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DESCRIPCION

Método para el tratamiento de una enfermedad autoinmune mediante la induccién de la presentacién de antigeno
mediante células presentadoras de antigeno que inducen tolerancia

Campo técnico

Desarrollo y restauraciéon de la tolerancia inmune natural a autoantigenos para tratar o prevenir enfermedades
autoinmunes.

Antecedentes de la técnica relacionada

La diabetes mellitus insulino-dependiente ("DM1") es una enfermedad mediada por células T es un problema de
salud importante, que afecta a mas de 1,5 millones de estadounidenses. Esta enfermedad autoinmune resulta de la
destruccion mediada por células T de células 3 productoras de insulina de los islotes de Langerhans en el pancreas.
A pesar del tratamiento con insulina, las muertes resultantes de la DM T1 han aumentado en los ultimos 20 afios,
mientras que la mortalidad por cancer, enfermedades cardiovasculares y los accidentes cerebrovasculares han
disminuido (Hurlbert et al, 2001). Ademas, las complicaciones del tratamiento con insulina exégena incluyendo
nefropatia, neuropatia y retinopatia son muy debilitantes.

La DM T1 se considera una enfermedad mediada por Th1 y la intervencion temprana que desplaza la respuesta
inmune hacia un tipo Th2, por ejemplo, mediante la administracion sistémica de IL-4, puede prevenir la aparicion de
la enfermedad (Cameron et al, 1997). El equilibrio de las células T efectoras, Th1 y Th2, puede ser importante en el
mantenimiento de la tolerancia inmune, y el cambia en el equilibrio puede resultar en la autoinmunidad. Sin
embargo, la proteccion contra la enfermedad autoinmune no es una propiedad intrinseca de las células Th2 ya que
también se ha demostrado que las lineas de células Th2 a partir de ratones NOD transfieren la enfermedad (Pakkala
et al, 1997).

El sistema inmune ha evolucionado de manera compleja para mantener la auto-tolerancia. El timo ofrece una
importante seleccion inicial de las células T. Esta seleccién da como resultado la exportacion, a la periferia, de
células T que son tolerantes a auto-antigenos presentes en el timo. Sin embargo, muchas proteinas especificas de
tejido no se expresan a niveles suficientes para inducir tolerancia. Por ejemplo, las células T reactivas de los islotes
de Langerhans se han encontrado en sujetos sanos, aunque presumiblemente de baja afinidad (Lohman et al.
1996). Existen varios mecanismos de tolerancia periférica complementan los mecanismos centrales de tolerancia en
el timo para mantener las células T autoreactivas bajo control. Uno de los principales mediadores de la tolerancia
periférica es la célula presentadora de antigeno ("APC"). APC, como las células dendriticas ("DC") y los macréfagos
capturan los antigenos propios de otras células y los presentan a células T autoreactivas para inducir tolerancia de
células T por delecién, anergia y / o generaciéon de células T reguladoras (Heath y Carbone, 2001). La hipotesis
actual es que las APC inmaduras, tales como APC en el sistema inmunoldgico de estado estacionario, inducen la
tolerancia en lugar de activar las células T, presumiblemente debido a la falta de moléculas coestimuladoras.
Hawiger et al. se han dirigido al antigeno hacia la ruta de la clase principal de histocompatibilidad Il ("MHC, 1I") de
DC usando anticuerpos frente a DEC-205, un receptor de endositos restringido a DC (Hawiger et al., 2001). La
presentacion de antigeno por estas DC provocd una corta proliferacion de células T CD4+, seguido por la deleciéon y
los receptores permanecieron tolerantes al antigeno, como se muestra por la falta de respuesta a la posterior
inmunizacion de péptido. En contraste, cuando la localizacion de antigeno fue acompafiada por un fuerte estimulo
de maduracién de las DC tales como anti-CD40, se indujo la inmunidad.

Las células dendriticas también pueden inducir tolerancia periférica mediante la generacién de células T reguladoras
que influyen en las funciones de las células T efectoras a través de citoquinas supresoras o un mecanismo
dependiente del contacto (Roncarolo et al, 2001; Jonuleit et al, 2000; Dhodapkar y Steinman, 2001). Se han
desarrollado una serie de diferentes protocolos para la induccion de células T reguladoras, en general, por medio de
estimulacion "suboptima" de células T. La estimulacién subodptima de células T se puede lograr mediante la
presentacion de antigenos en ausencia de co-estimulacion, o inflamacién, o por bloqueo parcial del receptor de
células T o sus co-receptores CD4 y CD8. El fenotipo y el mecanismo de accién de las células T reguladoras es
heterogénea. Muchas células supresoras son CD4+ CD25+, sin embargo, esta quedando cada vez mas claro que en
muchas situaciones las células CD4+ CD25- son igualmente eficaces. Otros marcadores identificados en la
poblacion de células T reguladoras incluyen CD62L, GITR y CD103 (Lafaille y Lafaille, 2002), y las células T
reguladoras CD8 + también se han descrito (Dhodapkar y Steinman, 2002). Algunas células T reguladoras han
demostrado producir la interleuquina citoquina inmunosupresora ("IL")-10 (Wakkach et al, 2001; Barrat et al. 2002),
mientras que las células T reguladoras inducidas por la tolerancia oral se han caracterizado por la producciéon de
Factor- de crecimiento transformante ("TGF-f"), ademas de las citoquinas de tipo Th2 IL-4 e IL-10 (Weiner, 2001).
Las células supresoras dependientes de contacto se han generado mediante la activacion de las células T
periféricas humanas CD4+ CD45RA+ en presencia de TGF-§ (Yamigawa et al, 2001). Mientras que la induccién de
células T reguladoras requiere la estimulacion a través del receptor de células T, su efecto supresor parece no ser
especifico de antigeno (Thorton y Shevach, 2000).
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Las células inmunoreguladoras T han demostrado desempefiar un papel en la modulacién de las células T
autorreactivas patégenas en los ratones NOD. Hay evidencia de que los ratones prediabéticos albergan células
inmunoreguladoras T y que la disminuciéon de su ndmero, o su capacidad funcional, es un evento importante que
contribuye a la progresion de la enfermedad (Sempe et al, 1994). Los experimentos de cotransferencia han
demostrado que los esplenocitos T CD4+ de ratones prediabéticos impiden totalmente la transmision de
enfermedades por las células diabetogénicas en receptores inmunoincompetentes (Boitard et al, 1989; Hutchings &
Cooke, 1990). Ademas, la induccidon de células T reguladoras por las CD inmaduras se correlaciona con la
prevencion de la enfermedad en el modelo de raton NOD (Huges et al, 2002).

En los seres humanos, las células T autorreactivas que responden a la insulina, descarboxilasa del acido glutamico
("GAD"), proteina de choque térmico ("HSP") 60, o molécula similar a la proteina tirosina-fosfatasa ("IA-2"), y otros
antigenos de células B indefinidos han sido descritos (Roep et al, 1990; Atkinson et al, 1992; Honeyman et al, 1993;
Reijonen et al, 2002).

GAD es una enzima biosintética del neurotransmisor inhibidor del acido gamma aminobutirico (Baekkeskov et al,
1990). Se han clonado dos isoformas distintas con 65% de homologia, GAD65 y GAD67. Aunque GADGE5 es la
isoforma predominante en los seres humanos, mientras que GADG67 es la forma principal en los ratones NOD, los
anticuerpos contra ambas isoformas se detectan en los seres humanos (Kaufman et al, 1992). En los ratones NOD,
los anticuerpos anti-GAD se detectaron antes, o en el momento de, insulitis, y antes de que se desarrollen
anticuerpos frente a otros antigenos de las células B. Este tiempo implica que GAD es el antigeno primario que inicia
la autoinmunidad de las células B en este modelo (Tisch et al, 1993). La evidencia adicional para un papel
importante en la diabetes de GAD proviene de las observaciones de muchos laboratorios que las células T
especificas de GAD aisladas de bazo o el pancreas de ratones diabéticos pueden transferir la enfermedad a los
animales no expuestos (Rohane et al, 1995; Wen et al, 1998; Zekzer et al, 1998). Aunque sigue habiendo
controversia con respecto a la funcion central de GAD en la patogénesis de DM T1, la evidencia de los experimentos
con animales sugiere al menos un papel importante de esta proteina.

La inmunizacién con GADG65 purificada a una edad temprana, ya sea por via intratimica o intravenosa puede inducir
tolerancia de células T contra células B pancreaticas en ratones NOD, evitando de ese modo la insulitis y la diabetes
(Tian et al, 1996; Ma et al, 1997). La induccién de tolerancia contra GAD también podria prevenir el desarrollo de
reacciones inmunitarias contra otros antigenos, tales como HSP65. Otros estudios dirigidos contra péptidos de GAD
fueron capaces de inducir la tolerancia (Tisch et al, 2001; Tisch et al, 1999; Zechel et al, 1998). La proteccién contra
la aparicion de la diabetes también se puede lograr por tratamiento de insulina o HSP65 a través de la via
intravenosa, subcutanea, oral o nasal (Elias et al, 1991; Elias y Cohen, 1994; Elias et al. 1997; Atkinson et al. 1990).
Mientras que las terapias especificas de antigeno son muy eficaces en la prevenciéon de aparicion de la enfermedad
cuando se administra temprano, sélo unos pocos intentos tuvieron éxito en el control de la enfermedad en curso
(Elias y Cohen, 1994; Tian et al, 1996).

Las inmunizaciones de péptidos general no pueden controlar si las células presentadoras de antigenos presentan
los péptidos en una etapa que induce inmunidad o por las células presentadoras de antigeno que pueden cambiar la
respuesta inmune hacia la tolerancia, y por lo tanto puede resultar en la estimulacién inmune o la supresion inmune.

Comprometer el sistema inmune puede prevenir el desarrollo de la diabetes. Una amplia gama de agentes generales
que suprimen la funcién de células T tales como FK506, anti-CD4, anti-CD8, anti-CTLA-4 y otros han demostrado
prevenir o retrasar la aparicion de diabetes en ratones NOD (revisado en: Atkinson y Leiter, 1999). Sin embargo,
ninguno de estos reactivos es especifico para células T diabetogénicas, y la mayoria de éstos se puede prevenir la
aparicion de la enfermedad, pero es ineficaz una vez establecida la enfermedad. Agentes inmunosupresores
generales, tales como ciclosporina probado en ensayos clinicos ha sido efectiva a corto plazo (Feutren et al, 1988;
Skyler y Rabinovitch, 1992). Sin embargo, la interrupciéon de la inmunosupresion llevd a provocar recaidas, y los
efectos secundarios tales como toxicidad renal excluye el tratamiento a largo plazo (Parving et al, 1999).

Se han iniciado ensayos clinicos para evaluar la eficacia de la terapia especifica de antigeno en la diabetes. El
péptido p277 HSP60O (DiaPep277) se analizé en los diabéticos de aparicion temprana (Raz et al, 2001). Multiples
inmunizaciones con el péptido desacelero la progresion de la enfermedad y estudios a gran escala se han iniciado
para validar y ampliar los resultados. Los ensayos clinicos que utilizan la cadena beta de la insulina humana en
combinacién con adyuvante incompleto de Freund, un ligando de péptido alterado de insulina B9-23 y GAD, estan
en marcha. Sin embargo, los ensayos que tratan a los diabéticos recién diagnosticados con insulina oral fracasaron
(Pozzili et al. 2000; Chaillous et al. 2000) y la administracion parenteral de insulina no tuvo éxito en la prevencion de
la enfermedad en prediabéticos de alto riesgo (Ensayo de Prevencion de Diabetes de Tipo 1 (DPT) Grupo de
Estudio, 2002). El fracaso puede deberse a varios factores, incluyendo la eleccidon de antigeno, dosis de antigeno
(Kurts et al., 1999), el momento y la via de administracién. Ademas, la terapia de antigeno no puede controlar qué
tipo de célula inmune capta el antigeno. Mientras que los ratones estan bajo condiciones libres de patégenos
controlados, este no es el caso en los ensayos humanos. El cebado, en lugar de la tolerancia puede tener lugar
cuando hay infecciones bacterianas o virales concurrentes. En los animales, la diabetes podria ser inducida por la
inmunizacion de antigeno bajo ciertas condiciones (Blana et al 1996;. Bellmann et al., 1998).
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Bonifaz et al., (J. Exp. Med. 196 (12), 1627, 2002) describe que la construccion que comprende un anticuerpo DEC-
205 y ovoalbumina puede inducir tolerancia a la ovoalbumina. Desde la comprension de cémo el sistema inmune
mantiene la tolerancia a los antigenos propios ha crecido sustancialmente en la ultima década, las estrategias
terapéuticas actuales para prevenir o curar la DM T1 tienen como objetivo restablecer la tolerancia inmune a
antigenos de células B. Las estrategias de inmunoterapia actuales estan dirigidas a la inducciéon de tolerancia a
antigenos de las células B ya sea directamente mediante la inactivacion de las células T autorreactivas y / o la
induccién de células T con capacidad de regulacion. La induccion de células T reguladoras parece ser un enfoque
prometedor para el tratamiento de una serie de enfermedades autoinmunes.

Resumen

La presente invencion se define por las reivindicaciones. En mas detalle, la presente invencién se refiere a una
construccion de anticuerpo / péptido que comprende: (i) un anticuerpo que reconoce L-SIGN Yy (ii) un péptido unido al
anticuerpo, en donde el péptido es un autoantigeno, en el que el autoantigeno se selecciona del grupo constituido
por acido glutamico descarboxilasa (GAD), un epitopo de GAD, insulina, un epitopo de la insulina, proteinas de
choque térmico (HSP), un epitopo de HSP y antigenos de células . La presente invencién se refiere ademas a un
método para producir de forma recombinante anticuerpos manipulados, el método comprende unir un anticuerpo que
reconoce L-SIGN a un autoantigeno, en el que el autoantigeno se selecciona del grupo que consiste en acido
glutamico descarboxilasa (GAD), un epitopo de GAD, insulina, un epitopo de la insulina, proteinas de choque
térmico (HSP), un epitopo de HSP y antigenos de las células . También se describe aqui un método de tratamiento
de la enfermedad autoinmune mediante la induccién de la tolerancia inmune. La tolerancia inmune se induce
mediante la presentacién de autoantigenos en las células presentadoras de antigeno. Los autoantigenos estan
unidos a los anticuerpos que reconocen receptores de internalizacion de antigenos. Los autoantigenos son
internalizados por y presentados sobre las células presentadoras de antigeno, causando una inhibicién de células T
autorreactivas.

Los métodos y los compuestos descritos en este documento se utilizan para tratar la diabetes mellitus mediante la
induccién de una tolerancia inmune para un autoantigeno, que puede ser, entre otras cosas, antigenos de células j3,
GAD o un epitopo del mismo, insulina o un epitopo del mismo, HSP o un epitopo de la misma. El autoantigeno esta
vinculado a un anticuerpo que reconoce a DC-SIGNR, o una variacion de DC-SIGNR, que es un receptor de
internalizacion de antigeno. El autoantigeno se internaliza en las células endoteliales sinusoidales de higado diana u
otras APC con tolerancia que expresan DC-SIGNR en la superficie. El autoantigeno se presenta en las células
endoteliales sinusoidales hepaticas diana e inhibe la proliferacion de células T autorreactivas.

Las construcciones de anticuerpos / péptido descritos, contienen un anticuerpo para un receptor en una célula
presentadora de antigeno unido a un péptido. El péptido puede ser un antigeno o puede ser un autoantigeno. La
construccion de anticuerpo / autoantigeno o porcién del mismo puede internalizarse por la célula presentadora de
antigeno y se logra la tolerancia inmune al autoantigenos. En algunos casos una toxina se puede combinar con los
anticuerpos de la presente descripcion y se administra a un paciente. Cuando la toxina es, por ejemplo, una célula
tumoral, el anticuerpo de la presente descripcion puede ser utilizado para dirigir la toxina a la célula tumoral y por lo
tanto centrar la administracion de la toxina a la célula tumoral.

También se describen aqui métodos para producir de forma recombinante anticuerpos manipulados que contienen
un anticuerpo para un receptor o una célula presentadora de antigeno ligado a un autoantigeno.

La presente descripcién también se refiere a anticuerpos contra DC-SIGNR que interfieren con la interaccion de
células que expresan DC-SIGNR vy células que expresan ICAM tales como células T.

Los anticuerpos contra DC-SIGNR pueden evitar la entrada de virus en las células del higado, tales como células
sinusoidales del higado y su infeccidn en otras células. La presente descripcion puede incluir el uso de anticuerpos
para DC-SIGNR en las vacunas.

Los anticuerpos contra DC-SIGNR de la presente descripcion puede ser un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos
contra DC-SIGNR de la presente descripcidon también pueden ser un scFv.

También se describe aqui técnicas profilacticas, asi como técnicas de diagndstico utilizando las composiciones y / o
que incorporan los métodos como se describe anteriormente. También se proporcionan composiciones que
comprenden los anticuerpos contra DC-SIGNR de la presente descripcion en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra de forma esquematica la interaccién de una construccion de anticuerpo / autoantigeno en
conformidad con la presente descripcién con una célula presentadora de antigeno (APC), y una célula T.
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La Figura 2A muestra las secuencias de aminoacidos de cadena ligera (Id. de Sec. N°: 1-6) y secuencias de
aminoacidos de cadena pesada de anticuerpos scFv de conejo anti-mSIGNR1.

La Figura 2B muestra las secuencias de cadena pesada de aminoacidos (Id. de Sec. N°: 7-12) de anticuerpos scFv
de conejo anti-mSIGNR1.

La Figura 3 es un diagrama esquematico de una porcién de un vector para la produccién de construcciones de
anticuerpos peptidicos.

La Figura 4 es una representacion grafica de los resultados de los experimentos in vitro de acuerdo con la presente
descripcién que muestra la reactividad de los clones de IgG1 con DC-SIGNR humana.

La Figura 5 es una representacion grafica de los resultados de los experimentos in vitro de acuerdo con la presente
descripcién que muestra la reactividad de los clones de IgG2a con DC-SIGNR humana.

La Figura 6 es una representacion grafica de los resultados de los experimentos in vitro de acuerdo con la presente
descripcién que muestra la reactividad de los clones de IgG1 con DC-SIGNR y DC-SIGN humanos.

La Figura 7 es una representacion grafica de los resultados de los experimentos in vitro de acuerdo con la presente
descripcién que muestra la reactividad de los clones de IgG2a con DC-SIGNR y DC-SIGN humanos.

Las figuras 8A-8C muestran las secuencias de aminoacidos de clones de cadena pesada humana reactivos con DC-
SIGNR (Id. de Sec. N°:17-36).

Las figuras 9A-9B muestran las secuencias de aminoacidos de clones de cadena ligera humana reactivos con DC-
SIGNR (Id. de Sec. N°:37-55).

La Figura 10 muestra secuencias de aminoacidos adicionales de clones de cadena pesada humana reactivos con
DC-SIGNR (Id. de Sec. N°:63-82).

La Figura 11 muestra secuencias de aminoacidos adicionales de clones de cadena ligera reactivos con DC-SIGNR
(Id. de Sec. N°:46-226).

La Figura 12 muestra secuencias de aminoacidos adicionales de clones de cadena pesada reactivos con DC-SIGNR
(Id. de Sec. N°:133-154).

La Figura 13 muestra secuencias de aminoacidos adicionales de clones de cadena ligera reactivos con DC-SIGNR
(Id. de Sec. N°:169-189).

Descripcion detallada

Los métodos actuales inducen la tolerancia inmune a autoantigenos, o péptidos propios, implicados en la
enfermedad autoinmune.

La inmunotolerancia se induce en conformidad con la presente descripcién mediante la administracion de una
construccion de anticuerpo / autoantigeno (a veces denominado aqui como un "anticuerpo modificado") a un sujeto.
La construccion de anticuerpo / autoantigeno incluye un autoantigeno ligado a un anticuerpo.

El componente de anticuerpo puede ser un anticuerpo que se une a cualquier receptor en cualquier célula
presentadora de antigeno. Como los expertos en la técnica apreciaran, los tipos de células presentadoras de
antigenos incluyen células dendriticas, macréfagos, células endoteliales, células de Kupffer y células B. Entre los
receptores conocidos actualmente o células presentadoras de antigenos estan DEC-205, receptor de manosa, DC-
SIGN, DC-SIGNR, MHC, receptor de peaje, langerina, receptor asialoglicoproteina, receptor beta-glucano, receptor
de lectina tipo C e inmunoreceptor de células dendriticas. El receptor puede ser uno que internaliza el anticuerpo
STT. Ya sea si la internalizacion se produce en un receptor particular se puede determinar experimentalmente
utilizando técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los receptores o células presentadoras de antigenos
que se sabe que proporcionan actualmente internalizacion de anticuerpos incluyen DEC-205, receptor de manosa,
DC-SIGN y DC-SIGNR.

El componente de anticuerpo puede ser un anticuerpo natural (aislado usando técnicas convencionales) o un
anticuerpo que se prepara sintéticamente por métodos recombinantes dentro del alcance de los expertos en la
técnica. El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo totalmente humano, un anticuerpo no humano, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico o cualquiera de los tipos anteriores de anticuerpos que han sido
manipulados de cualquier forma (por ejemplo, modificaciones especificos del sitio o desinmunizacion). El anticuerpo
se puede seleccionar ventajosamente a partir de una biblioteca de anticuerpos usando técnicas conocidas por los
expertos en la técnica, tales como, por ejemplo presentacion de fagos y desplazamiento lateral.
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Una vez seleccionado, el acido nucleico que codifica el anticuerpo se puede amplificar utilizando técnicas conocidas
por los expertos en la técnica tales como, por ejemplo, PCR convencional o la técnica de amplificacién descrita en la
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 10 / 251.085 presentada el 19 de septiembre de 2002 y 10 / 014.012
presentada el 10 de diciembre de 2001, respectivamente.

Un autoantigeno estad ligado al anticuerpo para preparar una construccion de anticuerpo / autoantigeno en
conformidad con esta descripcion. Cualquier autoantigeno puede ser empleado. El autoantigeno puede ser de
origen natural y aislarse usando técnicas conocidas para los expertos en la técnica. Alternativamente, si se conoce
la secuencia de aminoacidos del autoantigeno, puede ser preparada sintéticamente usando técnicas conocidas.
Autoantigenos adecuados incluyen insulina, GAD, Hsp, antigenos nucleares, receptor de acetilcolina, la proteina
basica de la mielina, la glicoproteina mielina oligodendrocito, proteina proteolipidica, la glicoproteina asociada a
mielina, proteinas de la membrana basal glomerular y el receptor de tirotropina. El autoantigeno puede ser uno que
induce la tolerancia inmune tras la presentacion por una célula presentadora de antigeno.

El autoantigeno se pueden unir con el anticuerpo mediante cualquier método adecuado. Un método particular se
expone en los Ejemplos, mas adelante, sin embargo esta descripcion no se limita a ningun método particular para
realizar la construccion de anticuerpo / autoantigeno.

Los presentes métodos de induccion de tolerancia inmune a los autoantigenos dirigidos a células presentadoras de
antigeno ("APC") y dirigen un autoantigeno a las células por medio de un anticuerpo. La Figura 1 muestra
esquematicamente la interaccion de una construccidon anticuerpo / autoantigeno en conformidad con la presente
descripcién con una célula presentadora de antigeno (APC), y una célula T. El anticuerpo reconoce un receptor en
las células diana. Para la entrega directa del autoantigeno mediante el anticuerpo, los dos estan unidos. Esta union
puede realizarse mediante cualquier método, aunque esta descripcion delinea el uso de vector de clonacion. El
anticuerpo se dirige y se une solamente al receptor de antigeno de internalizacion unico, asegurando asi la entrega
del autoantigeno al tipo de célula deseado.

Después de que el anticuerpo se una al receptor de internalizacién de antigeno dirigido, el autoantigeno unido y el
anticuerpo se internalizan en la célula presentadora de antigeno. El autoantigeno se presenta en la superficie de las
APC, presumiblemente a través de la interaccion del autoantigeno con el complejo mayor de histocompatibilidad
("MHC") dentro de la célula. Una vez que un autoantigeno se expresa en la superficie de las APC con potencial
coestimulador, las células T autorreactivas no expuestas pueden llegar a activarse y dirigirse y reaccionar con su
autoantigeno especifico. La ausencia de una molécula co-estimuladora en la superficie de la APC es mas probable
que participe en la limitacion de la respuesta de células T. Las células T efectoras autorreactivas pueden matar sélo
un numero limitado de células de tejido que expresan el antigeno. Después de matar a unas cuantas células diana,
la célula efectora muere. Las células presentadoras de autoantigenos se toleran a partir de este momento.

La construccién de anticuerpo / autoantigeno descrito se puede administrar de acuerdo con métodos conocidos, por
ejemplo, inyeccion o infusiébn por via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, subcutanea,
intraocular, intraarterial, intratecal, inhalacion o intralesional, topica o por sistemas de liberacién sostenida como se
indica mas adelante. La construccién de anticuerpo / autoantigeno se puede administrar de forma continua por
infusién o por inyeccion de bolo. Uno puede administrar la construccion de anticuerpo / autoantigeno de una manera
local o sistémica.

Las construcciones de anticuerpo / autoantigeno se puede preparar en una mezcla con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las técnicas para la formulacion y administracién de los compuestos de la presente
solicitud pueden encontrarse en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima
edicion. Esta composicion terapéutica puede administrarse por via intravenosa o a través de la nariz o el pulmén,
preferiblemente como un aerosol liquido o en polvo (liofilizado). La composicion también puede administrarse por via
parenteral o subcutanea segun se desee. Cuando se administra sistémicamente, la composicion terapéutica debe
ser estéril, libre de pirégenos y en una solucién parenteralmente aceptable que tiene debidamente en cuenta el pH,
la isotonicidad, y la estabilidad. Estas condiciones son conocidas por los expertos en la técnica.

En resumen, las formulaciones de dosificacién de la construccion de anticuerpo / autoantigeno descrito se preparan
para su almacenamiento o administracién mezclando el compuesto que tiene el grado deseado de pureza con
vehiculos fisiolégicamente aceptables, excipientes, o estabilizadores. Tales materiales no son toxicos para los
receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, y pueden incluir tampones tales como TRIS HCI,
fosfato, citrato, acetato y sales de otros acidos organicos; antioxidantes tales como acido ascorbico; péptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente diez residuos) tales como poliarginina, proteinas tales como albumina
de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como
glicina, acido glutamico, acido aspartico, o arginina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo
celulosa o sus derivados, glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar
tales como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio y / o tensioactivos no idnicos tales como Tween,
Pluronics o polietilenglicol.
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Cuando se usa para administracion in vivo, la formulacién de construccion de anticuerpo / autoantigeno debe ser
estéril y puede formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional. Esto se consigue facilmente
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes o después de la liofilizacién y reconstitucion.
El anticuerpo normalmente se almacenara en forma liofilizada o en solucién. Otros vehiculos tales como aceite
vegetal de origen natural como aceite de sésamo, cacahuete, o de semilla de algoddn o un vehiculo graso sintético
como oleato de etilo o similares pueden ser deseables. Tampones, conservantes, antioxidantes y similares pueden
incorporarse de acuerdo con la practica farmacéutica aceptada.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso incluyen composiciones en las que una o mas
construcciones de anticuerpo / autoantigenos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir su propoésito
previsto. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de anticuerpo eficaz
para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de la enfermedad o prolongar la supervivencia del sujeto que esta
siendo tratado. La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz estd dentro de la capacidad de los
expertos en la técnica, especialmente a la luz de la descripcion detallada proporcionada en el presente documento.
Las dosificaciones terapéuticamente eficaces pueden determinarse mediante el uso in vitro y en métodos in vivo.

Una cantidad eficaz de construccion anticuerpo / autoantigeno a emplear terapéuticamente dependera, por ejemplo,
de los objetivos terapéuticos, la via de administracion, y la condicion del paciente. Ademas, el médico de cabecera
tiene en cuenta diversos factores conocidos para modificar la accién de los farmacos incluyendo la gravedad y el tipo
de enfermedad, peso corporal, sexo, dieta, tiempo y via de administracién, otros medicamentos y otros factores
clinicos relevantes. En consecuencia, sera necesario para el terapeuta titular la dosificacion y modificar la ruta de
administracion segun se requiera para obtener el efecto terapéutico éptimo. Tipicamente, el clinico administrara la
construccion de anticuerpo / autoantigeno hasta que se alcance una dosis que consiga el efecto deseado. El
progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante ensayos convencionales.

Para cualquier construccion de anticuerpo / autoantigeno, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Por ejemplo, una dosis puede formularse en modelos animales
para conseguir un rango de concentracion circulante que incluye la CEsp como se determina en cultivo celular (por
ejemplo, la concentraciéon de la molécula de ensayo que promueve o inhibe la proliferacion o diferenciacion celular).
Dicha informacién se puede utilizar para determinar con mayor precision las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de las construcciones anticuerpos / autoantigeno descritas en este documento
pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, para determinar la DLsg (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DEsq (la dosis
terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es
el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion entre DLsg y DEso. Las moléculas que presentan indices
terapéuticos elevados pueden ser utilizadas. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y estudios en
animales pueden usarse para formular un rango de dosificacion para uso en humanos. La dosificacion de tales
moléculas puede estar dentro de un rango de concentraciones circulantes que incluyen la DEsy con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
la via de administracion utilizada. La formulacién exacta, la via de administracion y dosis puede elegirse por el
médico en vista de la condicidn del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en "The Pharmacological Basis
of Therapeutics", cap. 1 pag. 1.)

La cantidad de dosificacion y el intervalo se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles de plasma de
la construccién de anticuerpo / autoantigeno que son suficientes para promover o inhibir la proliferacion o
diferenciacion celular o la concentracion eficaz minima (MEC). La MEC variara para cada construccion de anticuerpo
/ autoantigeno, pero puede estimarse a partir de datos in vitro utilizando ensayos descritos. Las dosificaciones
necesarias para lograr la MEC dependeran de las caracteristicas individuales y la via de administracién. Sin
embargo, los ensayos de HPLC o los bioensayos pueden utilizarse para determinar las concentraciones
plasmaticas.

Los intervalos de dosificacion también pueden determinarse utilizando el valor MEC. Las moléculas de construccion
de anticuerpo / autoantigeno deben administrarse utilizando un régimen que mantenga los niveles plasmaticos por
encima de la MEC durante el 10-90% del tiempo, preferiblemente entre 30-90% y mas preferiblemente entre 50-
90%.

En los casos de administracion local o captacidon selectiva, la concentracion local eficaz de la construccion de
anticuerpo / autoantigeno puede no estar relacionada con la concentracion plasmatica.

Una dosis diaria tipica podria oscilar desde aproximadamente 1 ug / kg hasta 1000 mg / kg o mas, dependiendo de
los factores mencionados anteriormente. Tipicamente, el clinico administrara la construccion de anticuerpo /
autoantigeno hasta que se alcance una dosis que consiga el efecto deseado. El progreso de esta terapia se
monitoriza facilmente mediante ensayos convencionales.
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Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximadamente 0,001 mg / kg hasta aproximadamente
1000 mg / kg, mas preferiblemente desde aproximadamente 0,01 mg a 100 mg / kg, mas preferiblemente desde
aproximadamente 0,010 a 20 mg / kg de la construccion anticuerpo / autoantigeno puede ser una dosis candidata
inicial para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o
mediante infusién continua. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas tiempo, dependiendo de la
condicion, el tratamiento se repite hasta que ocurre una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad o se
consigue la mejora deseada en la condicién del paciente. Sin embargo, otros regimenes de dosificacién también
pueden ser Utiles.

Los métodos descritos se pueden usar para tratar la diabetes mellitus mediante la induccién de la tolerancia inmune
a las células B productoras de insulina de los islotes de Langerhans en el pancreas. Los autoantigenos de estas
células estan ligados a anticuerpos que reconocen el antigeno del receptor de internalizacion deseado. Los
autoantigenos adecuados para su uso en esta descripcién son antigenos de células 3, y epitopos o péptidos que
representan epitopos de insulina, descarboxilasa del acido glutamico ("GAD") y proteina de choque térmico ("HSP").
La unién de un conjunto de péptidos que abarcan epitopos de insulina, GAD y hsp a un anticuerpo anti-DC-SIGNR
tiene el potencial para inducir la tolerancia a todos los principales antigenos implicados en la DM T1. Otros
autoantigenos pueden ser conocidos y utilizados, o descubiertos y utilizado, por los expertos en la técnica.

El receptor de antigeno de internalizaciéon se presenta en APC especializados. Para este método, el receptor de
antigeno de internalizacion elegido es DC-SIGNR (receptor no relacionado con integrina de captura de molécula de
adhesioén intercelular 3 especifica de células dendriticas). DC-SIGNR se expresa por células endoteliales
sinusoidales hepaticas ("CESH"), que son células presentadoras de antigeno residentes de higado. (Pohlmann et al,
2001). DC-SIGNR pertenece a la familia de los receptores de internalizacion de patdégenos que internalizan proteina
unida a receptor y facilitan la presentacién de antigenos. (1Geijtenbeek et al.,, 2002). Se ha demostrado que la
presentacion de un antigeno por CESH resulta en una tolerancia especifica de antigeno (Limmer et al., 2000). En
contraste con otros tipos de células dendriticas que pueden madurar de un estado inmaduro tolerogénico a un
estado de activacion, las células sinusoidales hepaticas no pueden ser inducidas a convertirse en una célula que
presentan antigeno activadora (2Knolle et al., 1999). El homdélogo humano DC-SIGNR (también llamado L-SIGN)
para DC-SIGN humano muestra 77% de identidad con DC-SIGN en el nivel de aminoacidos y tiene el dominio tipico
de internalizacion de receptores (Bashirova et al, 2001; Soilleux et al, 2000). DC-SIGNR es altamente expresado en
CESH y también se encuentra en una subpoblacién de células similares a macréfagos de los ganglios linfaticos,
pero no se expresa por DC.

A los fines de la presente descripcion, los términos "DC-SIGNR" y "L-SIGN" se utilizan indistintamente.

La lectina tipo C de raton DC-SIGN (CD209) se ha identificado recientemente como un receptor especifico de DC.
DC-SIGN media la migracion transendotelial de DC, que permite respuestas inmunes primarias al iniciar
interacciones transitorias de células DC-T (*Geijtenbeek et al, 2000; *Geijenbeek et al, 2000). DC-SIGN también
sirve como un receptor de internalizacién de antigeno de reconocimiento de patdgenos a través de estructuras de
hidratos de carbono. Ademas de su importante papel en la agrupacion de células DC-T y la iniciacion de respuestas
de células T, DC-SIGN es un receptor importante implicado en la infeccion de DC y posterior transmision a las
células T de virus tales como el VIH-1, VIH-2, SIV-1, virus de la hepatitis C (HCV), virus de Ebola, citomegalovirus
(CMV) y el virus dengue; bacterias tales como Helicobacter pylori, Klebsiella pneumonae, y Mycobacteria
tuberculosis; levaduras tales como Candida albicans; y parasitos como Leishmania pifanoi y Schistosoma mansoni.
El homélogo murino de DC-SIGNR, mSIGNRI, capta antigenos que se internalizan rapidamente y dirigidos a
lisosomas para su procesamiento ('Geijtenbeek et al, 2002). Basado en la secuencia de aminoacidos, el mSIGNR1
murino es igualmente homodloga a DC-SIGNR humano, como al DC-SIGN humano y es por lo tanto util para los
estudios de modelado animal.

Los anticuerpos contra DC-SIGNR pueden modular, es decir, inhibir o potenciar, la interaccién de células que
expresan DC-SIGNR con células que expresan ICAM. Los anticuerpos anti-DC-SIGNR pueden unirse al sitio del
receptor DC-SIGNR en la superficie de una célula presentadora de antigeno tal como CESH, y dificultan la
interaccion entre la CESH y una célula T. Mas especificamente, los anticuerpos contra DC-SIGN reducen la
adhesion entre las células T y CESH al interferir con la adhesién entre DC-SIGNR y un receptor ICAM en la
superficie de una célula T.

Tal como se usa en el presente documento, "receptor ICAM" significa tanto el receptor ICAM-2 y ICAM-3,
especialmente el receptor de ICAM-3.

Los anticuerpos contra DC-SIGNR de la presente descripcion pueden no unirse a DC-SIGN.

Los anticuerpos contra DC-SIGNR de la presente descripcion pueden bloquear la entrada del virus en las células del
higado, tales como células sinusoidales del higado y su infeccién en otras células.

Al interferir con la adhesién de las células T a células presentadoras de antigeno, el uso de anticuerpos para DC-
SIGNR afectara a la agrupacion celular de células T presentadoras de antigeno, la activacion de células T y otras
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interacciones que se basan en el contacto entre las células presentadoras de antigeno y las células T. Estas otras
interacciones incluyen tanto el contacto directo de célula a célula o en proximidad a las células presentadoras de
antigeno y las células T.

En otras realizaciones, los anticuerpos anti-DC-SIGNR de la presente descripcidon estan unidos con péptidos tales
como autoantigenos, o péptidos. Estos péptidos se pueden unir a anticuerpos anti-DC-SIGNR por cualquier método
adecuado, incluyendo el trasplante de un vector a un fragmento de anticuerpo y la clonacién del enlace vector /
anticuerpo, o enlace quimico. Los métodos de unién de un vector, clonacion o de union quimica son bien conocidos
para los expertos en la técnica.

Los péptidos, preferiblemente autoantigenos, junto con el anticuerpo unido, se internalizan en la CESH. Las CESH
son portadoras de moléculas de superficie necesarias para la presentacion de antigenos tales como MHC I, CD80 y
CD86 (Lohse et al, 1996; Rubinstein et al, 1986). Ademas de inducir un fenotipo regulador en células T CD4+ no
expuestas (Knolle et al, 1999), las CESH pueden inducir tolerancia en las células T CD8+ mediante la presentacion
cruzada de antigeno exdgeno (Limmer et al, 2000). Las CESH responden a estimulos como TNF-a y endotoxina
mediante desregulacién de MHC, y dificultando el procesamiento endosomal (2Knolle et al, 1999). Ademas, las
CESH no migran fuera del higado a los 6rganos linfaticos.

Esta internalizacion facilita la presentacién de péptidos auto-antigeno a la superficie para las CESH, a través de
interacciones mediadas por MHC. Una vez que un autoantigeno se expresa en la superficie de las CESH que
poseen potencial coestimulador, las células T autorreactivas no expuestas pueden llegar a activarse. Las células T
dirigen y reaccionan con el autoantigeno unido. Las células T efectoras matan unas cuantas CESH y mueren sin
moléculas coestimuladoras. Esta presentacién de un autoantigeno por CESH resulta en tolerancia especifica de
autoantigeno.

El higado tiene un microambiente Unico con una gran cantidad de mediadores tolerogénicas tales como IL-10 y TGF-
B y APC especializadas que favorecen el desarrollo de tolerancia inmunoldgica (1Knolle y Gerken, 2000). Las
propiedades tolerogénicas del higado estan apoyadas por el hallazgo de que los trasplantes hepaticos alogénicos
pueden ser aceptados a través de barreras de MHC (Calne, 1969). Ademas, la aplicacion de antigenos a través de
la vena porta es mas probable que conduzca a la tolerancia que la aplicacion sistémica del antigeno (Kamei et al,
1990). El drenaje a través del higado se ha descrito que es un requisito previo para la induccién de la tolerancia oral
(Yang et al, 1994). La sangre que pasa a través de los vasos hepaticos primero entra en contacto con las células de
Kupffer y las CESH. La sangre fluye a través de los sinusoides hepaticos lentamente, permitiendo el contacto entre
las poblaciones de células hepaticas sinusoidal y los leucocitos que pasan. Las CESH llevan moléculas de superficie
necesarias para la presentacion de antigenos tales como MHCII, CD80 y CD86 (Lohse et al, 1996; Rubinstein et al,
1986). Ademas de inducir un fenotipo regulador en células T CD4+ no expuestas (3Knolle et al, 1999), las CESH
pueden inducir tolerancia en las células T CD8+ mediante la presentacion cruzada de antigeno exégeno (Limmer et
al, 2000). Klugewitz et al (Klugewitz et al, 2002) demostré que la inyeccién de Th1, células TCR transgénicas
productoras de IFN-y en ratones resulta después de la inmunizacion intravenosa de proteinas en la supresion de la
produccién de IFN-y por estas células en el higado y la promocién de las células Th2 . En contraste con APC
mieloide profesional que puede diferenciarse de un estado tolerogénico inmaduro, en una etapa de iniciacion de la
inmunidad madura, las CESH responden a estimulos como TNF-a y la endotoxina mediante desregulacion de MHC
y dificultando el procesamiento endosomal (2Knolle et al, 1999). Ademas, las CESH no migran fuera del higado a los
organos linfaticos. Las CESH podrian no ser las Unicas APC especializadas en la induccion de tolerancia. Pugliese
et al. identificaron recientemente un pequefio subconjunto de DC del bazo que indujeron la tolerancia mediante la
presentacion de autoantigeno expresado de forma enddgena (Puglise et al, 2001). En general, las CESH parecen
ser un tipo de célula favorable para la presentacion de antigenos de células B con el propodsito de induccion de la
tolerancia.

La practica de los métodos descritos se comprenderan mas plenamente a partir de los siguientes ejemplos, que se
presentan solo para ilustracion y no deben interpretarse como limitantes en modo alguno.

Ejemplo 1 - Obtencién de anticuerpos anti-mSIGNR1

Usando la tecnologia de presentacién de fagos, un panel de anticuerpos de cadena sencilla (scFv) que reconocen
mSIGNR1 fue identificado. Los scFv contienen la region variable de la cadena ligera y pesada conectadas por un
enlazante. Su longitud corta hace que estos fragmentos de anticuerpos sean muy adecuados para la uniéon de
antigeno, y la capacidad de unién al receptor se conserva. Los conejos fueron inmunizados con mSIGNR1
recombinante, y una biblioteca de anticuerpos scFv se construyé utilizando el vector pRL4 de presentacion de fagos
que se describe en la solicitud internacional N° WO 02/46436 A2 publicada el 13 de junio de 2002. Los fragmentos
de anticuerpos en este sistema se muestran en el gen Il de la proteina de la cubierta del fago. Los anticuerpos que
reconocen MSIGNR1 se aislaron por 4 rondas de solapamiento en fase sélida sobre mSIGNR1 recombinante. Se
identificaron seis anticuerpos diferentes. Las secuencias de aminoacidos de estos seis anticuerpos se presentan en
las Figuras 2A y B (Id. de Sec. N°: 1-6 y 7-12, respectivamente). Todos los anticuerpos reconocieron mSIGNR1 en
ELISA en fase sdlida, y no se observd ninguna reactividad cruzada con mDC-SIGN, el homdlogo murino de DC-
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SIGN humano. Los anticuerpos se marcaron para el epitopo con HA y HIS6. Tanto mSIGNR1 y DC-SIGNHIS se
produjeron por células 3T3 EBNA y se purificaron sobre una columna de niquel.

Ejemplo 2 - Identificacién de anticuerpos anti-mSIGNR1 que se internalizan tras la uniéon a la superficie celular del
receptor

Cribaje de de lineas celulares que expresan mSIGNR1

Un panel de lineas celulares de macréfagos murinos (P388D1, 1-13,35, WEHI-3 y J774) son examinados para
detectar la expresion de mSIGNR1 por RT-PCR por métodos estandar. Los cebadores se disefiaron basandose en
la secuencia de Genbank de SIGNR1 y se utilizan éstos en RT-PCR de 6rganos de ratdon. Se identifica una linea
celular que expresa mSIGNR1 en el nivel de RNAm y la expresion en la superficie se confirmd mediante analisis de
FACS. Se incubaron 5 x 10° células con 1 ug de anticuerpo anti-mSIGNR1 en PBS que contenia 1% de BSA y 0,1%
NaNs en hielo durante 15 minutos, condiciones que no permiten la internalizacion de anticuerpos. Después de 2
lavados con PBS que contenia 1% de BSA y 0,1% NaNs, anti-mSIGNR1 unido se detecta mediante anti-HA
biotinilado (Roche) seguido de estreptavidina conjugada con PE (Becton Dickenson) y las células se analizan
mediante FACS Calibur (Becton Dickinson). Alternativamente, la internalizacion se determina en células primarias
conocidas para expresar mSIGNR1 tales como las células endoteliales sinusoidales del higado. La expresion de
mSIGNR1 en las CESH también puede ser confirmada por FACS como se describid anteriormente, pero sélo 1 x 10°
células se afiade por reaccion.

Medicion de la internalizacion

Una vez que una linea celular que expresa mSIGNR1 o tipo de célula primaria ha sido identificado, la internalizacion
del panel de anticuerpos se evalu6 mediante el analisis FACS. Para mostrar que la internalizacion se basa en la
union de mSIGNR1, se incluye una linea celular que no expresa mSIGNR1 tales como células dendriticas JAWS1 de
raton. La deteccion de anti-mSIGNR1 usando anticuerpo anti-HA biotinilado seguido de estreptavidina conjugado
con PE en células intactas y permeabilizadas se compara como se describe para anticuerpos anti-DEC-205 (Mahnke
et al, 2000). 1,5 x 10° células para lineas celulares o 3 x 10° células para células primarias se incuban con 3 pg de
mSIGNR1 en PBS que contenia 1% de albumina de suero bovino (BSA) durante 20 minutos a 4 °C para permitir la
union del anticuerpo a la superficie sin internalizacion. El anticuerpo no unido se elimina mediante lavado 2 veces
con PBS que contenia 1% de BSA a 4 °C. Cada muestra se divide en 3. Un tercio se fija con 4% de
paraformaldehido y la superficie anticuerpo se detecta como se ha descrito anteriormente. Los otros dos tercios se
incuban adicionalmente durante 30 minutos a 37 °C para permitir la internalizacion antes de fijarse. La mitad se
detecta directamente con anti-HA y estreptavidina, la otra mitad se permeabiliza mediante la incubacion de las
células con PBS que contenia 0,1% (vol / peso) de saponina (Sigma-Aldrich). La cantidad de anticuerpo
internalizado se calcula restando la fluorescencia media en las células fijadas de la registrada con las células fijadas
y permeabilizadas. Los anticuerpos con los porcentajes mas altos de internalizacion en 30 minutos se eligen para
realizar nuevos estudios que unen péptidos a anticuerpos. Un scFv de conejo existente sin relacion se utiliza como
un control negativo, el anticuerpo ER-TR9 comercialmente disponible que se ha demostrado recientemente que se
une a mSIGNR1 (1Geijtenbeek et al, 2002) se utiliza como un control positivo. También, fragmentos Fab de ER-TR9
se produjeron por digestion con papaina y se ensayaron para la internalizaciéon para verificar que la dimerizacién no
es un requisito para la internalizacion. Si se desea, los scFv se pueden convertir en Fab'2 o I1gG.

En una realizacion alternativa, una biblioteca mSIGNR1 se solapa para la internalizacion de anticuerpos como se
describe por el grupo de James D. Marks (Poul et al., 2000). Un proceso adecuado para esta realizacion se describe
a continuacion.

Seleccion de anticuerpos de internalizacién de la biblioteca de fagos mSIGNR1

5 x 10° células identificadas como se ha descrito anteriormente para expresar mSIGNR1 se incuban con 1 x 10"
unidades formadoras de colonias de fagos de una biblioteca de mSIGNR1 presentando fragmentos de anticuerpo
fusionado con la proteina del gen 3 en su superficie durante 1,5 horas a 4 °C para permitir la unidon del fago sin
internalizacion. Después de la unién del fago, las células se lavaron 5 veces con solucién salina tamponada con
fosfato para eliminar el fago unido débilmente o de forma no especifica. Las células se incubaron entonces durante
15 minutos a 37 °C para permitir la endocitosis del fago unido a la superficie, pero evitar la degradacion del fago
dentro de la célula. Para eliminar el fago unido a la superficie de la célula, las células se separan mediante tres
lavados con un tampén de glicina a pH bajo. Luego, las células se tratan con tripsina y se lavan con PBS antes de
ser lisadas con trietilamina a pH alto. El lisado celular que contiene el fago se utilizé6 para infectar E. coli para
preparar los fagos para la siguiente ronda de seleccion. Se realiz6 un total de tres rondas de seleccion. El titulo de
fago unido a la superficie celular (que se encuentra en el primer lavado de glicina a pH bajo) y el numero de fago
recuperado dentro de la célula son monitorizados para cada ronda. Un aumento en el numero de fagos endocitados
indica una seleccién exitosa de la internalizacion de anticuerpos de fagos.

Para determinar si cualquiera de los fragmentos de anticuerpo scFv internalizados se unen a mSIGNR1, 500 clones
de la ronda 3 se seleccionan utilizando un sistema roboético Qpix (Genetix) y se cultivaron en placas de 96 pocillos en
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medio SB durante la noche en un agitador HiGrow (Gene Machines). El dia siguiente, los platos se centrifugan y los
sobrenadantes se analizan en ELISA mSIGNR1 de fase sdlida usando un sistema robético Genesis freedom 200
(Tecan). Las placas de ELISA de 96 pocillos se recubren con 1 ude g mSIGNR1 / ml de PBS durante la noche a 4
°C. Al dia siguiente, las placas se bloquean con 1% de BSA, seguido de 3 lavados con PBS que contenia 0,05% de
Tween. Las placas de control se recubren con 1% de BSA. Los sobrenadantes que contienen anticuerpos se afiaden
a los pozos con mSIGNR1 o BSA solo en concentraciones entre 0,05 - 5 ug / ml en PBS que contenia 1% de BSA.
Después de 2 horas en un agitador a temperatura ambiente, las placas se lavaron 3 veces con PBS que contenia
0,05% de Tween. Para la deteccion del scFv unido, se afiade anticuerpo anti-HA (12CA5 liquido ascitico de ratén,
Strategic Biosolutions, DE) en una dilucién 1:1000 en PBS con 1% de BSA. Después de 2 horas en un agitador a
temperatura ambiente, las placas se lavaron de nuevo y se afiade IgG anti-raton conjugada con fosfatasa alcalina
(Sigma) durante 2 horas. Después de 3 lavados mas, el anticuerpo unido se detecté usando sustrato Sigma 104®.
Las placas se leen en diversos puntos temporales a una DO4ps con un lector de placas de ELISA (Molecular
Devices).

Los clones que dan una sefial positiva en el ELISA se caracterizan por el patrén de digestion de enzimas de
restriccion. EI DNA se aislé utilizando equipo miniprep de Qiagen. 2 ug de DNA se digirié con 5 U de EcoRlIl durante
2 horas a 37 °C y luego las muestras se colocan en un gel de agarosa NuSieve al 4%. Los patrones se compararon
y las secuencias se purificaron en pequefias cantidades (alrededor de 100 a 300 pg). Los scFv se ensamblan
adecuadamente en el espacio periplasmico de las bacterias y se secretan. Los scFv se pueden aislar a partir del
sobrenadante o del espacio periplasmico. Los clones se cultivan en 4 litros de SB a una DOgg de 0,8 y se indujeron
con isopropil-PD-tiogalactopiranésido 1 mM (IPTG) durante 3-4 horas a 30 °C para producir cantidades 6ptimas de
scFv. Para aislar anticuerpos de cadena sencilla del espacio periplasmico, los sedimentos celulares se
resuspendieron en PBS frio con la adicion de inhibidor de la proteasa Complete Mini (Roche) y se sonicaron
utilizando un Sonics Vibra-cell VC750. Los restos celulares se sedimentaron y los sobrenadantes se aplicaron a las
columnas Qiagen Ni-NTA usando una FPLC Akta (Pharmacia). El anticuerpo se eluy6 con imidazol. Este método
generalmente produce aproximadamente 100-300 pg de anticuerpo purificado / litro. La endotoxina se elimina por
filtracion a través de filtros Sartorius QI5 generalmente produciendo preparaciones de anticuerpos que contienen
menos de 10 U / ml de endotoxina como se determind mediante la prueba de LAL (un ensayo comercialmente
disponible de Bio Whittaker). Los anticuerpos se analizaron de nuevo para la internalizacién como se ha descrito
anteriormente, asi como para la union a mSIGNR1 recombinante en ELISA en fase sdlida. El anticuerpo con el
mayor porcentaje de internalizacién a los 30 minutos y una buena sefial en un ELISA en fase sdélida (> 10D después
de 1 hora a 1 ng / ml) se seleccionan para producir construcciones de péptido-anticuerpo.

Ejemplo 3 — Unién de péptidos GAD a anticuerpos
Vector y estrategia de clonacién

Después de la identificacion del mejor scFv producido por bacterias, se hace una conversién a un sistema de
expresion de mamifero. La expresién en mamiferos permite las modificaciones secundarias apropiadas de los
péptidos y la produccién libre de endotoxinas. Se utiliza un vector (por ejemplo, descrito en la Patente de Estados
Unidos N° 6.355.245) con sitios de restriccion compatibles como se muestra en la figura 3. El DNA del anticuerpo de
interés en pRL4 (descrito anteriormente) se corta con Sfi y se inserta en el vector Apex 3P que contiene un promotor
CMV vy la secuencia lider de los anticuerpos de mamiferos. Para insertar los nucleétidos que codifican los péptidos
de interés, se eligen sitios de restriccion entre los sitios disponibles (MCS = Nael, Fsel, Xbal, EcoRlI, Pstl, EcoRY,
BsaBl, BstXIl, Notl, BsrBl, Xho, PbvIOI, Sphl, Nsil, Xbal) que no estan contenidos dentro de la secuencia del
anticuerpo. Los oligonucleétidos que codifican los péptidos son sintetizados mediante Operon con los sitios de
restriccion apropiados en cada extremo y se insertan utilizando la ligasa T4 de DNA. La construccién resultante
contendra el scFv seguido por un espaciador determinado por la enzima de restriccion elegida seguido de un péptido
y un marcador de His (Figura 3). Las secuencias se confirman usando técnicas estandar antes de la transfeccion del
DNA en células 393EBNA para la produccién de anticuerpos.

Eleccion del péptido

Si bien se debe entender que cualquiera de los péptidos de los autoantigenos conocidos de la diabetes, insulina, hsp
y GAD 65 y 67 pueden ser utilizados en los procesos descritos en el presente documento, para el siguiente
experimento, GAD es elegido como el péptido. Las células T GAD-reactivas son las primeras células T
autorreactivas para ser detectadas en el raton NOD (Tisch et al. 1993; Kaufman et al, 1993) y han demostrado ser
importantes en el proceso de la enfermedad. Ademas, el GAD humano y murino tienen un 95% de homologia. Los
epitopos reconocidos por las células T NOD de bazo han sido ampliamente caracterizados (Kaufman et al, 1993;
Tisch et al. 1999;. Zechel et al. 1998) y muchos péptidos inmunodominantes son similares en los ratones NOD vy los
pacientes con DM T1 y se han utilizado indistintamente en ensayos in vitro de células T (Kaufman et al. 1993). La
respuesta inmune inicial en los ratones NOD se dirige contra una region definida en la regién carboxi-terminal de
GADG65 (péptido 509-528, péptido 524-543 (Kaufman et al. 1993). Las respuestas tardias de células T son también
dirigidas contra otras regiones entre 200-300, asi como otros autoantigenos Uno de los primeros epitopos de células
T GADG65 CD4, el péptido 524-543 (SRLSKVAPVIKARMMEYGGT (Id. de Sec. N°: 13), la misma secuencia en
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ratones y seres humanos) y dos de los ultimos epitopos GAD65 murinos que se producen, péptido 247-266
(NMYAMLIARYKMFPEVKEKG (Id. de Sec. N°: 14), 1 amino acido de diferencia entre la secuencia humana y de
ratén, subrayado), y el péptido 290-309 (ALGIGTDSVILIKCDERGK (Id. de Sec. N° 15), la misma secuencia en
ratones y humanos) se seleccionan para su uso como los péptidos en este experimento. Los 3 epitopos pueden
inducir una respuesta proliferativa espontanea en esplenocitos de NOD. Ademas, la inmunizaciéon con el péptido
247-266 y el péptido 290-309 han demostrado retrasar la aparicion de la diabetes en ratones NOD (Ma et al.1997;
Tisch et al. 1999; Zechel et al. 1998). Ademas de epitopos de células T CD4, la tolerancia a los epitopos de células
T CD8 también se ha descrito que es importante (Quinn et al. 2001; Bercovici et al, 2000). Como control negativo,
una construccion de anticuerpo se hace con péptido 116-124 de lisozima de huevo de gallina (KGTDVQAWI) (Id. de
Sec. N° 16). Los péptidos mas eficaces de estos estudios in vitro se unen en varias combinaciones con una
construccién de anticuerpo y se analizaron en el modelo de diabetes NOD.

Ejemplo 4 - Produccion y purificacion de la construccion de anticuerpo-péptido

Para los experimentos de células T, aproximadamente 300 pug de cada construccién de anticuerpo se produce en
EBNAZ293 de células rindn de embriones humanos. Las células se cultivan en DMEM con 10% de FCS, glutamina 2
mM y 250 U / ml de G418 (Sigma). Las células en matraces Ti75 son transfectadas con DNA usando el reactivo
Effectine de Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El medio se intercambia por medio libre de
suero después de 3 dias. El sobrenadante se recoge en el dia 4 y el dia 8, los desechos de células se retiran por
centrifugacion y el sobrenadante clarificado se carga en una columna de Ni-utilizando un Akta-FPLC. El anticuerpo
se eluye con imidazol, se dializa en PBS y el tamafio correcto se verifica mediante 1 ug en un gel de SDS.

Ejemplo 5 - Internalizacién de la construccion de anticuerpo-péptido mediante CESH que resulta en la presentacion
del péptido y el efecto de esta presentacion en las células T

Las células sinusoidales hepaticas estan dirigidas in vitro con la construccion de péptido-anticuerpo y se determina si
estas células pueden inducir un cambio fenotipico en las células T derivadas de ratones NOD jovenes o ratones Balb
Ic.

Aislamiento de células endoteliales sinusoidales murinas

Las células endoteliales sinusoidales hepaticas se aislan de ratones NOD de 3 semanas de edad o ratones Balb / ¢
de 4-6 semanas de edad. Las células se obtienen por perfusiéon portal primero con EGTA para quelar el calcio y
aflojar los contactos célula-célula, seguido por perfusion con 0,05% de colagenasa A en tampén de Hank para
degradar la matriz intercelular como se describe por Kretz-Rommel (Kretz-Rommel y Boelsterli, 1995). El higado
perfundido se retira del raton y se trabajé suavemente con un par de pinzas en angulo. La suspension celular en
bruto resultante se filtré6 a través de una serie de tamices metalicos (30, 50, 80 de malla) para eliminar los
fragmentos de tejido mas grandes. Las células sinusoidales se separan de las células del parénquima por
centrifugacion en gradiente de densidad en un gradiente de metrizamida (1,089 g / cm3), seguido de 2 etapas de
lavado para eliminar los desechos celulares (3Knolle et al, 1999). En este punto, se obtiene una mezcla de células de
Kupffer y células sinusoidales del higado. Para los experimentos FACS esto es suficiente, ya que las células de
Kupffer se pueden distinguir de las células endoteliales sinusoidales del higado utilizando el anticuerpo F4/80 que
reconoce las células de Kupffer, pero no las células sinusoidales hepéticas. Sin embargo, para los experimentos de
co-cultivo con células T y péptido, las células de Kupffer se eliminan mediante el marcaje de las células con F4/80
conjugado con PE (BD Pharmingen) seguido de microperlas anti-PE de Miltenyi y clasificacion magnética de las
células marcadas utilizando la columna MACS vy el separador de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
poblacién de células restante se sembré en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10% y 2% de glutamina. La pureza de las poblaciones de
células se analiza el dia 3 después de aislamiento por tincion FACS para marcadores de superficie utilizando anti-
mSIGNR1 y anti-F4/80. mSIGNR1 est4 ausente en las células de Kupffer (1Geijtenbeek et al, 2002). El 90% de
pureza se considera suficiente para continuar con los experimentos. Se utilizan 2 higados de ratones por
experimento con un rendimiento esperado de aproximadamente 2 x 10’ células (Knook y Sleyster, 1976, extrapolado
para el raton).

Ensayos fenotipicos de células T

Los ensayos de células T demuestran si las construcciones de anticuerpos-péptidos resultan en la presentacion de
péptidos por células endoteliales sinusoidales hepdticas y si la presentacion de péptidos pueden inducir un cambio
fenotipico en las células T. Las células endoteliales sinusoidales del higado se cultivan en placas de microtitulacion
de fondo plano a una densidad de 1 x 10° células / pocillo. Después de mantener las células sinusoidales durante 3
dias, las células T CD4+ se purificaron como se describe anteriormente a partir de ratones NOD de 3-semanas de
edad y 8 semanas de edad o ratones Balb/c de 4-6 semanas de edad y se afaden a 10* 0 10° células / pocillo.
Ademas, se afiade cada construccion anticuerpo-péptido a concentraciones de 0,1 -5 pg / pocillo. Como control
positivo, se incluyen cada GAD y péptido control por si mismo. Los péptidos son sintetizados por SynPep (Dublin,
CA). Los pocillos de control negativos incluyen cualquiera de las células T solas o células sinusoidales hepaticas
solas.
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Hay 4 posibles resultados de presentacion de péptidos por CESH a las células T: 1) induccion de células T
reguladoras que se caracterizan por la produccién de TGF-P y / o IL-10 y IL-4 o la expresion de CD4+ CD25+
CD62L, 2) eliminacién de las células T o 3) una falta completa de respuesta. 4) También es concebible que la
presentacion del péptido en lugar de inducir tolerancia resulte en la estimulacion de las células Th1 productoras de
IL-2. Para distinguir entre estas posibilidades, los sobrenadantes de cultivo (100 pl cada uno) se recogen a las 24 y
48 horas y se analizaron para la producciéon de citoquinas como se describe a continuacion. Las respuestas de
células T de 3 semanas de edad se comparan con las de los ratones NOD de 8 semanas de edad, asi como con las
células T derivadas de ratones Balb/c que no muestran una respuesta espontanea a GAD. Los ensayos se
establecieron por triplicado y se repitieron dos veces. Puesto que se utiliza una mezcla de células T, una respuesta
de citoquinas en el sobrenadante podria no verse facilimente. Sin embargo, una mezcla de células refleja la situacion
y las respuestas de células T in vivo especificas de GAD se ven usando esplenocitos totales (Tisch et al, 1993).

Como una medida mas sensible para la induccién de células T reguladoras, las células se evallan para la expresion
de marcadores de superficie tipicos, tales como CD25, CD4 y CD62L (Lafaille y Lafaille, 2002) por andlisis FACS
después de 3 dias en cultivo. Todos los reactivos estén disponibles a partir de BD-Pharmingen. Ademas, se analizd
la produccion de IL-4 mediante FACS. Una prueba funcional de las propiedades inmunorreguladoras potenciales de
las células T expuestas a CESH / péptido que se describen a continuacién son la prueba definitiva para la induccion
de tolerancia en este sistema. La posibilidad que el péptido presentado por CESH induzca la muerte celular se
analizé en sobrenadantes de cultivo usando el equipo de ELISA de muerte celular de Roche de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Aislamiento de los esplenocitos y células T CD4+

Los bazos de los ratones NOD o Balb/c se extraen en un ambiente estéril y se colocan en PBS como se realiza
habitualmente en nuestro laboratorio. Las células se separan mediante agujas de calibre 18 a 21, y los trozos mas
grandes se dejan sedimentar. El sobrenadante se retira y se centrifuga a 200 g durante 7 min. Los glébulos rojos se
lisaron utilizando 5 ml de NH4Cl al 0,83% por bazo. Las células se lavaron dos veces en PBS y luego se
resuspendieron en medio. Para ciertos experimentos, se utilizan esplenocitos totales. Para otros experimentos, las
células T CD4+ se aislaron usando el equipo de aislamiento de células T CD4+ de Miltenyi (Auburn, CA) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El aislamiento magnético de varias poblaciones de células esta dentro del
alcance de un experto en la técnica. En un procedimiento, el aislamiento se basa en el agotamiento de las células T
no CD4+ utilizando un cdctel de anticuerpos monoclonales conjugados con biotina contra CD8a, CDI 1 b, CD45R,
DX5y Ter 1 19. La pureza de la poblacion aislada se evalua por tincion de una mezcla de anti-CD4 conjugado con
FITC, anti-CD8 conjugado con PE, anti-CD11 conjugado con APC, y CD45R conjugado con Cy-5 (eBioscience, San
Diego, CA). La pureza esperada es del 90-95%, con un rendimiento del 70%. Ya que al menos 1 x 10® células se
pueden obtener a partir de un bazo de raton y aproximadamente el 25% de los esplenocitos son CD4+, se pueden
obtener aproximadamente 1,75 x 107 células, suficiente para 175 placas de microtitulacion de 96 pocillos.

Medicion de la produccion de citoquinas

La presencia de IL-10, TGF-P, IFN-y, IL-4 e IL-2 en los sobrenadantes de cocultivos de células T / CESH se
determinan mediante ELISA sandwich estandar como se describe (Kretz-Rommel y Rubin, 1997). Todos los pares
de anticuerpos estan disponibles a partir de BD Pharmingen. Un anticuerpo de captura de citoquinas se recubre en
la placa en PBS durante la noche a 4 °C. Después de 3 lavados con PBS / 0,05% de Tween, se afiaden los
sobrenadantes de cultivo y una curva estandar de citoquina recombinante de ratdn y se incubaron durante 2 horas
en un agitador a temperatura ambiente. Las placas se lavaron de nuevo y de citoquinas unidas se detectaron con un
anticuerpo anti-citoquina conjugado con fosfatasa alcalina. Después de 3 lavados, se afiade sustrato Sigma 104 ™ y
las placas se leen en varios puntos de tiempo a una DOugs con un lector de placas ELISA (Molecular Devices).

Ejemplo 6 - Evaluar si las células T expuestas a los péptidos de GAD presentados en CESH, pueden prevenir
posteriormente la activacion de células T autorreactivas por las APC profesionales que presentan GAD

En un experimento adicional se analiz6 si las células T expuestas a péptidos en las células endoteliales sinusoidales
hepaticas durante 3 dias podian regular negativamente la activacion de células T autorreactivas mediante el péptido
presentado en APC profesionales esplénicas. La viabilidad de la induccion de células T con propiedades reguladoras
in vitro ha sido demostrada por una serie de laboratorios (Wakkach et al 2001; Barrat et al 2002; Thorton y Shevach,
1998). Las propiedades inmunosupresoras pueden comprobarse mediante la adicion de células T reguladoras a un
sistema de cultivo en el que normalmente se observa la estimulacion inmune. La adicién de péptido GAD a células
de bazo de un ratén NOD de 7 semanas de edad, que comprenden tanto APC como células T proporciona este
sistema inmunoestimulador como se puede observar por la fuerte respuesta proliferativa. La adicion de las células T
reguladoras evita esta respuesta. Se afadieron 10° 0 10° esplenocitos junto con péptido de 0,1, 1, o 10 um por
pocillo, que contiene células T expuestas a CESH y anticuerpo con péptido acoplado. Los pocillos de control
incluyen esplenocitos solo con péptido y solo con células T CESH+. Ademas, para excluir una contribucion
significativa de la proliferacion por parte de las presuntas células T reguladoras, los pocillos de control también
contenian esplenocitos irradiados (600 RAD, realizado en el servicio de irradiacién del UCSD por Joe Aguilera) y
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células T previamente expuestas a CESH y la construccion péptido-anticuerpo. Los esplenocitos irradiados pueden
presentar el antigeno, pero no proliferan. Se afadié 1 uCi de ®H-timidina a cada pocillo durante las ultimas 16 horas
de un periodo de cultivo de 72 horas para marcar el DNA recién sintetizado como una sefial de proliferacion. Las
células se recogieron usando el Universal Cell Collector de Packard y la incorporacion de ®H-timidina se evalud
mediante un Topcount (Packard). Si la incorporacién de ®H-timidina en los cultivos que contenian los esplenocitos y
las células T previamente expuestas al péptido CESH+ se reducia en comparacién con los cultivos de esplenocitos,
las células T se habian inducido con éxito con propiedades reguladoras. También se analiz6 si el anticuerpo anti-
mSIGNR1 conjugado con el péptido podia inducir a las células T reguladoras en el ratdén NOD, y si la enfermedad se
podia detener.

Ejemplo 7

Se identificaron anticuerpos de ratéon anti L-SIGN humano utilizando la tecnologia de fagos recombinantes. Se
prepararon bibliotecas de ratén (IgG1k y IgG2ak) derivadas de la combinacidon de las cadenas pesada y ligera de
ratones inmunizados con LSIGN humano recombinante mediante los métodos descritos en el documento WO
03/025202. Una vez preparadas, las bibliotecas se analizaron para ordenar por solapamiento primero sobre DC-
SIGN humano para eliminar los anticuerpos de reaccion cruzada con DC-SIGN. Los sobrenadantes no unidos se
utilizaron para la seleccion de clones reactivos unicamente con L-SIGN. Un total de noventa y cinco colonias
(36/ronda) para cada una de las dos bibliotecas (IgG1 y 1gG2a) se indujeron y se determinaron su produccién de
anticuerpos y su reactividad con L-SIGN mediante un ELISA de captura. Brevemente, placas de ELISA se
recubrieron de Fc anti-humano (Caltag) a 500 ng/ml durante la noche. Las placas se bloquearon con PBS que
contenia BSA al 1%, seguido por la adicion de L-SIGN recombinante a 2 mg/ml. Después de lavar la placa con PBS,
se afadieron los sobrenadantes. Después de una incubacion de 12 horas a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 3 veces y se afiadié un anticuerpo anti-Fab conjugado con fosfatasa alcalina durante 2 horas.Tras la adicion
del sustrato Sigma$S se evalud la sefial usando un lector de ELISA (Molecular Devices).

La mayoria de los clones mostraron buena unién (DO 405> 1,0) del anticuerpo en el fago. Varios clones de ambas
bibliotecas IgG1 e IgG2a mostraron una reactividad positiva con L-SIGN humano. Los resultados se exponen en las
Figuras 4 y 5. La Figura 4 muestra los clones de IgG1 con L-SIGN humana y la Figura 5 muestra la reactividad de
los clones IgG2a con L-SIGN humano.

Ejemplo 8

Para identificar los clones que solo eran reactivos con L-SIGN humano, se seleccionaron todos los clones del
Ejemplo 7 con valores de DO de al menos cinco veces por encima del valor basal para analizar su reactividad con
DC-SIGN humano mediante ELISA. Placas de ELISA se revistieron de Fc anti-humano (Caltag) a 500 ng/ml durante
la noche. Las placas se bloquearon con PBS que contenia BSA al 1%, seguido por la adicion de DC-SIGN
recombinante a 2 mg/ml. Después de lavar la placa con PBS, se afiadieron los sobrenadantes. Después de una
incubacién de 12 horas a temperatura ambiente, las placas se lavaron 3 veces y se afiadié un anticuerpo anti-Fab
con fosfatasa alcalina conjugada durante 2 horas. Tras la adicién de sustrato SigmaS se evalud la sefial usando un
lector de ELISA (Molecular Devices).

Se encontraron diez clones de la biblioteca de IgG1 y tres clones de la biblioteca IgG2a que reaccionaban de forma
unica con L-SIGN humano (valores de DO de cinco a diez veces mas elevados que con DC-SIGN). Los resultados
se exponen en las Figuras 6 y 7. La Figura 6 muestra la reactividad de los clones positivos IgG1 con L-SIGN y DC-
SIGN y la Figura 7 muestra la reactividad de los clones de IgG2a con L-SIGN y DC-SIGN.

Ejemplo 9

Trece clones identificados como reactivos sélo con L-SIGN humana y nueve clones fuertemente reactivos tanto con
L-SIGN como con DC-SIGN, como se identificéd anteriormente en el Ejemplo 8, se secuenciaron para determinar el
numero de clones unicos. La secuenciacion se realizd6 mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica.
Las secuencias de estos clones se muestran en las Figuras 8 y 9: las secuencias de los clones de la cadena pesada
se muestran en la Figura 8A-8C (Id. de Sec. N° 17-36) y las secuencias de los clones de la cadena ligera se
exponen en las figuras 9A-9B (Id. de Sec. N°: 37-55).

Los resultados de la secuenciacion mostraron un grupo mas diverso de cadenas pesadas comparado con las
cadenas ligeras. La diversidad de los clones de anticuerpo también se mejoré mediante emparejamiento cruzada de
las diferentes cadenas ligeras con la misma cadena pesada. Se identificaron un total de cinco clones unicos
reactivos con L-SIGN y los clones fueron agrupados en base a la similitud de sus secuencias de aminoacidos (véase
la Tabla 1 a continuacion).

TABLA 1

Agrupacion de clones de anticuerpos reactivos con L-SIGN humano basado en la secuencia de aminoacidos
similitudes

Grupos de anticuerpos | cadena ligera | cadena pesada | clones de L-sign Unicos
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1 B1; B2; D1; F1; H1 A1la, G1a, B1 (idénticas) 2
C2 (stop/ CDR1) B2; C2; D1; F1; H1 (1/FR1
vs. A1, B1, G1)
2.1° B3; C3 B3; C3° 1
2.2 D3(1/CDR2); H3 D3; H3” 0
23 A3 (1/CDR2); A4° (1/CDR3) A3? 1
3.1 B4; E3 (stop/FR1) B4°, E3° 0
G3 (1/CDR3) G3° (2/FR1; 1/FR2)
3.2 A1y G1 (stop/CDR2)
4 D2° 1
5 A2 A2° 0
6 F3P° 0
7 C1° (sec. incompleta) 0
@ clones de anticuerpo reactivos sélo con L-SIGN
® clones de anticuerpo reactivos tanto con L- como con DO-SIGN
©2.1...2.3 indica cadenas ligeras similares, pero cadenas pesadas Unicas

Las reactividades (valores de DO) de los clones seleccionados para la secuenciacion con

exponen a continuacion en la Tabla 2.

L-SIGN y DC-SIGN se

TABLA 2

Biblioteca Biblioteca Biblioteca Biblioteca
IgG1k IgG1k IgG2ak IgG2ak
N° pocillo de | Profundidad | DO 405 clones para | N° pocillo | Profundidad | DO 405 clones para
sec. pocillo purificar de sec. pocillo purificar
A1 A5 3 A5 A3 E11 2.2 E11

B1 C5 3.2 B3 F11 2

C1 B6* 14 C3 F12 2 F12

D1 E6 3.2 D3 A3* 2

E1 D7 3.1 E3 D5* 29

F1 G9 3.1 F3 ce* 23

G1 H9 2,6 G3 D7* 29 D7

HA1 Cc10 3,1 H3 E10* 2,2

A2 C11* 1,4 A4 A11* 2,2

B2 H11 3,5 H11 B4 B12* 2,6

c2 B12 1,8

D2 C12 3,1 C12

* = clones seleccionados para la secuenciacion con L- SIGN y DOC-SIGN

Como se indica en la Figura 8, se encontré que las regiones CDR3 de la cadena pesada de los anticuerpos que se
unian al DC-SIGNR humano tenian una de las siguientes secuencias de aminoacidos: LGGL (ld. de Sec. N°: 56);
EFTTKAMD (Id. de Sec. N°: 57); GLFYGYAWFN (Id. de Sec. N°: 58). Como se expone en la Figura 9, se encontrd
que las regiones CDR3 de la cadena ligera de los anticuerpos que se unian al DC-SIGNR humano tenian una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: QQYSSYPLT (Id. de Sec. N° 59); QQSNEDPRT (Id. de Sec. N°: 60);
QQNNEDPYT (Id. de Sec. N°: 61); LQNNEDPYT (Ild. de Sec. N°: 62).

Ejemplo 10

De otros clones del anterior Ejemplo 7 se examin6 su capacidad de unirse a L-SIGN utilizando los procedimientos
descritos anteriormente en el Ejemplo 7. La secuenciacién se realizé mediante técnicas conocidas por los expertos
en la técnica. Las secuencias de estos clones adicionales se muestran en la Figura 10 (grupo de Id. N°: 63-82).
Como se indica en la Figura 10, se encontrdé que cinco regiones adicionales CDR3 de la cadena pesada de los
anticuerpos que se unen a DC-SIGNR humano tienen una de las siguientes secuencias de aminoacidos:
PSDNSYAWFA (Id. de Sec. N° 83); QATTTAFD (Id. de Sec. N° 84); TATALSTMD (Id. de Sec. N° 85);
NDYYWGFG (Id. de Sec. N°: 86); TATALYTMD (Id. de Sec. N°: 87); y EFTTKALD (Id. de Sec. N°: 88). Se encontro
que las regiones CDR2 de estos clones que se unian a DC-SIGNR humano tenian una de las siguientes secuencias
de aminoacidos: MIDPSNSEARLNQRFKD (Id. de Sec. N°: 89); TISSGGSFTFYPDSVKG (Id. de Sec. N°: 90);
NIDPYYGGTSYNQKFKG (Id. de Sec. N°% 91); VIWRGGNTDYNAAFMS (Id. de Sec. N°% 92);
NFDPYYGVITYNQKFKG (Id. de Sec. N° 93); NIDPYYGGSSYNQKFKG (Id. de Sec. N°% 94) vy
TISSGGSFTYYPDNVKG (Id. de Sec. N°: 95).

La Tabla 3 muestra los clones adicionales del anticuerpo IgG1k seleccionados en funcion de su reactividad con las
células que expresaban L-SIGN.
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TABLA 3
Grupos de anticuerpo | Cadena ligera Cadena pesada Clones Unicos
1 A10, H10 A10, B10, B5, D12, E9, | A10, H10
F12, G10, H10
2 D8, F10 D8, E4, E7, F10 D8, F10
3 E12 H6, E12, H6 E12, H6
4 B7,C7 B7, C7 B7,C7
5 C8 C8 C8 (stop/CL)
6 D10 D10 D10
7 E10 E10 E10
8 G3 G3 G3 (stop/CL)
9 B5 - B5 (stop/CL)
10 B10 - B10
11 D12 - D12
12 E4 - E4
13 E7 - E7
14 E9 - E9
15 F12 - F12
16 G10 - G10

La Tabla 4 muestra la reactividad de los clones adicionales del anticuerpo IgG1k con células que expresaban L-
SIGN (media geométrica de la fluorescencia) y proteinas recombinantes L-SIGN y DC-SIGN (valores de DO).

TABLA 4
IgG1k Media geométrica de | Media geométrica de | DO405 DO405
fluorescencia fluorescencia
Nombre del clon K562 K562 / L-SIGN L-SIGN DC-SIGN
A10 3,4 21,3 2,9 0,1
B5 1,5 10,5 2,1 0,1
B7 2,2 90,9 2,7 0,1
B10 2,0 53,1 3,5 0,1
c7 2,0 101,0 3,5 0,1
C8 1,7 13,4 0,1 0,1
D8 1,8 17,3 2,1 0,1
D10 1,6 10,2 0,9 0,5
D12 2,0 152,0 3,5 0,1
E4 1,9 50,4 3,5 0,1
E7 1,8 19,3 1,4 0,1
E9 1,9 25,5 2,9 0,1
E10 1,7 27,2 2,6 0,6
E12 3,0 22,9 29 0,1
F10 24 13,8 0,8 0,1
F12 2,8 168,7 3,5 0,1
G1 2,1 14,1 2,0 0,1
G3 1,6 41,5 0,4 0,1
G10 2,0 86,1 2,0 0,1
H6 24 26,2 3,5 0,1
H10 3,4 12,3 2,7 0,1

Como se indica en la Figura 11, se identificaron clones adicionales que se unian a DC-SIGNR humano (Id. de Sec.
N°: 96-115). Se encontré que estos clones tenian regiones CDR3 de la cadena ligera de IgG1k con una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: QYHRSPQT (Id. de Sec. N°: 116); CQQFTSSPS (Id. de Sec. N° 117);
QQYSGYPLT (Id. de Sec. N° 118); QQYSGYPGT (Id. de Sec. N°: 119). HQYHRSPPMT (Id. de Sec. N°: 120).
QQRSSYPFT (Id. de Sec. N°: 121); QQSYSYPFT (Id. de Sec. N°: 122); QQNNEDPPT (Id. de Sec. N°: 123);
QQYSGYSLT (Id. de Sec. N°: 124); QQYSGYPLMLT (Id. de Sec. N° 125); QQYGGYPLT (Id. de Sec. N°: 126);
QQNEDPIT (Id. de Sec. N°: 127); QQYSGSPLT (Id. de Sec. N°: 128). Se encontrd que regiones CDR2 de estos
clones que se unian a DC-SIGNR humano tenian una de las siguientes secuencias de aminoacidos: STSNLASG (Id.
de Sec. N° 129); LASNESLG (Id. de Sec. N°: 130); STSNQAPG (Id. de Sec. N°: 131); WASTRTHG (Id. de Sec. N°:
132).

La Tabla 5 muestra clones adicionales del anticuerpo IgG2ak seleccionados en funcién de su reactividad con las
células que expresaban L-SIGN.
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TABLA 5
Grupos de | Cadena ligera Cadena pesada Clones unicos
anticuerpo
1 A12*, B11, A12, C10, C12, H7 A12, C12, H7
C12*, C6, E12, E8*, F10*, H7*
2 F6*, F12* F12, F6, F12, F6
3 C10, G10, G5 A3, F10, G5 A3
4 A4, B9 A4, C7,D12 A4
5 A3 A5, D8 Cc7
6 A5 C5* D12
7 C7 Cc6 F10
8 D8 B9 G5
9 D12 E12 Cc5*
10 H6 H6 H6
11 - G10 B9
12 - B11 E12
13 - E8 G10
14 B11
15 E8
16 C6
17 A5
18 D8
19 C10
* Estas secuencias contienen un codén de parada

La Tabla 6 muestra la reactividad de los clones adicionales del anticuerpo IgG2ak con células que expresaban L-

SIGN (media geométrica de la fluorescencia) y proteinas recombinantes L-SIGN y DC-SIGN (valores de DO).

TABLA 6
IgG2ak Media geométrica de | Media geométrica de | DO405 DO0405
fluorescencia fluorescencia
Nombre del clon K562 K562 / L-SIGN L-SIGN DC-SIGN
A3 2,8 15,4 3,5 1,0
A4 2,8 12,1 3,5 0,1
A5 1,8 59,8 3,5 0,1
A12 2,3 23,4 3,56 0,8
B9 3,5 31,4 3,5 0,1
B11 3,4 14,2 3,5 0,6
C5 3,3 13,9 3,5 0,6
C6 2,6 13,2 35 0,6
Cc7 25 21,2 3,5 0,1
C10 2,8 25,8 3,5 0,7
C12 29 23,3 3,5 1,0
D8 3,2 17,3 3,5 0,1
D12 23 41,0 3,5 0,1
E8 29 11,2 3,5 0,4
E12 3,5 19,4 3,5 0,7
F6 27 13,8 3,5 0,6
F10 2,6 18,3 3,5 1,0
F12 2,0 9,5 3,5 0,5
G5 3,1 10,7 3,5 0,4
G10 2,6 21,5 3,5 0,7
H6 3,2 12,7 3,5 0,6
H7 2,1 11,5 3,5 1,0

Como se indica en la Figura 12, se identificaron clones adicionales de cadena pesada que se unian a DC-SIGNR
humano (Id. de Sec. N°: 133-154). Se encontré que estos clones tenian regiones CDR3 de la cadena pesada de
IgG2ak con una de las siguientes secuencias de aminoacidos: TREFTTKALD (ld. de Sec. N°: 155); T RETTFKAMD
(Id. de Sec. N°: 156); ARTATALYTMD (Id. de Sec. N°: 157); LRTLPCI (Id. de Sec. N°: 158); SRETTFKAMD (Id. de
Sec. N°% 159); ARQLXXYFXMD (Id. de Sec. N°: 160). Se encontré que las regiones CDR2 de estos clones que se
unian a DC-SIGNR humano tenian una de las siguientes secuencias de aminoacidos: TISSGGSFTYYPDNVKG (Id.
de Sec. N°: 161); NIDPYYDSISYNQKFKG (Id. de Sec. N°: 162), NFDPYYGVITYNQKFKG (Id. de Sec. N°: 163);
TISSGGSYTYYPDNVKG (Id. de Sec. N°: 164); XXFTDWFYXT (Id. de Sec. N°: 165). NFDPYYGVISYNQKFKG (Id.
de Sec. N°: 166); TISSGGGFTYYPDNVKG (Id. de Sec. N°: 167); XIYPGTDNTYYNEXFKG (Id. de Sec. N°: 168).
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Como se indica en la Figura 13, se identificaron clones adicionales de cadena ligera que se unian a DC-SIGNR
humano (Id. de Sec. N° 169-189). Se encontré que estos clones tenian regiones CDR3 de la cadena ligera de
IgG2ak con una de las siguientes secuencias de aminoacidos: QQNNEDPYT (Id. de Sec. N°: 190); SGYPLTFGS (Id.
de Sec. N°: 191); HRSPPMTFG (Id. de Sec. N°: 192); QQNNEDPFT (Id. de Sec. N°: 193); YSGYPLTFG (Id. de Sec.
N°: 194); NTLPLTFG (Id. de Sec. N°: 195); QQSKEVPWT (ld. de Sec. N°: 196); LANNEDPYTF (Id. de Sec. N°: 197).
Se encontré que las regiones CDR2 de estos clones que se unian a DC-SIGNR humano tenian una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: LASNLES (Id. de Sec. N°: 198); LASNLEF (Id. de Sec. N° 199); NLASGVP
(Id. de Sec. N°: 200); NLASGYV (Id. de Sec. N°: 201); AASNQGS (Id. de Sec. N°: 202).
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién de anticuerpo/péptido que comprende: (i) un anticuerpo que reconoce a L-SIGN Yy (ii) un péptido
unido al anticuerpo, en el que el péptido es un autoantigeno, en el que el autoantigeno se selecciona de entre el
grupo que consiste en la decarboxilasa del acido glutamico (GAD), un epitopo de la GAD, insulina, un epitopo de la
insulina, la proteina de choque térmico (HSP), un epitopo de la HSP y antigenos de las células £.

2. La construccion de anticuerpo/péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que i) el L-SIGN es un L-SIGN
humano vy ii) el péptido es un péptido humano.

3. Una composicién que comprende una construccién de anticuerpo/péptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2 y un transportador aceptable a nivel farmacéutico.

4. Un método para producir anticuerpos modificados mediante métodos recombinantes, cuyo método comprende la
unién de un anticuerpo que reconoce a L-SIGN con un autoantigeno, en el que el autoantigeno se selecciona de
entre el grupo que consiste en la decarboxilasa del acido glutamico (GAD), un epitopo de la GAD, insulina, un
epitopo de la insulina, la proteina de choque térmico (HSP), un epitopo de la HSP y antigenos de las células £.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que i) el L-SIGN es un L-SIGN humano vy ii) el péptido es un
péptido humano.
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Figura 8A

Clones de la cadena pesada de L-SIGN humano
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Figura 8B
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Figura 8C
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Figura 9A

Clones de la cadena ligera de L-SIGN humano
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Figura 10

Ciones de {a cadena pesada igG1k reactivos con K562-L5IGN
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Figura 11

Clones de la cadena ligera 1gG1k reactivos con K562-LSIGN
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Figura 12

Clones de la cadena pesada IgG2ak reactivos con K562-L51GN
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Figura 13

Clones de la cadena ligera lgG2ak reactivos con K562-LSIGN
DIVLTOSPASLAVSLGORATISCRASESVOSTIGNSTMUNYQQXPGOPPRLLIYLASELES Mayotitaria

e T o —"

"

20 30 coa-1 50 CDR=2

S —

ES 2527414 T3

zzs!ziiiaiz glEpRpaz 3
R SgHdgydg Yg8%g8eqyg
:nzﬁnauu CHRHERAREQYS

B B e o0 B on o 05 S B D 60 D T OO EO EO S0 0N £Y
B bRl 0>0 M E N RO M
M L0add d Mo dddd 3 daa
EvvEsSEEMucERARRRARSR
LR L LR
L E T E RS
HEESAEddanBEadedddddelf S
FrEmeFRFRFEARRRFR PR
B B R B W B O R R R e
ol el B2 00 ed B el ad o B O B ad ad ol ol ol ol ol W]
HEdErFrdpdddrHHdddddddd d
ER LR S S Y F SRR
LI B R R R R
B B ol o3 0 o) O B O Bl o0 b O s 0w D By M s s Oy
OO EOROODOMEADDODDODOOD
DUsAUMQUUURAaNRLLLDOLLOODD
R R R R L AR R
e B o o0 B o B B B KD 0N DD RS BeD Bl RS BEE RS 30 M
QOOQOUOOOBOND :Q : QQQQ
N ACRD  ONMKDDOOOODOO
e b i e e e O O e e e D e e e
L 8 N-F-0 X-3 3 5 R-J-J-3 5 B B 3 3 B 3 ]
CE-E-4 X-3. 4 B B _B-3 0 & B 3 B % 8 3 3
EHMENEIERMENREEIRESX
e o O e e B o B e fa B G B B e
MEmuEnRdEdnneannan
EASARAREEMNANAREREE R~
UMD OO 0000 0D RD
PR P P e N OT N P e e e e B e e
Wi emEee 0w W e e s R e
CEN-LY-F-F-E 0 N -N-N-N-N-N-0-W-W-F
e RNEVPRPDPEEDREREDR
NRNUUAUNRNNVENNAON D0 N
HanHdonHdLdntwmidBEEREREE
s EAvRVER SRR e O
L L L L L L -
0 BC P 06 OO 00 B B U U W R XS E
LUOULULLUUUKRURLULLOOULDUUOM
MmUuEEARPYEEEND SO0 NN A D
HHEEHEHHHEHBEEREHHHKHHH H HH &
thHFEFEHFPRERPEPRPRR R D
Ml K>l ol
O o o e o e O B NN A X
COMMORNOOODE D000 0 OO oS
VDOVV VBV VOVADDOOVIOU O
ARG AAMAadNAdeddDdddaA A s
CE T L Ny
AL AP AN ERRERPED
e R
AATZIAZSAAHOIFRSA8 S de
Y WO W W
o e e e e R A O e
B G 0 e P O P S O D P00 B O O BB
L L L Ny
[=2-X-BrN-F-F-F-F-F N-F W-F-y-N-F-F-1-F-1
B e O B R 0 e e B B
MRSl ES NN U ESAE RS Ea S
1220l AbDEEBRE>D
ettt e e SR et e e DR BB EE M e
IN--1 R-F-1 N-N-F-RoR- N-F-N-N-N--N-N -]

TeESFNURY

&
+*

w A
L
- g
o
o

Mt A A Al A A A A A A e i

ayoritar

ey p——— M
110

100

+&

L1

70
S S

A ——————

39

‘EEEEEEEEEEEEQEEgEgE
gggAgd¥ggde™ 3333333
doxedpddscirdastedss

27 IC PR

= s L C R
= L L
W o e BN Al e D GBS N TS

P ARG OGRS e
o g s el o el e G b o S e e D D G el el
e e ]
B e LD e e B Bl B D o) RO B D D e D A B B
T e B B B B B B 3 B T B e B B B e B B
VeAKDAVLE ALK LOLLOLDOOVBD
IGBH#DH&BEhKFDGQQUW.D
VLU DHODODVORUDOVLOOLED
B DO e D e B B (DD e e e e e e e
HADEAMEMHDEORRENBRMNMER
N RN CE R LR Y SRR R TR R
Bafiie b o B e e Do Bhe e s e e O B B B e B e
slarZaAaROOOARSAOOOADAOOON
S o B B ST B B B B oF O B B0 GD B3 0D D £S5
Lo O R RN R
BeervEerEE R0 A0ERAEEnEniE
QUM ODODODOWRHWOODOOCOoOODOODO
COROoONO0ONENOOTAA00 0
Verrgrdd oo oo
u g O CF e 00 bm 3w e OF OF OF B B Dew Do Bem 3w e B B
4 3 DNNE M SR P B4 B4 L) DNLD DT D e 2 P e
B L L LD B B D e LD e e e B e X
W e oo o D o el o€ e e D o o€ o€ 0T o o X € X
R R Rl ]
GoerrOFOOOCgsLcsOOQQOQoCOO
- - - - - - - - - N-T-0-N-]
L LA L LA - - L L 4 N
CLN-N- NN R R N1 N R ]
FPErHRrPRAEPLNL>EE>
B e o o B G B O O B OO0 B e O e D D4 Os Be 0w
- R- N-R-N-F - g -N-F-J-J-N-N-F F]
R R e T e ]

FHhOoBHOR RO EA RN R
wd ol 00 03 3 00 ] =3 o et 09 e ol ed e e o ST 2 3 W
B e e e e B e b B e e
o e R ol N e N
- - - NN L N-R-F-N-J-N-N-F-F-]
HFHOBBEAERRErOERRERERRRE RN
B 0 e e BC e BC S OC Y e d 06 0C 0 0€ 0C OC oS O o
EREROORAFOFrRAY YW EaY

COPrPrRPFDOORLOFODLOOULOOOODY
WEPUOUnABHDNEON90Enen N
VOENPBDOVDNULLLOOLOLDOY
BB AROABABBRSEnO
b 0 e Gl U LD e e e e e B e B e
Kol m (0wl e m e el
€0 D U e e A e
o e D S P B e BE B O B Do P O B O B
R R - -
CELOUALADUOLLOEDY

el e e e R R e R e L L e e e L R )
WD D R0 0P 0 8 D WD W WD D WD D



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



