedades inmunorrelacionadas. También se ha propuesto fusionar proteinas HLA-
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G con ligandos especificos con el fin de elegir como diana HLA-G para células o tejidos particulares (documento WO
2007/091078). Debe observarse, sin embargo, que no se han proporcionado resultados o datos experimentales para
mostrar que tales fusiones que eligen diana sean activas.

Se ha mostrado que HLA-G se une a tres receptores principales: ILT2/LILRB1/CD85j, ILT4/LILRB2/CD85d y KIR2DL4.
ILT2 se expresa principalmente por linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos y células dendriticas. ILT4 se
expresa solo por células mieloides, es decir, principalmente monocitos y células dendriticas. KIR2DL4 se expresa
principalmente por células NK deciduales y por un pequeno subconjunto de células NK periféricas. Debido a los
amplios patrones de expresién de sus receptores inhibidores, HLA-G puede ejercer su funcion tolerogénica sobre todos
los efectores de respuestas inmunitarias que son responsables de reacciones de inmunidad antiviral auto-inmunes,
inmunidad antitumoral, enfermedades inflamatorias y rechazo de trasplantes.

KIR2DL4 es un receptor especifico para HLA-G. KIR2DL4 se acopla sobre el dominio alfal de HLA-G, y mas
especificamente sobre los residuos Met’® y GIn”® que son caracteristicos para HLA-G [15]. Se mostré adicionalmente
que estos dos residuos son cruciales para la funcion inhibidora de HLA-G mediante KIR2DL4, y que mutandolos se
previno la inhibicién de la actividad citolitica de células NK que expresan KIR2DL4 por HLA-G in vitro. A pesar de su
especificidad por HLA-G, KIR2DL4 probablemente no desempeia una funcién significativa en la funcién inhibidora de
HLA-G, excepto en el contexto de embarazo, principalmente debido a su expresién que se limita a células NK
deciduales, y debido a que in vitro e in vivo, se mostro que ILT desempefio la funcién clave mediante la interaccién con
el dominio alfa3 de HLA-G. Es posible que el dominio alfal de HLA-G desempefie una funcién directa en la funcion de
HLA-G, mediante KIR2DL4 u otro receptor hasta ahora desconocido, pero las pruebas disponibles hasta la fecha
sefialan una funcién tolerogénica de HLA-G que esta principalmente mediada, si no completamente, por la interaccién
de su dominio alfa3 con moléculas ILT2 y ILT4.

ILT2 e ILT4 no son receptores especificos para HLA-G, y se mostrd que pueden unirse a otras moléculas de clase | de
HLA mediante su dominio alfa3 [16, 17, 18]. Se ha descrito bien la capacidad del dominio de clase | de HLA para unirse
a moléculas ILT. ILT2, en particular, se ha informado que se une “a la mayoria, si no a todas” de las moléculas de clase
| de HLA.

Sin embargo, HLA-G es el ligando de mayor afinidad por ILT2 e ILT4, como se ilustra en la Tabla 1 de Shiroishi y col.
[19].

Asi, ILT2 y ILT4 se unen mas fuertemente a HLA-G que a moléculas de clase | de HLA clasicas (véase [20, 21]).

Esta capacidad de unién a ILT mas fuerte de HLA-G en comparacién con otras moléculas de clase | de HLA se ilustra
particularmente bien por el hecho de que HLA-G en la superficie de células tumorales, pero no moléculas de clase | de
HLA clasicas, puede cooperar con los receptores de ILT2 y/o ILT4 de efectores citoliticos con fuerza suficiente para
bloquear la funcién de estos efectores y asi proteger las células tumorales de la destruccién inmunitaria [22].

ILT2 e ILT4 no se unen a las mismas estructuras de HLA-G [21]. De hecho, ILT2 reconoce solo estructuras de HLA-G
asociadas a 2 microglobulina (82m), mientras que ILT4 tiene la capacidad de reconocer tanto cadenas pesadas de
HLA-G asociadas a 32m como libres de $2m [21, 23]. Ademas, ILT4 se une claramente a cadenas pesadas de HLA-G
libres de 32m mejor que a las asociadas a 32m.

Parece que el antigeno HLA-G adopta una conformacion dimera in vivo como resultado de la formacion de un puente
disulfuro intermolecular entre el residuo de cisteina 42 de los dominios a1 de dos moléculas HLA-G [20, 23 y 25;
documento WO2007/011044].

La estructura dimera de HLA-G se ha descrito en Shiroishi y col. [20]. Existen dos moléculas de HLA-G naturales en
una unidad asimétrica; cada monémero se une covalentemente con el componente simétrico mediante el puente
disulfuro de Cys42-Cys42 junto con el eje cristalografico de 2 pliegues. La proteina HLA-G1 de longitud completa esta
compuesta por la cadena H, 2-microglobulina (32m) asociada y un péptido nonamérico similar a la estructura de clase
I de MHC cléasica. Se ha propuesto que los sitios de unién al receptor de los dimeros de HLA-G son mas accesibles que
aquellos de monoémeros correspondientes, de manera que los dimeros tendrian una mayor afinidad y velocidad de
disociacion mas lenta que los monémeros. Sin embargo, no esta claro qué conformacion es la mas activa para el fin
farmacéutico, qué isoforma es la mas eficaz o como pueden producirse dimeros u oligmeros de HLA-G apropiados.

De lo anterior surge que la funcion inhibidora superior de HLA-G es debida:

1. A una secuencia Unica de su dominio alfa3 que le confiere una mejor capacidad de unién a ILT que la de
otras moléculas de clase | de HLA. Esta secuencia Unica del dominio alfa 3 de HLA-G, como se deduce de la
Figura 3 de Shiroishi y col., [21], conduce a la creacion de area de unién a ILT méas grande, mas hidréfoba y
mas fuerte.

2. A su capacidad Unica para dimerizar. La dimerizacion de HLA-G se produce mediante la creacion de
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puentes disulfuro entre las cisteinas en la posicion 42 (dominio alfa 1) de dos moléculas de HLA-G (véase la
Figura 8 de Gonen-Gross y col. [24]) y es crucial para la funcién de HLA-G. De hecho, se mostro que las
moléculas de HLA-G mutantes que carecen de la cisteina en la posicién 42 y no hacen dimeros también
carecen de funcién inhibidora [24]. La Figura 4 de Shiroishi y col. [20] proporciona la estructura del dimero de
HLA-G unido por disulfuro.

Asi, para resumir los datos sobre la funcién inhibidora de HLA-G: pasa principalmente por la unién de dimeros de HLA-
G a moléculas de ILT mediante su dominio alfa3 unico. Sin embargo, la estructura compleja de ILT4/HLA-G [21] revela
que ILT4 muestra sorprendentemente reconocimiento de la unioén de histocompatibilidad principal de clase | (MHCI)
distinta en comparacion con ILT2, uniéndose mas al dominio a3 que a 32m.

La produccion de HLA-G mediante lineas celulares puede ser tediosa. De hecho, la molécula de HLA-G1/G5 completa
es un complejo trimolecular de una cadena pesada completa de HLA-G (dominios a1, o2 y a3) no covalentemente
asociada a B2m y un nonapéptido. La funcion de una construccién tal estd bien establecida, pero debido a la
complejidad de su estructura, su produccion es dificil, su purificacion arriesgada y su estabilidad es mala.

Los inventores han encontrado ahora inesperadamente que multimeros de péptidos pequefios que contienen solo
dominio alfa8 de HLA-G, que pueden obtenerse sintéticamente, son funcionales, mas puros, por tanto més estables,
mas faciles de producir debido a que no requieren ni extraccion de fluidos biolégicos ni control especifico (debido a que
dicha produccién no implica agentes bioldgicos), disminuyendo asi el riesgo de riesgo bioldgico, siguiendo practicas
GMP: debido a que las practicas GMP tienen patrones de seguridad en términos de riesgo bioldgico que se recogen en
la presente memoria.

Asi, la presente invencion se refiere a multimeros o polipéptidos multiméricos, caracterizados porque comprenden al
menos dos mondmeros, siendo cada uno de dichos monémeros seleccionado del grupo que consiste en un péptido P1
(lamado también aqui después mondémero de alfa3) de férmula X1-X2 en la que X1 representa un conector peptidico
flexible que incluye un aminoé&cido de cisteina y X2 representa un dominio alfa3 (o péptido alfa3) de HLA-G.

Asi, los multimeros de la invencion incluyen dimeros de férmula P1-P1 y multimeros de férmula (P1)n que comprenden
exclusivamente monémeros de alfa3.

Los siguientes multimeros también estan incluidos en la presente invencién:
®  homomultimeros de monémeros de alfa3 (n monémeros P1), en los que todos los monémeros son idénticos;

® heteromultimero de monémeros de alfa3 (n monémeros P1, en los que el dominio a3 de mondmeros
diferentes es diferente), siendo n un niumero entero comprendido entre 2 y 1000 o incluso mas.

Asi, los multimeros segun la invencion incluyen dimeros, ademas de moléculas que comprenden 3, 4, 5, 6, 7 o incluso
mas monomeros P1. Los multimeros segun la presente invencién pueden comprender hasta 100, 500, 1000 o incluso
mas monémeros P1.

Los inventores han mostrado inesperadamente que los multimeros que comprenden al menos dos monémeros de
alfa3 (también llamados polipéptidos alfa3) inhiben eficazmente el rechazo de injerto in vivo. Mas especificamente, los
inventores han descubierto sorprendentemente que los monémeros de alfa3, cuando se ensamblan correctamente en
multimeros, tienen la capacidad de inducir tolerancia inmunitaria eficaz in vivo, mas especificamente en rechazo de
injerto.

Los antigenos HLA-G sirven de agentes inmunomoduladores que protegen al feto del sistema inmunitario materno. Se
ha informado de diversas isoformas de HLA-G, que estan tanto unidas a la membrana como son solubles. Estas
isoformas contienen distintos dominios funcionales seleccionados de dominios globulares extracelulares, designados
al, a2 y a3, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico. Aunque se ha documentado la actividad biol6gica y
el mecanismo de accioén de ciertas isoformas de HLA-G (tales como HLA-G1 madura), la contribucién relativa de cada
dominio a la actividad inmunorreguladora, especialmente en forma soluble, no se ha estudiado en detalle.

A este respecto, como se ha especificado anteriormente, se ha documentado que la actividad inhibidora del antigeno
HLA-G estd mediada por la uniéon a los receptores inhibidores de ILT ILT2 o ILT4. Mas especificamente, se ha
propuesto que tal unién se produce mediante el dominio alfa3 de HLA-G (Shiroishi y col., [21]).

Los inventores han observado ahora que los polipéptidos alfa3, que comprenden solo dominios alfa3 de HLA-G,
pueden proteger el rechazo de injerto in vivo o la inhibicién de aloproliferacion in vitro.

Los resultados obtenidos muestran que los multimeros segin la presente invencion presentan alta actividad
inmunorreguladora in vivo y, por tanto, representan farmacos eficaces para tratar trastornos inmunorrelacionados,
particularmente para reducir respuestas inmunitarias no deseadas o perjudiciales en un sujeto. Los resultados
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obtenidos muestran mas especificamente que los multimeros de la presente invencién pueden inducir el 100 % o
incluso mas aumento en la supervivencia del injerto in vivo en comparacion con placebo o multimeros al1-a3 que
comprenden al menos dos mondmeros, consistiendo cada uno de dichos monémeros en un péptido que comprende
del extremo N al extremo C un dominio alfal de HLA-G y un dominio alfa3 de HLA-G (llamados indistintamente
después mondédmero de alfa3-alfal o monémero de alfai-alfa3 aunque el dominio alfal esté siempre en el extremo N).

De hecho, los multimeros alfa3 de la invencién son significativamente mas eficaces en comparacién con la isoforma
HLA-G6 soluble, comprendiendo los multimeros de alfa3 un conector peptidico no flexible o multimeros de alfa1-alfa3.

Asi, estos multimeros representan candidatos a farmaco muy valiosos para tratar tales trastornos, ademas de otras
enfermedades inmunorrelacionadas, tales como enfermedades inflamatorias o autoinmunitarias, tales como psoriasis o
dermatitis atopica.

Segun la presente invencion:

- El péptido P1 también puede comprender en el extremo C y/o en el extremo N de X2 menos de 20, mas
preferentemente menos de 15 y lo mas preferentemente menos de 10 6 5 aminoacidos adicionales que flanquean
el dominio alfa8 en una isoforma HLA-G nativa.

- El conector peptidico flexible X1 comprende al menos 10-30 aminodcidos e incluye una cisteina en su extremo N,
preferentemente en las posiciones 1, 2, 3 6 4 del extremo N (véase SEC ID N° 3, por ejemplo, en la que el
conector L1, correspondiente a los aminoacidos 1-12, presenta en la posicién 2 de su extremo N una cisteina);
puede ser mas largo para ganar mas flexibilidad (hasta 100 aminoacidos). Dicho conector peptidico flexible
comprende esencialmente los residuos de aminoacidos glicina, serina y treonina; mas preferentemente
comprende esencialmente los residuos de aminoacidos glicina y serina.

- X2 que comprende un dominio alfa3 o péptido designa un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos
de un dominio alfa3 de un antigeno HLA-G, o un fragmento funcional del mismo, y carece esencialmente de otros
dominios de HLA-G. Mas preferentemente, el péptido alfa3 comprende la secuencia de aminoacidos de un
dominio alfa3 de un antigeno HLA-G. En un multimero de la invencién, se prefiere que todos los mondémeros de
alfa3 tengan la misma secuencia de aminodacidos. Sin embargo, también se contempla que los péptidos alfa3 de
secuencias diferentes estén presentes en un multimero de la invencién.

- El dominio alfa3 de HLA-G esta codificado por el exon 4 y se corresponde con los aminoacidos 207-298 de HLA-
G humano de SEC ID N¢: 6.

- El dominio alfal de HLA-G esta codificado por el exén 2 y se corresponde con los aminoacidos 25-114 de HLA-G
humano de SEC ID N¢: 6.

- Un “fragmento funcional” designa un fragmento que retiene la capacidad para inducir tolerancia al injerto in vivo
y/o inhibicion de la aloproliferacién in vitro. Mas preferentemente, un fragmento funcional de péptidos alfa3
comprende al menos 20, mas preferentemente al menos 30, 40 6 50 aminoacidos consecutivos del dominio alfa3.

En una realizacién tipica, el fragmento funcional contiene al menos 60 aminoacidos consecutivos del dominio alfa3. La
funcionalidad del fragmento puede verificarse como se ha desvelado en la seccién experimental. En particular, la
funcionalidad puede verificarse preparando un multimero de los fragmentos, administrando el multimero a un modelo
animal antes del trasplante de 6rgano/tejido y verificando la tasa de supervivencia del injerto. Si el multimero prolonga
la duracién de la supervivencia del injerto el 50%, en comparacion con placebo, el fragmento puede considerarse
funcional.

- La secuencia de aminoéacidos de los dominios a1 y a3 puede derivarse directamente de las publicaciones de
Geraghty y col. [1], o Ellis y col. [2]. Estas secuencias también estan disponibles en linea (véanse, por ejemplo,
Genebank numbers for HLA-G: first cloning of genomic sequence: Geraghty y col., PNAS 1987: PubMed ID:
3480534, GenelD: 3135; First cloning of HLA-G1 cDNA: Ellis y col., Journal of Immunology, 1990. PubMed ID:
2295808).

Ademas, las secuencias de HLA-G5, HLA-G6 y HLA-G7 también estan disponibles de los documentos US5.856.442,
US6.291.659, FR2.810.047 o Paul y col., Hum. Immunol 2000; 61: 1138, de los que puede obtenerse directamente la
secuencia del dominio alfai y alfa3.

- Debe entenderse que existen variantes naturales de los antigenos HLA-G, por ejemplo, como resultado de
polimorfismo, que estan incluidas en la presente solicitud. Por tanto, variantes de las secuencias anteriores que
contienen ciertas sustituciones o inserciones de aminodacidos (por ejemplo, entre 1 y 10, preferentemente de 1 a
5, lo mas preferentemente 1, 2, 3, 4 6 5) también estan incluidas en la presente invencion.
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- El término “multimero” (o polipéptido multimérico) designa una molécula (0 una composicién o producto) que
comprende al menos dos monémeros P1 (P1-P1) como se han definido anteriormente (es decir, monémeros de
alfa3 asociados juntos mediante un puente disulfuro) o un soporte.

En una realizacion especifica, el péptido alfa3 consiste esencialmente en los aminoacidos 183-274 de un antigeno
HLA-G maduro, o un fragmento funcional del mismo.

El péptido alfal consiste esencialmente en los aminoacidos 1-90 de un antigeno HLA-G maduro, o un fragmento
funcional del mismo.

La secuencia de un péptido alfa3 preferido se proporciona en SEC ID N2: 1.
La secuencia del péptido alfal se proporciona en SEC ID N¢: 2.

La secuencia de un monémero de alfa3 preferido se proporciona en SEC ID N% 3 (alfa3-L1). El conector L1 se
corresponde con las posiciones 1-12 y contiene una cisteina en la posicion 2; las posiciones 13 y 14 se corresponden
con dos aminoacidos del dominio alfa2 (véase SEC ID N: 6 correspondiente a HLA-G y en la que alfa2 se corresponde
con las posiciones 115-206). Las posiciones 15-106 se corresponden con el dominio alfa3 y las posiciones 107-108 se
corresponden con dos amino&cidos del dominio transmembrana; toda la cola hidréfila de HLA-G puede insertarse. Los
principales residuos de contacto con moléculas ILT estan en las posiciones 27 y 29 de dicha SEC ID N: 3.

Otra secuencia de un monémero de alfa3 se proporciona en SEC ID N2 5. El conector L2 se corresponde con las
posiciones 1-18 y contiene una cisteina en la posicion 1; las posiciones 19 y 20 se corresponden con dos aminoacidos
del dominio alfa2 (véase SEC ID N°: 6 correspondiente a HLA-G y en la que alfa2 se corresponde con las posiciones
115-206). Las posiciones 21-111 se corresponden con el dominio alfa3 y las posiciones 112-113 se corresponden con
dos aminoé&cidos del dominio transmembrana.

La secuencia de mondémero de alfal-alfa3 (que no es parte de la presente invencion) se proporciona en SEC ID N2 4.
Las posiciones 1-90 de SEC ID N2 4 se corresponden con el dominio alfal; las posiciones 91-182 de SEC ID N%: 4 se
corresponden con el dominio alfa3 y las posiciones 183-184 se corresponden con dos aminoacidos del dominio
transmembrana; puede insertarse toda la cola hidréfila de HLA-G. Cys42 se usa para la dimerizacion. Los principales
residuos de contacto con moléculas de ILT estan en las posiciones 103 y 105.

Dentro de los multimeros de la presente invencion, los diversos monémeros pueden unirse juntos de diferente manera
tal como, sin limitaciéon, mediante puentes disulfuro (especialmente para un dimero), 0 mediante un grupo espaciador
y/o un soporte.

En una realizacion preferida de la presente invencion, los mondmeros de alfa3, como se definen aqui anteriormente, se
unen covalentemente o mediante una interaccion por afinidad.

Un ejemplo particular de un multimero de la invencién es un dimero P1-P1.

A este respecto, la invencion se refiere a un dimero de alfa3 que tiene dos monémeros P1 de SEC ID N?: 3 asociados
juntos mediante un puente disulfuro. Mas especificamente, los dos péptidos alfa3 se unen mediante un puente disulfuro
entre los residuos de cisteina presentes en el extremo N del conector X1.

En otra realizacion particular, los monémeros de alfa3 se unen mediante un espaciador o un soporte. En una
realizacién particular, los monémeros se unen a un soporte, produciendo asi un multimero. El soporte puede ser de
naturaleza diferente. Es preferentemente biocompatible, y lo més preferentemente biol6gicamente inerte. El soporte
puede ser una molécula, tal como una proteina, por ejemplo, albimina (por ejemplo, albimina de suero humano), o un
soporte sélido inerte. Los mondmeros pueden unirse al soporte mediante diferentes tipos de reacciones de
acoplamiento, tales como interaccién por afinidad o el uso de grupos funcionales. La interaccion por afinidad puede
obtenerse recubriendo el soporte con ligandos que se unen al péptido alfa3 (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de
los mismos). La interaccién por afinidad también puede obtenerse afiadiendo a los monémeros de alfa3 y al vehiculo,
respectivamente, un miembro de un par de union (por ejemplo, avidina y biotina). El acoplamiento también puede
obtenerse mediante grupos bifuncionales tales como maleimida, etc. Ademas, debe observarse que los multimeros
pueden contener mondémeros unidos a un soporte y adicionalmente que interaccionan en el puente disulfuro
intermolecular.

En una realizacion particular, un multimero de la presente invencion es una molécula que comprende dos o mas
mondmeros de alfa3 unidos a un soporte.

Los multimeros de la presente invencién pueden producirse por diversas técnicas. Como se trata anteriormente, los
mondmeros pueden acoplarse juntos mediante diferentes técnicas de acoplamiento, tales como enlace covalente (por
ejemplo, puente disulfuro, grupo bifuncional, etc.) o reaccion de afinidad.
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Para la produccion de un multimero de monémeros de alfa3 P1 como se ha definido anteriormente mediante enlace
disulfuro:

en una primera etapa, dos monémeros de alfa3 P1 que comprenden un grupo SH lateral (proporcionado por el
conector peptidico X1) se ponen en contacto en disolucion, en condiciones que permiten la formacién de un
enlace disulfuro; en una segunda etapa y, preferentemente, los dimeros o multimeros se separan. Los multimeros
pueden separarse de los monémeros, por ejemplo, basandose en su peso molecular, por ejemplo, por
electroforesis en gel (tal como PAGE). La formacion adecuada de multimeros también puede verificarse usando
tal procedimiento sobre muestras de alicuotas, para medir la cantidad relativa de multimero presente en la
disolucion vy, si fuera necesario, ajustar la condicion de reaccion. Condiciones que permiten la formacién de
enlace disulfuro incluyen, por ejemplo, una temperatura de 10-30 °C durante 2-24 horas.

Para la produccion de un multimero mediante el uso de un soporte, los monémeros normalmente se incuban en
presencia del soporte en condiciones que permiten la uniéon de los monémeros sobre el soporte y, preferentemente, el
multimero se separa. El soporte puede ser por ejemplo, un soporte sélido. El soporte también puede ser una proteina,
tal como albumina de suero. Con el fin de facilitar la interaccion entre los monémeros y el soporte, el soporte puede
funcionalizarse para contener grupos reactivos que pueden interaccionan con los monémeros. Como un ejemplo, el
soporte puede recubrirse con un ligando de péptido alfa3, tal como anticuerpos o fragmentos de los mismos (por
ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos CDR, ScFv, etc.) o un reactivo de acoplamiento quimico (por ejemplo,
maleimida). Como un ejemplo, el soporte puede recubrirse con un fragmento Fc anti-lgG humana y el ligando puede
ser una IgG policlonal humana dirigida contra un antigeno HLA-G1. En un caso tal, los monémeros, soporte y ligando
pueden incubarse juntos, con el fin de permitir la asociacion apropiada de los monémeros a las perlas.

Los multimeros alfa3 de la invenciéon pueden producirse por técnicas conocidas por si mismas en la materia, tales
como técnicas recombinantes, técnicas enzimaticas o sintesis artificial, preferentemente por sintesis artificial, tal como
la sintesis de Merrifield.

En una realizacion preferida, los péptidos alfa3 X2 y los monémeros de alfa3 P1 se producen por sintesis artificial
usando quimica conocida y sintetizadores.

Los multimeros de alfa3 pueden comprender tanto aminoécidos naturales como residuos de aminoacidos no naturales
o modificados. Pueden estar en la conformacién L y/o D. Los péptidos pueden comprender tanto enlaces amina como
enlaces de peptidomiméticos modificados. Por tanto, los péptidos pueden estar terminalmente protegidos y/o
modificados, por ejemplo, mediante alteracion quimica o fisica de, por ejemplo, funciones laterales.

En una realizacién adicional, el soporte y monémeros pueden modificarse para contener grupos reactivos de forma
cruzada (por ejemplo, avidina y biotina). En un caso tal, la incubaciéon del soporte y monoémeros producira la
multimerizacion sobre el soporte.

El multimero formado (es decir, el complejo entre el soporte y el monémero de alfa3) puede aislarse usando diversas
técnicas conocidas por si mismas en la materia, que incluyen centrifugacién, sedimentacién, separacion
electromagnética, etc.

Ejemplos especificos de multimeros de la invencién son:

- multimeros de mondmeros de alfa3 de SEC ID N°: 3 unidos mediante puente disulfuro;

- multimeros de monémeros de alfa3 de SEC ID N°: 3 unidos a un soporte tal como una microperla.
Como se ha mencionado en los ejemplos, estos multimeros pueden promover la tolerancia al injerto in vivo.

Ademas, los dimeros de mondmero de alfa3 de SEC ID N% 3 también representan objetivos especificos de la
invencion. La invencion de hecho muestra que dichos dimeros tienen actividad sustancial in vivo para tratar el rechazo
de injerto y pueden usarse para preparar multimeros muy activos.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un multimero como se ha definido
anteriormente u obtenible mediante un procedimiento como se ha desvelado anteriormente y, preferentemente, al
menos un vehiculo o soporte farmacéuticamente aceptable.

Otro objetivo de la presente invencién es una composicion farmacéutica que comprende un dimero de alfa3 que tiene
dos mondmeros de SEC ID N°: 3y, preferentemente, al menos un vehiculo o soporte farmacéuticamente aceptable.

Vehiculos o soportes adecuados incluyen cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como agentes de
tamponamiento, agentes estabilizantes, diluyentes, sales, conservantes, agentes emulsionantes, edulcorantes, etc. El
vehiculo normalmente comprende una disolucidon acuosa o0 no acuosa isotdnica que puede prepararse segun técnicas
conocidas. Disoluciones adecuadas incluyen solutos tamponados, tales como disolucién tamponada con fosfato,
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disoluciones de cloruro, disolucion de Ringer y similares. La preparacién farmacéutica normalmente esta en forma de
una composicion inyectable, preferentemente una composicion liquida inyectable, aunque también pueden
contemplarse otras formas, tales como comprimidos, capsulas, jarabes, etc. Las composiciones segun la invencién
pueden administrarse por varias vias diferentes, tales como por la via sistémica, parenteral, oral, rectal, nasal o vaginal.
Se administran preferentemente mediante inyeccion, tal como inyeccion intravenosa, intraarterial, intramuscular,
intraperitoneal o subcutanea. También se contempla administracién transdérmica. La dosificacion especifica puede
ajustarse por el experto, dependiendo de la afeccion patoldgica, el sujeto, la duracion del tratamiento, la presencia de
otros principios activos, etc. Normalmente, las composiciones comprenden dosis unitarias de entre 10 ng y 100 mg de
multimero, mas preferentemente entre 1 ug y 50 mg, incluso mas preferentemente entre 100 pg y 50 mg. Las
composiciones de la presente invencion se administran preferentemente en cantidades eficaces, es decir, en
cantidades que son, con el tiempo, suficientes para al menos reducir o prevenir la progresion de la enfermedad. A este
respecto, las composiciones de la presente invencién se usan preferentemente en cantidades que permiten la
reduccion de una respuesta inmunitaria perjudicial o no deseada en un sujeto.

Dichos polipéptidos multiméricos pueden usarse como agentes tolerogénicos que pueden imitar la funcion completa de
HLA-G. Los principales usos terapéuticos de estos compuestos serian trasplante, con el fin de inducir y mantener la
tolerancia a aloinjertos, pero también pueden ser enfermedades autoinmunitarias, o enfermedades inflamatorias, con el
fin de detener las respuestas auto-inmunitarias e inflamacién, y posiblemente restablecer la auto-tolerancia. Las
ventajas de tales polipéptidos son protocolos de produccion/purificacién comparativamente mas faciles, mas baratos,
mas controlados, mas seguros que los procedimientos de produccién clasicos que implican organismos procariotas o
eucariotas y significativamente mas activos que la isoforma de HLA-G6 o péptidos de control como se definen en los
ejemplos [(alfa3-L2)x2.

Como se ha mencionado anteriormente, los multimeros de la presente invencién tienen fuerte actividad
inmunorreguladora y pueden usarse para tratar una variedad de condiciones de enfermedad asociadas a respuesta
inmunitaria anormal o no deseada. Mas especificamente, los multimeros de la invencién son adecuados para tratar
trastornos inmunorrelacionados tales como, particularmente, rechazo de 6rgano o tejido, enfermedades inflamatorias o
enfermedades auto-inmunitarias. Pueden inhibir sustancialmente el rechazo de injerto alogénico in vivo.

La presente invencién también se refiere a un multimero o composicion como se ha desvelado anteriormente para
tratar rechazo de injerto.

La invencién se refiere ademas a un procedimiento de tratamiento de rechazo de injerto en un sujeto, comprendiendo
el procedimiento administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad eficaz de una composicién como se ha
desvelado anteriormente.

El término tratar designa, por ejemplo, la promocién de la toleracion al injerto dentro del sujeto receptor. El tratamiento
puede realizarse antes, durante y/o después del injerto, y puede usarse como terapia alternativa a los agentes
inmunosupresores existentes 0 como una terapia combinada con agentes inmunosupresores actuales. La invencion es
aplicable a trasplante alégeno, semi-alégeno o incluso xendgeno, y puede usarse para cualquier tipo de érganos o
tejidos trasplantados que incluyen, sin limitacion, tejidos solidos, tejidos liquidos o células, que incluyen corazén, piel,
rinén, higado, pulmén, higado-rifidn, etc.

La invencion también se refiere a un procedimiento mejorado de trasplante de un érgano o tejido en un sujeto,
comprendiendo la mejora administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad eficaz de una
composicion como se ha desvelado anteriormente.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento de promocién de la tolerancia al injerto en un sujeto,
comprendiendo el procedimiento administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad eficaz
de una composicién como se ha desvelado anteriormente.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento de reduccion del rechazo de injerto en un sujeto, comprendiendo el
procedimiento administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad eficaz de una composicién
como se ha desvelado anteriormente.

En una realizacion preferida, la composicion se administra al menos dos veces al sujeto. De hecho, los resultados
mostrados en la presente solicitud demuestran que una administracion repetida conduce a un elevado beneficio
adicional, por ejemplo, a una tolerancia al injerto significativamente elevada adicional in vivo.

Debe entenderse que la cantidad de la composicién en realidad administrada debe determinarse y adaptarse por un
médico, en vista de las circunstancias relevantes que incluyen la afeccion o afecciones que van a fratarse, la
composicion exacta administrada, la edad, peso y respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del
paciente y la via de administracion elegida. Por tanto, los intervalos de dosificacién anteriores pretenden proporcionar
orientacion general y soporte para las ensefianzas en el presente documento, pero no pretenden limitar el alcance de la
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invencion.

Ademas de las disposiciones anteriores, la invencién también comprende otras disposiciones que surgiran de la
siguiente descripcidn, que se refiere a ejemplos de implementacion de la presente invencion y también a los dibujos
adjuntos, en los que:

- Figura 1: Modelo 3D del dimero (alfa3)x2. A: Modelo del polipéptido dimerizado. Cada monémero esta en un
gris diferente. La cisteina libre artificialmente introducida se muestra por esferas, permitiendo la dimerizacion.
B: Superposicién de la estructura del péptido alfa3 con la de la molécula de HLA-G completa. La molécula de
HLA-G completa (que incluye beta-2 microglobulina y péptido) se muestra en hilos claros. El péptido alfa3 se
muestra en representacion de cinta 3D. Las estructuras del dominio alfa3 de HLA-G y del péptido alfa3 estan
superpuestas.

- Figura 2: Modelo 3D de la union del polipéptido (alfa3)x2 a moléculas de ILT4. Solo se muestra la mitad del
dimero de (alfa3)x2.

- Figura 3: Uni6n de diferentes dimeros a los receptores de HLA-G ILT2, ILT4, KIR2DL4: (alfa3-L1)x2: dimero
P1-P1 segun la invencién en el que L1 representa un conector particular X1; (alfa3-L2)x2: péptido de control;
(alfa3-alfa1)x2: péptido de control. Un pico que esta situado a la derecha de la barra vertical indica
reconocimiento por el receptor indicado.

- Figura 4: Resultados de toxicidad celular.

- Figura 5: Efecto de diferentes péptidos sobre la aloproliferacién de linfocitos T in vitro: (alfa3-L1)x2: dimero
P1-P1 segun la invencion en el que L1 representa un conector particular X1; (alfa3-L2)x2: péptido de control;
(alfat-alfa3)x2: péptido de control. Gréafico de barras: proliferacion indexada segun controles, los EEM se
informan como barras de error. % de inhibicion: representa el grado de inhibicion mediada por los péptidos.

- Figura 6: Estructuras generales de dimeros de (alfa3-L1)x2 y (alfa3-L2)x2.
- Figura 7: Esquema estructural de monémeros de alfa3-L1 y alfa3-L2.

- Figura 8: Esquema estructural de dimeros de (alfa3-alfa1)x2.
Ejemplo 1: Preparacion de péptidos de SEC ID N2: 1-5
Los péptidos de SEC ID N¢: 1-5 se sintetizaron usando un sintetizador de péptidos.
Se han producido diferentes dimeros:

- (alfa3-L1)x2 (SEC ID N2: 3) en la que L1 se corresponde con un conector peptidico flexible segun la invencion,
es decir, que comprende principalmente los residuos de amino&cidos glicina y serina;

- (alfa3-L2)x2 (SEC ID N2: 5) en la que L2 se corresponde con los aminoacidos 1-18 de dicho SEC ID N°: 5y se
deriva de los residuos de aminoacidos de alfal 42-30 (del extremo N y al extremo C) de HLA-G (véase SEC ID
Ne: 6);

- (alfa1-alfa3)x2; SEC ID N®: 4 se corresponde con un monémero de alfal-alfa3 (que no es parte de la presente
invencion).

Las Figuras 6, 7 y 8 ilustran las estructuras generales de los péptidos sintetizados.
Ejemplo 2: Dimeros de alfa3 y alfa3-alfal mediante enlace disulfuro
1) Dimeros de alfa3

Los mondmeros de alfa3 de SEC ID N°: 3 0 SEC ID N¢: 5 se sintetizaron quimicamente. Los mondmeros se sintetizaron
primero, luego se replegaron permitiendo la generacion de enlaces disulfuro entre las dos cisteinas dentro del dominio
alfa3 (cisteinas 35 y 91 de SEC ID N% 3, cisteinas 41 y 97 de SEC ID N 5). Entonces se realiz6 la dimerizacién
generando un puente disulfuro entre las cisteinas dentro del conector X1 de dos mondmeros (cisteina 2 de SEC ID N2
3, cisteina 1 de SEC ID N2 5). La pureza de los productos sintetizados se verificd por espectrometria de masas.

La visualizacion de los multimeros de alfa3 se logrd por separacion por electroforesis: las muestras se desnaturalizaron
por calor en presencia de tampén de Laemmli en condicion no reductora (sin 3-mercaptoetanol) y luego se separaron
por migracion electroforética en SDS-PAGE al 12 %. La presencia de dimeros se visualiz6 luego después de la
coloracién por azul de Coomassie.
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Se muestra un modelo tridimensional del dimero de SEC ID N% 3 en la Figura 1. Basandose en la modelizacién
computacional, esta estructura puede unirse al receptor de HLA-G ILT4 (mostrado en la Figura 2; véase también la
Figura 3).

2) Dimeros de alfai-alfa3 (que no es parte de la presente invencion)

Los mondmeros de alfal- alfa3 de SEC ID N®: 4 se sintetizaron quimicamente. Los monédmeros se sintetizaron primero,
luego se replegaron permitiendo la generacion de enlaces disulfuro entre las dos cisteinas dentro del dominio alfa3
(cisteinas 111 y 167 de SEC ID N2 4). Entonces se realiz6 la dimerizacién generando un puente disulfuro entre dos
cisteinas dentro del dominio alfal de dos mondémeros (cisteina 42 de SEC ID N 4). La pureza de los productos
sintetizados se verifico por espectrometria de masas.

La visualizacion de los multimeros de alfa3 se logré por separacion por electroforesis: las muestras se desnaturalizaron
por calor en presencia de tampdn de Laemmli en condicién no reductora (sin B-mercaptoetanol) y luego se separaron
por migracion electroforética en SDS-PAGE al 12 %. La presencia de dimeros se visualiz6 luego después de la
coloracién por azul de Coomassie.

La secuencia del polipéptido alfal+alfa3 se muestra en SEC ID N2 4.
Ejemplo 3: Ensayos de union a receptor

Para probar la union a los receptores de HLA-G ILT2, ILT4 y KIR2DL4, 12 ug de dimeros obtenidos segun el Ejemplo 2
se recubrieron covalentemente sobre perlas de poliestireno Bio-Plex-COOH (Bio-Rad) segun las recomendaciones del
fabricante. Entonces, las perlas se resuspendieron a una concentracion de 2000 perlas por 50 pl en 1x tampdn de
ensayo Luminex (Interchim). Entonces se afnadieron receptores recombinantes fusionados a la parte Fc de una IgG
humana (ILT2-Fc, ILT4-Fc, R&D Biosystems) a 2 pg/ml. Entonces, las perlas y los receptores se incubaron durante 90
minutos en la oscuridad sobre un agitador antes de lavar dos veces con 200 ul de 1x PBS, 0,05 % de Tween.
Entonces, las perlas se resuspendieron en 50 yl de PBS-tampén de ensayo de Luminex que contenia 2 ug/ml de
anticuerpo de cabra anti-lgG humana conjugada con ficoeritrina (Sigma) durante 30 minutos en la oscuridad en un
agitador rotatorio. Entonces, las perlas se lavaron dos veces con 200 ul de 1x PBS, 0,05 % de Tween y se
resuspendieron en 300 pl de 1x PBS.

La fluorescencia, indicativa del reconocimiento de péptidos por los receptores, se evalud por citometria de flujo
realizada en un citometro Epics XL (Beckman Coulter) usando el software EXPO32 (Beckman Coulter).

La Figura 3 ilustra los resultados y muestra claramente que todos los péptidos que contienen el dominio alfa3 de hecho
se unen especificamente al receptor de ILT4.

Ejemplo 4: Toxicidad celular

La toxicidad celular del dimero (alfa3-L1)x2 sintético del Ejemplo 1 se evalud en células mononucleares periféricas
(CMSP) recientemente aisladas a 100.000 células / ml en pocillos de 200 pl, para la dosis de dimeros que oscila de 0 a
100 pg/ml y durante tiempos de incubacién que oscilan de 0 a 24 horas a 37 °C. La toxicidad se evalu6 analizando la
viabilidad celular usando incorporaciéon de azul de tripano en células muertas y calculo de la relacién de células vivas
frente a células muertas.

Los resultados (Figura 4) muestran que dichos dimeros no son téxicos hacia CMSP.
Ejemplo 5: Reaccion de linfocitos mezclados (MLR)

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de sangre completa heparinizada de donantes
voluntarios sanos por centrifugacion en gradiente de densidad sobre Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich). Las
CMSP se usaron como células respondedoras o estimulantes irradiadas con v (25 Gy). Para evaluar las funciones de
péptidos sintéticos en ensayos de alo-estimulacion, 10° células respondedoras en 100 pl se incubaron previamente con
péptido a una concentracion de 100 ug/ml durante 6 horas, y luego se mezclaron con 10° CMSP estimulantes alégenas
irradiadas con vy (25 gy) en 100 pl para obtener una concentracion de péptido final de 50 pg/ml en un volumen final de
200 pl por pocillo. Todas las muestras se realizaron por triplicado, y para cada combinacion alégena se incluyeron
células respondedoras solas, células estimuladas irradiadas solas, controles autdélogos y controles sin tratar. Después
de una incubacion de 5 dias a 37 °C y 5 % de CO: en una estufa de incubacion humidificada, los cultivos se pulsaron
con timidina tritiada (1 uCi por pocillo, Amersham Biosciences). La incorporacion de °H timidina en ADN se cuantifico
18 horas después en un contador 3 (Wallac 1450, Amersham Biosciences).

La Figura 5 ilustra los resultados y muestra que los dimeros de alfa3 segun la invencion [(alfa3-L1)x2 en dicha Figura 5]
inhiben significativamente la aloproliferacion de linfocitos T en comparacion con el dimero de (alfa3-L2)x2 y dimero de
(alfa1-alfa3)x2.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2515241713

REFERENCIAS

1. Geraghty DE, Koller BH, Orr HT (1987) A human major histocompatibility complex class | gene that encodes a
protein with shortened cytoplasmic segment. Proc Natl Acad Sci USA 84: 9145-9149.

2. Ellis SA, Palmer MS, McMichael AJ (1990) Human trophoblast and the choriocarcinoma cell line BeWo express
a truncated HLA Class | molecule. J Immunol 144: 731-735.

3. Carosella, E. D., Dausset, J., Kirszenbaum, M. (1996) HLA-G revisited. Immunol Today 17: 407-409.

4. Kirszenbaum M, Moreau P, Gluckman E, Dausset J, Carosella E (1994) An alternatively spliced form of HLA-G
mRNA in human trophoblasts and evidence for the presence of HLA-G transcript in adult lymphocytes. Proc Natl
Acad Sci USA 91: 4209-4213.

5. Kirszenbaum M, Moreau P, Teyssier M, Lafon C, Gluckman E y col. (1995) Evidence for the presence of the
alternatively spliced HLA-G mRNA forms in human mononuclear cells from peripheral blood and umbilical cord
blood. Hum Immunol 43: 237-241.

6. Moreau P, Carosella E, Teyssier M, Prost S, Gluckman E y col. (1995) Soluble HLA-G molecule. An alternatively
spliced HLA-G mRNA form candidate to encode it in peripheral blood mononuclear cells and human trophoblasts.
Hum Immunol 43: 231-236.

7. Rouas-Freiss N, Marchal RE, Kirszenbaum M, Dausset J, Carosella ED (1997) The alphal domain of HLA-G1
and HLA-G2 inhibits cytotoxicity induced by natural killer cells: is HLA-G the public ligand for natural killer cell
inhibitory receptors? Proc Natl Acad Sci USA 94: 5249-5254.

8. Rouas-Freiss N, Goncalves RM, Menier C, Dausset J, Carosella ED (1997) Direct evidence to support the role
of HLA-G in protecting the fetus from maternal uterine natural killer cytolysis. Proc Natl Acad Sci USA 94: 11520-
11525.

9. Rouas-Freiss N, Khalil-Daher |, Riteau B, Menier C, Paul P y col. (1999) The immunotolerance role of HLA-G.
Semin Cancer Biol 9: 3-12.

10. LeMaoult J, Krawice-Radanne |, Dausset J, Carosella ED (2004) HLA-G1-expressing antigen-presenting cells
induce immunosuppressive CD4+ T cells. Proc Natl Acad Sci USA 101: 7064-7069.

11. Naji A, Le Rond S, Durrbach A, Krawice-Radanne |, Creput C y col. (2007) CD3+CD4low and CD3+CD8low
are induced by HLA-G: novel human peripheral blood suppressor T-cell subsets involved in transplant acceptance.
Blood 110: 3936-3948.

12. Lila N, Carpentier A, Amrein C, Khalil-Daher I, Dausset J y col. (2000) Implication of HLA-G molecule in heart-
graft acceptance. Lancet 355: 2138.

13. Creput C, Durrbach A, Menier C, Guettier C, Samuel D y col. (2003) Human leukocyte antigen-G (HLA-G)
expression in biliary epithelial cells is associated with allograft acceptance in liver-kidney transplantation. J Hepatol
39: 587-594.

14. Qiu J, Terasaki PI, Miller J, Mizutani K, Cai J y col. (2006) Soluble HLA-G Expression and Renal Graft
Acceptance. Am J Transplant 6: 2152-2156.

15. Yan WH, Fan LA (2005) Residues met76 and gIn79 in HLA-G alpha1 domain involve in KIR2DL4 recognition.
Cell Res 15: 176-182.

16. Colonna M, Navarro F, Bellon T, Llano M, Garcia P y col. (1997) A common inhibitory receptor for major
histocompatibility complex class | molecules on human lymphoid and myelomonocytic cells. J Exp Med 186: 1809-
1818.

17. Colonna M, Samaridis J, Cella M, Angman L, Allen RL y col. (1998) Human myelomonocytic cells express an
inhibitory receptor for classical and nonclassical MHC class | molecules. J Immunol 160: 3096-3100.

18. Allan DS, Colonna M, Lanier LL, Churakova TD, Abrams JS y col. (1999) Tetrameric complexes of human
histocompatibility leukocyte antigen (HLA)-G bind to peripheral blood myelomonocytic cells. J Exp Med 189: 1149-
1156.

19. Shiroishi M. Tsumoto K, Amano K, Shirakihara Y, Colonna My col. (2003) Human inhibitory receptors Ig-like
transcript 2 (ILT2) and ILT4 compete with CD8 for MHC class | binding and bind preferentially to HLA-G. Proc Natl

11



10

15

20

25

30

35

40

ES 2515241713

Acad Sci USA 100: 8856-8861.

20. Shiroishi M, Kuroki K, Ose T, Rasubala L, Shiratori | y col. (2006) Efficient Leukocyte Ig-like Receptor Signaling
and Crystal Structure of Disulfide-linked HLA-G Dimer. J Biol Chem 281: 10439-10447.

21. Shiroishi M, Kuroki K, Rasubala L, Tsumoto K, Kumagai | y col. (2006) Structural basis for recognition of the
nonclassical MHC molecule HLA-G by the leukocyte Ig-like receptor B2 (LILRB2/LIR2/ILT4/CD85d). PNAS 103:
16412-16417.

22. Caumartin J, Favier B, Daouya M, Guillard C, Moreau P y col. (2007) Trogocytosis-based generation of
suppressive NK cells. EMBO J 26: 1423-1433.

23. Gonen-Gross T, Achdout H, Arnon TI, Gazit R, Stem N y col. (2005) The CD85J/Leukocyte Inhibitory
Receptor-1 Distinguishes between Conformed and {beta}2-Microglobulin-Free HLA-G Molecules. J Immunol 175:
4866-4874.

24. Gonen-Gross T, Achdout H, Gazit R, Hanna J, Mizrahi S y col. (2003) Complexes of HLA-G protein on the cell
surface are important for leukocyte Ig-like receptor-1 function. J Immunol 171: 1343-1351.

25. Boyson JE, Erskine R, Whitman MC, Chiu M, Lau JM y col. (2002) Disulfide bond-mediated dimerization of
HLA-G on the cell surface. Proc Natl Acad Sci USA 99: 16180-16185.

26. Riteau B, Moreau P, Menier C, Khalil-Daher |, Khosrotehrani Ky col. (2001) Characterization of HLA-G1, -G2, -
G83, and -G4 isoforms transfected in a human melanoma cell line. Transplant Proc 33: 2360-2364.

27.Lila N, Amrein C, Guillemain R, Chevalier P, Latremouille C y col. (2002) Human leukocyte antigen-G
expression after heart transplantation is associated with a reduced incidence of rejection. Circulation 105: 1949-
1954.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE
LE MAOULT, Joél
CAROSELLA, Edgardo Delfino

<120> PQLIPEPTIDOS MULTIMEROS DE HLA-G QUE INCLUYEN AL MENOS DOS DOMINIOS ALFA3 Y USOS
FARMACEUTICOS DE LOS MISMOS

<130> BLOcp263/407

<160> 6

<170> Patent In version 3.3
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<211>92

<212> PRT

<213> humana

<220>

<223> péptido alfa3 de HLA-G
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REIVINDICACIONES

1. Multimeros, caracterizados porque comprenden al menos dos mondmeros, estando cada uno de dichos
mondmeros seleccionado del grupo que consiste en un péptido P1 de formula X1-X2 en la que X1 representa un
conector peptidico flexible que incluye un aminoacido de cisteina y X2 representa un dominio alfa3 de HLA-G.

2. Multimeros segun la reivindicacién 1, caracterizados porque el péptido P1 comprende en el extremo C y/o en el
extremo N de X2 menos de 20, o menos de 15 0 menos de 10 6 5 aminoacidos adicionales que flanquean el dominio
alfa3 en una isoforma de HLA-G nativa.

3. Multimeros segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, caracterizados porque el conector peptidico flexible X1
comprende al menos 10-30 aminodcidos y hasta 100 aminoacidos e incluye una cisteina en su extremo N.

4. Multimeros segun la reivindicacion 3, caracterizados porque dicha cisteina esta en las posiciones 1, 2, 3 6 4 del
extremo N.

5. Multimeros segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizados porque dicho conector peptidico
flexible comprende esencialmente residuos de aminodacidos de glicina y serina.

6. Multimeros segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizados porque el monémero de alfa3 es
proporcionado en SEC ID N¢: 3.

7. Multimero segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque esta en forma de un dimero de
alfa3 que tiene dos monémeros de SEC ID N% 3 asociados juntos mediante un puente disulfuro entre residuos de
cisteina presentes en el extremo N del conector X1.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un multimero segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y al
menos un vehiculo o soporte farmacéuticamente aceptable.

9. Los multimeros segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o la composicién farmacéutica segun la
reivindicacion 8, para su uso en el tratamiento de rechazo de injerto.

10. Los multimeros segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o la composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 8 para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o una enfermedad autoinmune.
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FIGURA 2
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