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DESCRIPCION
Epitopos peptidicos reconocidos por linfocitos T CD4+ estimulados por enfermedad

Antecedentes de la invencion

La invencion pertenece al campo de las enfermedades con etiologia inmunolégica, en particular enfermedades que
implican a los linfocitos T CD4+.

Tras la internalizacién y procesamiento proteolitico de antigenos proteicos intactos por las células presentadoras de
antigenos (CPA), las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il sobre las CPA se unen
a péptidos antigénicos cortos (epitopos) derivados de los antigenos y presentan los péptidos unidos a los linfocitos T
CD4+ [Germain, R.N. (1994), Cell 76:287 - 299]. Los genes del MHC de clase Il y las moléculas que codifican son
muy variables entre individuos y las diferencias entre las moléculas del MHC de clase Il tienen profundos efectos
sobre qué péptidos se seleccionan para su presentacion como epitopos de los linfocitos T. Las diferentes formas
(alelos) de las moléculas del MHC de clase |l expresadas por un individuo tienen un efecto fundamental sobre la
susceptibilidad del individuo a una serie de enfermedades mediadas por los linfocitos T CD4+, de forma muy
destacada enfermedades autoinmunes tales como la diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) [Davies y
col.(1994), Nature 371:130 - 136]. Es importante que los epitopos antigénicos de los antigenos reconocidos por los
linfocitos T CD4+ que participan en estas enfermedades se definan con el fin de desarrollar productos y protocolos
profilacticos y/o terapéuticos eficaces.

Honeyman et al., (Molecular Medicine, 4 231 - 239, 1998) y Lohmann et al., (Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes, 107,
166 - 171, 1999) divulgan una serie de péptidos IA-2 que provocan respuestas inmunoldgicas mas débiles en
pacientes en comparacion con los péptidos de la presente invencion.

Sumario de la invenciéon

La invencion presenta epitopos peptidicos que activan las respuestas de los linfocitos T CD4 + que participan en la
iniciacion, promocion o exacerbacion de ciertas enfermedades, especialmente aquellas en las que la susceptibilidad
viene determinada por la expresion de moléculas de MHC de clase Il definidas. La invencién se basa en el
descubrimiento de que la unién artificial de una molécula polipeptidica a la membrana celular de una CPA facilita el
transporte de la molécula a los organulos que procesan el antigeno de la CPA. La invencion esta dirigida a péptidos
derivados del autoantigeno de la diabetes IA-2.

La invencion es un péptido aislado que se une a HLA-DR4, que consiste en la secuencia de aminoacidos:
(1) YLKNVQTQETRTL (SEC ID N° 10);

(2) YLKNVQTQETRTLTQ (SEC ID N° 13); o

(3) FYLKNVQTQETRTLTQFHF (SEC ID N° 16).

La invencidon también incluye un péptido aislado que se une a HLA-DR4, que consiste en la secuencia de
aminoacidos:

(1) AYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 17);

(2) LAKEWQALCAYQAEPNT (SEC ID N° 19);

(3) AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20);

(4) WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21); 0

(5) LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22).

La invencion también incluye un péptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos
KLKVESSPSRSDYINAS (SEC ID N° 40).

La invencion también incluye un procedimiento de proteccion de un sujeto de la DMDI o los sintomas patogénicos de
la DMDI. Se entiende que proteccion incluye el alivio (o disminucién), asi como la eliminacion de los sintomas
patégenos en un sujeto. El procedimiento incluye la administracion al sujeto de cualquiera de los péptidos anteriores
de la invencion por cualquiera de las vias divulgadas en el presente documento.

Otra realizacion de la invencion es un procedimiento de diagnéstico de la DMDI que comprende: (a) proporcionar
linfocitos CD4 de un individuo sospechoso de tener o de ser susceptible a la DMDI; (b) proporcionar una poblacion
de CPA que llevan en su superficie una molécula de MHC de clase Il de un alelo idéntico a uno expresado por el
individuo, habiendo estado en contacto la poblacion de CPA con un péptido IA-2 y estando la molécula de MHC de
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clase Il de las CPA unida al péptido IA-2; (c) poner en contacto la poblacién de las CPA de (b) con los linfocitos CD4
de (a); y (d) determinar si los linfocitos CD4 reconocen el péptido unido al MHC de clase, como indicacion de que el
individuo tiene o es susceptible a tener DMDI. EIl péptido 1A-2 utilizado en el procedimiento tiene la secuencia de
aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en: YLKNVQTQETRTL (SEC ID N° 10); YLKNVQTQETRTLTQ
(SEC ID N° 13); FYLKNVQTQETRTLTQFHF (SEC ID N° 16); AYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 17);
LAKEWQALCAYQAEPNT (SEC ID N° 19); AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20);
WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21); LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22); y
KLKVESSPSRSDYINAS (SEC ID N° 40).

Un péptido "aislado" de la invencion es un péptido que, o bien no tiene homologo de origen natural (por ejemplo, tal
como un APL) o se ha separado o purificado a partir de componentes que lo acompafan de forma natural, por
ejemplo, en tejidos tales como el pancreas, el higado, el bazo, los ovarios, los testiculos, el musculo, el tejido
articular, el tejido nervioso, el tejido gastrointestinal o los fluidos corporales tales como sangre, suero, u orina.
Tipicamente, el péptido se considera "aislado" cuando carece de al menos 70 %, en peso seco, de las proteinas y
moléculas organicas de origen natural con las que estd asociado de forma natural. Preferentemente, una
preparacion de un péptido de la invencion es al menos 80 %, mas preferentemente al menos 90 %, y mas
preferentemente al menos 99 %, en peso seco, el péptido de la invencion. Por tanto, por ejemplo, una preparacion
del péptido x es al menos 80 %, mas preferentemente al menos 90 %, y mas preferentemente al menos 99 %, en
peso seco, el péptido x. Dado que un péptido que se sintetiza quimicamente esta, por su naturaleza, separado de
los componentes que lo acompafnan de forma natural, el péptido sintético esta "aislado”.

Un péptido aislado de la invencién puede obtenerse, por ejemplo, mediante extraccién de una fuente natural (por
ejemplo, a partir de tejidos humanos o fluidos corporales); mediante expresidon de un acido nucleico recombinante
que codifica el péptido; o mediante sintesis quimica. Un péptido que se produce en un sistema celular diferente de la
fuente de la que procede de forma esta "aislado”, ya que estara separado de los componentes que lo acomparian de
forma natural. El grado de aislamiento o pureza puede medirse mediante cualquier procedimiento apropiado, por
ejemplo, cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida o analisis de HPLC.

Como se usa en el presente documento, "proteccién contra una enfermedad de mamifero” significa la prevencion de
la aparicion de una enfermedad de mamifero o disminucidon de la gravedad de una enfermedad existente en un
mamifero. "Prevencién" puede incluir un retraso de la aparicion, asi como un bloqueo parcial o completo en el
progreso de la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, "un fragmento peptidico procesado de forma natural asociado a la diabetes"
es un fragmento peptidico producido por la degradaciéon proteolitica de una proteina (por ejemplo, insulina,
proinsulina, preproinsulina, 1A-2, IA-28, o GAD65) en una célula presentadora de antigeno de un mamifero. El
reconocimiento de dicho péptido por los linfocitos T CD4 de un mamifero (por ejemplo, un paciente humano) es
indicativo de la existencia, o de la futura aparicién, de la diabetes en el mamifero.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta invencién pertenece entiende habitualmente. En caso
de conflicto, el presente documento, incluidas las definiciones, tendra prioridad. A continuacion se describen
procedimientos y materiales preferidos, aunque en la practica o analisis de la presente invenciéon se pueden usar
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la el presente documento. A menos que se
indique lo contrario, estos materiales y procedimientos son Unicamente ilustrativos y no estan destinados a ser
limitantes. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en el presente
documento son sélo ilustrativas y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion, de las figuras y
de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 es un histograma que muestra los perfiles de citometria de flujo activada por fluorescencia de células
Priess que se tifieron con anticuerpo de conejo especifico del toxoide del tétanos y el anticuerpo de cabra especifico
de inmunoglobulina de conejo conjugado con FITC en diversos momentos después de ser sometido al Sistema de
Liberacion de Antigenos (SLA) usando el toxoide del tétanos cono el antigeno polipeptidico.

La Fig. 2 es un diagrama que muestra 2 espectros MALDI-TOF alineados adecuadamente derivados de 2 mezclas
de péptidos obtenidos mediante procedimientos IMF en los que alicuotas separadas de células de Priess se trataron
con todas las etapas del procedimiento de Huellas Digitales de masa Inmunolégica (FMI), incluyendo la exposicion a
IA 2ic biotinilado o todas las etapas del procedimiento IMF, excepto la exposicién a |IA 2ic biotinilado.

La Fig. 3 es una serie de graficos de lineas que muestran la capacidad relativa de 6 péptidos (con secuencias de
aminoacidos basadas en las 6 regiones centrales de |A-2 identificadas por IMF) para inhibir la unién de un péptido
de cadena invariante (li) a moléculas aisladas de HLA DR4.
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Descripcion detallada

La presente invencion se basa en el nuevo descubrimiento de que, mediante la unién artificial de un polipéptido de
interés (PPIl) a la membrana celular de una CPA, la CPA ftransportara el PPl a uno de los organulos de
procesamiento de antigeno dentro de la célula, por ejemplo, endosomas, lisosomas y estructuras designadas
"compartimentos de MHC de clase II" (MIIC) que tienen caracteristicas lisosomales y estan enriquecidas en
moléculas de MHC de clase Il pero que estan sustancialmente desprovistas de moléculas de MHC de clase | [Peter
y col.(1991), Nature 349:669 - 676]. Después, el PPl se degrada mediante enzimas proteoliticas en fragmentos
peptidicos. Si cualquiera de estos fragmentos peptidicos tiene la capacidad de unirse a una de las moléculas de
MHC de clase Il expresadas por el individuo del que se derivo la CPA, lo hara en el organulo de procesamiento de
antigenos. A continuacion, el complejo molécula del MHC de clase II-péptido se transporta a la membrana celular,
donde se convierte en disponible para la interaccion con los linfocitos T CD4 + portadores de receptores especificos
de antigeno que reconocen especificamente dicho complejo de MHC de clase Il — péptido. Eluyendo los péptidos de
las moléculas de MHC de clase |l aisladas a partir de estas CPA, se obtiene un conjunto de péptidos procesados
naturalmente derivados de la PPI, asi como de otros polipéptidos de origen intracelular o extracelular. Los péptidos,
que son especificos de las moléculas MHC de clase |l concretas expresadas por las CPA, se separan quimicamente
y sus secuencias de aminoacidos se determinan. Por comparacion de las secuencias de aminoacidos del péptido
con la secuencia del PPl es posible identificar aquellas que derivan de PPI. Por lo tanto, el descubrimiento
proporciona un procedimiento de identificacion de fragmentos peptidicos que son procesados de forma natural por
las CPA y que tienen afinidad de union intrinseca por la molécula de MHC de clase Il relevante. El procedimiento
puede ser muy valioso para la identificacion de péptidos derivados de un polipéptido sospechoso de ser un antigeno
que activa los linfocitos T CD4 + que intervienen en cualquiera de (a) la patogenia (patologia) de una enfermedad,
especialmente uno en el que la susceptibilidad o la proteccion se asocia con la expresiéon de una tipo particular de
molécula de MHC de clase I, o (b) prevencion o reduccion de los sintomas de una enfermedad, especialmente una
en la que la proteccion o la reduccion de la gravedad se asocian con la expresion de un tipo particular de molécula
de MHC de clase Il. El procedimiento se denomina "Huellas dactilares de masa inmunolégica”.

El procedimiento descrito asegura que los péptidos identificados son aquellos que (i) se procesan de forma natural in
vivo por la ACPA, y (ii) se asocian, en la CPA, con las moléculas de de MHC de clase Il pertinentes.

Ademas, el presente procedimiento controla para el MHC de clase Il, un aspecto importante esencial para vincular
cualquier péptido dado con una enfermedad concreta mediada por los linfocitos T CD4 + en un individuo dado, pero
especialmente importante en trastornos en los que el tipo de MHC de clase Il determina la susceptibilidad a la
enfermedad o la resistencia.

Cualquier péptido procesado de forma natural con una secuencia que corresponde a un fragmento de la PPI, y que
se une a una molécula de MHC de clase |l asociada con la enfermedad de interés, podria ser un péptido que activa
los linfocitos T CD4 + que, inician, estimulan, exacerban la enfermedad o median la inmunidad a ella. Para obtener
evidencia confirmatoria de esta posibilidad, los ensayos de linfocitos T CD4 + de sujetos que expresan las moléculas
de MHC de clase Il pertinentes pueden analizarse para determinar la capacidad de respuesta a un péptido. Los
linfocitos T CD4 + de control pueden ser de sujetos que también expresan la molécula de MHC de clase I, pero sin
sintomas de la enfermedad. Una respuesta significativa de los linfocitos T CD4 + de prueba y ausencia de respuesta
de los linfocitos T CD4 + de control indicaria que el péptido relevante esta involucrado en el proceso de la
enfermedad (patologia de la enfermedad) o en la inmunidad a la enfermedad. La fase de respuesta celular del
procedimiento se denomina "Verificacion del Epitopo” ("VE").

Mediante la aplicacion de los procedimientos a la porcién intracelular del autoantigeno 1A-2 de la diabetes, los
péptidos derivados de 1A-2 se identificaron como epitopos que podrian estar involucrados en la patogenia de la
diabetes en pacientes de DMDI humanos que expresan el alelo del MHC de clase || DR4. Sobre la base de sus
secuencias de aminoacidos, estos péptidos entran en 6 grupos anidados. Un péptido consenso correspondiente a
las regiones centrales de cada grupo anidado se sintetiz6 y se analizé para determinar su capacidad para activar los
linfocitos T CD4 + de los pacientes de DMDI que expresan DR4 o sujetos sin sintomas de la enfermedad que
expresan DR4. Se detectaron respuestas significativas a al menos 1 de los 6 péptidos en los linfocitos de sangre
periférica de 9/13 pacientes de DMDI que expresan DR4. Los linfocitos T de ninguno de los sujetos de control
respondieron a cualquiera de los péptidos y los linfocitos T de 1 de 8 pacientes de DMDI que expresan DR4
respondieron a cualquier péptido. Estos hallazgos sugieren que los 6 péptidos a los que respondieron los pacientes
con DMDI que expresan DR4 representan epitopos principales capaces de unirse a moléculas de DR4 y activar los
linfocitos T CD4 + diabetogénicos en pacientes de DMDI. La capacidad de los 6 péptidos para unirse a moléculas de
DR4 aisladas se confirmé en un ensayo de union in vitro.

Los procedimientos se pueden aplicar a la identificacion de péptidos implicados en la patogenia de o la proteccion
frente a cualquiera de una amplia gama de enfermedades, especialmente aquellas en las que la susceptibilidad o
resistencia relativa se ha asociado con la expresiéon de un alelo de MHC de clase Il concreto, siempre que la
secuencia de aminoacidos (o la secuencia de aminoacidos parcial) de un antigeno polipéptido sospechoso esta
disponible. Las enfermedades candidatas incluyen, sin limitacion, enfermedades infecciosas (por ejemplo,
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enfermedades causadas por Chlamydia trachomatis, Helicobacter pylori, Neisseria meningitidis, Mycobacterium
leprae, M. tuberculosis, virus del sarampion, virus de la hepatitis C, virus de la inmunodeficiencia humana y
Plasmodium falciparium), cancer (por ejemplo, melanoma, cancer de ovarios, cancer de mama, cancer de colon y
linfomas de células B) [Topalian, S.L. (1994), Curr. Opinion in Immunol. 6: 741 - 745; Topalian y col.(1996), J. Exp.
Med. 183: 1965 - 1971], y enfermedades autoinmunes (por ejemplo, DMDI, artritis reumatoide, esclerosis multiple,
miastenia grave y lupus eritematoso sistémico).

La invencion incluye péptidos especificos derivados de |A-2 utilizando el procedimiento anterior, tal como se
describe en el Ejemplo 1.

1. Procedimientos de identificacion de linfocitos T CD4 + que activan epitopos peptidicos derivados de antigenos
polipeptidicos

Los procedimientos tienen dos fases distintas. La primera se denomina "Huellas Digital de la Masa Inmunolégica”
(IMFI1) y la segunda la "Verificacion del epitopo” (VE). La finalidad de la IMF es dirigir un polipéptido candidato a uno
cualquiera de los compartimentos de procesamiento de antigeno de una CPA donde pueden degradarse a
fragmentos peptidicos. Cualquier péptido de la longitud apropiada (de aproximadamente 9 a 25 restos de
aminoacidos) y que tienen afinidad de unién especifica por una molécula de MHC de clase Il concreta expresada por
la CPA, se unira a dicha molécula de MHC de clase Il en los compartimentos de procesamiento de antigeno. La
mayoria de estos complejos de molécula de MHC de clase |l-péptidos migran a la membrana celular de la CPA. Los
complejos (tanto asociados a la membrana celular como intracelulares) se aislan de la CPA y los péptidos eluyeron
de los complejos. Los péptidos eluidos se separan a continuacion, sus secuencias de aminoacidos se determinan y
las secuencias se comparan con la del polipéptido candidato.

La IMF generalmente se puede aplicar al analisis de péptidos producidos por una CPA que expresan moléculas de
MHC de clase |l definidas. Como tal, el procedimiento puede ser util para estudios de investigacion basica, por
ejemplo, estudios dirigidos a identificar restos de aminoacidos en un polipéptido que determinan los sitios de "corte"
de las enzimas proteoliticas de procesamiento de antigenos de las CPA. Como alternativa, cuando se sospecha que
el polipéptido es un antigeno que activa los linfocitos T CD4 + que causan o promueven una enfermedad particular o
median en la proteccion de una enfermedad, el IMF puede usarse para identificar los epitopos peptidicos
relacionados con la enfermedad o protectores derivados del polipéptido. Esta informacién podria ser util para la
investigacion basica en la etiologia de la enfermedad, o como base para el desarrollo de diagndsticos, terapéuticas o
vacunas para la enfermedad.

Un péptido cuya secuencia de aminoacidos coincide con la de una regién del polipéptido candidato es probable que
sea uno que active las los linfocitos T CD4 + que intervienen en la patogenia o la inmunidad frente a la enfermedad
en cuestion. Dicho péptido se puede someter al procedimiento de VE en el que se analiza su capacidad para activar
los linfocitos T CD4 + de los sujetos de ensayo y de control. Los péptidos que activan los linfocitos T CD4+ De los
sujetos de ensayo, pero no los de los sujetos control se identifican como péptidos que pueden iniciar, promover o
agravar la enfermedad en cuestion o mediar en la proteccion contra la enfermedad o sus sintomas patégenos.

Una vez que dicho péptido se identifica, se puede sintetizar en grandes cantidades, mediante técnicas quimicas o
recombinantes, y se usa en ensayos de diagnodstico similares a los procedimientos VE QUE se indican a
continuacion. Los péptidos relevantes pueden usarse solos 0 en combinacion. Alternativamente, los vectores de
expresion que codifican un péptido tal o una combinacién de tales péptidos pueden utilizarse para transfectar o
transducir la CPA adecuada (véase mas adelante), y estos pueden usarse en ensayos de diagnoéstico similares.

Ademas, multimeros (por ejemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros, hexameros o) de una molécula de
MHC de clase Il que contiene un péptido definido por el procedimiento, si se conjuga con un marcador detectable
(por ejemplo, un resto fluorescente, un radionuclido, o una enzima que cataliza una reacciéon que resulta en un
producto que absorbe o emite luz de una longitud de onda definida) puede usarse para cuantificar los linfocitos T de
un sujeto (por ejemplo, un paciente humano) que poseen receptores en la superficie celular que son especificos
para, y por lo tanto se uniran a, tales complejos. Es probable que un nimero relativamente alto de tales linfocitos T
sea diagnostico de una enfermedad importante o una indicaciéon de que los linfocitos T estan implicados en la
inmunidad a la enfermedad. Ademas, el control continuo de los nimeros relativos de linfocitos T de unién a
multimeros puede ser Util para establecer la evolucion de una enfermedad o la eficacia de la terapia. Estos ensayos
se han desarrollado utilizando tetrameros de moléculas MHC de clase | que contienen un péptido derivado del VIH-1
o un derivado del virus de la gripe [Altman y col.(1996), Science 274:94 - 96; Ogg y col.(1998), Science 279:2103 -
2106], y cabria esperar que los correspondientes multimeros del MHC de clase |l fueran , de forma similar, Utiles.
Tales complejos podrian producirse mediante la reticulacion quimica de moléculas del MHC de clase |l purificadas
montadas en presencia de un péptido de interés o mediante modificacion de técnicas de recombinacion ya
establecidas para la produccién de moléculas de MHC de clase Il que contienen un Unico péptido definido [Kazono y
col.(1994), Nature 369:151 - 154; Gauthier y col.(1998), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:11828 - 11833]. Las
moléculas mondémeros del MHC de clase Il de dichos multimeros pueden ser moléculas nativas compuestas por
cadenas a y B de longitud completa. Como alternativa, pueden ser moléculas que contienen o bien los dominios
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extracelulares de las cadenas a y B o los dominios de las cadenas a y 8 que forman las "paredes" y el "suelo" de la
hendidura de unién al péptido.

1.1 IMF
Hay dos procedimientos diferentes del IMF, IMF-1 e IMF-2.
1.1.1 IMF-1

En el IMF-1, la CPA se pone en contacto con un ligando que tiene una capacidad intrinseca para unirse a un
receptor en la superficie de la CPA. Los pares de receptor-ligando candidatos se describen a continuacion. Antes de
ponerse en contacto con la CPA, el ligando se conjuga con biotina. Cuando el ligando se ha producido mediante
tecnologia de ADN recombinante, la biotinilacion se puede realizar en las células (por ejemplo, bacterias) en las que
el ligando se genera por procedimientos tales como los utilizados para biotinilar los antigenos polipeptidicos
utilizados en el Ejemplo 1. Como alternativa, el ligando aislado puede biotinilarse in vitro mediante procedimientos
conocidos en la técnica. El ligando se conjugara con al menos un resto de biotina por molécula. Puede tener 2, 3, 4,
6 o 10 restos de biotina por molécula, siempre que conserve la capacidad para unirse al receptor de superficie
celular.

Después de la unién del ligando biotinilado (b-L) a su receptor en la superficie celular, el b-L no unido se elimina
mediante lavado y la CPA se pone en contacto con avidina, un polipéptido que se une a la biotina. La avidina puede
ser avidina o estreptavidina huevo. También puede ser avidina recombinante que contiene al menos dos dominios
de unidn a biotina. La avidina nativa contiene 4 dominios de union a biotina.

Después de la unidn de la avidina al resto (s) de biotina en el b-L unido a la superficie de la CPA, la avidina no unida
se elimina mediante lavado y la CPA se pone en contacto con un polipéptido de interés (PPI), también conjugado
previamente con biotina. La biotinilacion del PPl puede realizarse mediante los mismos procedimientos descritos
para el ligando y el PPI biotinilado (b-PPI) puede contener el mismo numero de restos de biotina por molécula. Sin
embargo, con el fin de evitar la posible interferencia con el procesamiento, el PPI contendra preferentemente 1 resto
de biotina por molécula.

Después de la union del PPI biotinilado (b-PPI) a la avidina en la CPA, el b-PPI no unido se elimina mediante lavado,
y se incuba la CPA. Mientras que el procedimiento hasta esta etapa se realiza generalmente en hielo (es decir, a
aproximadamente 4 °C), la incubacion se lleva a cabo a 37 °C. Como alternativa, la incubacion puede realizarse a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 ° C) o a una temperatura entre 25 °C y 37 °C. La incubacién puede
realizarse durante 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas o 6 horas, dependiendo de lo que da una
recuperacion optima de los péptidos. Después de la incubacion, las moléculas del MHC de clase Il de interés se
aislan mediante uno cualquiera de los diversos procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo,
inmunoprecipitacion. Preferentemente, se aisla mediante cromatografia de afinidad utilizando un procedimiento
descrito [Gorga y col.(1987), J. Biol. Chem. 262:16087 - 16094].

Los péptidos unidos de forma no covalente a las moléculas del MHC de clase |l aisladas se eluyen de ellos. Se
puede utilizar diversos procedimientos conocidos en la técnica. Preferentemente, el procedimiento sera uno descrito
anteriormente [Chicz y col.(1992), Nature 358:764 - 768] y en el Ejemplo 1 en el presente documento.

Los péptidos eluidos se separan mediante uno de una variedad de posibles procedimientos cromatograficos, por
ejemplo, cromatografia de fase inversa. Todas las fracciones resultantes que contienen péptidos se analizan
después individualmente mediante espectrometria de masas con desorcion por laser asistida por matriz en tiempo
de vuelo (MALDI-TOF) usando parametros que no fragmentan los péptidos. Después, los péptidos correspondientes
a todos los "picos" obtenidos en el espectro de MALDI-TOF pueden someterse a analisis de la secuencia
aminoacidos individual. Como alternativa, sélo los péptidos correspondientes a los picos que no se observan en un
espectro de control generado utilizando una muestra de péptidos obtenidos mediante un procedimiento idéntico pero
omitiendo la etapa de poner en contacto la CPA con el b-PPI, pueden someterse a analisis de la secuencia de
aminoacidos. Las secuencias de los péptidos individuales se pueden obtener por medios conocidos por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, se pueden obtener mediante MALDI-TOF, usando parametros del instrumento que dan
como resultado la fragmentacién de los péptidos en pequefios fragmentos que se analizan mediante el
espectrometro de masas. Las secuencias de aminoacidos de los péptidos se comparan después con la del PPI.
Aquellos con una secuencia idéntica a una regién del PPl son candidatos para VE.

Como alternativa, en lugar de determinar las secuencias de aminoacidos de los péptidos eluidos, los péptidos
"estandar" considerados como posibles candidatos pueden someterse a espectrometria de masas MALDI-TOF. Un
péptido de ensayo con un pico en la misma posicion en el espectro que un péptido estandar probablemente tenga la
misma secuencia que el péptido estandar.

1.1.2 IME-2
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El procedimiento IMF-2 es idéntico al procedimiento IMF-1, excepto que, en lugar de poner en contacto la CPA con
b-L avidina y luego con b-PPI, el b-L unido a la CPA en IMF-2 se pone en contacto con el PPI conjugado con avidina
(av-PPI). Como alternativa, el ligando puede conjugarse quimicamente a la avidina para dar un complejo avidina-
ligando (L-av). El conjugado av-PPI y L-av se puede fabricar quimicamente mediante procedimientos conocidos por
los expertos en la técnica. Como alternativa, una proteina de fusion que consiste en el PPl y avidina, o el ligando y
avidina, se puede hacer mediante tecnologia de ADN recombinante estandar. En cualquier caso, el componente de
avidina puede ser avidina de longitud completa o puede ser un fragmento de la molécula de avidina que contiene 1,
2, 3 0 los 4 dominios de unién a biotina.

1.2 VE

El procedimiento de VE implica la realizacion de ensayos de los péptidos identificados mediante IMF para determinar
su capacidad de unirse al MHC de clase Il del que eluyeron y activar las diversas poblaciones de linfocitos T CD4 +.
Se sintetizan péptidos con secuencias de aminoacidos idénticas a las identificadas por IMF o los correspondientes a
una secuencia central derivada de un grupo anidado de péptidos identificados mediante IMF. Los péptidos sintéticos
se analizan después para determinar su capacidad para unirse al MHC e clase Il del que eluyeron y activar los
linfocitos T CD4 + de (a) sujetos de ensayo que expresan la molécula de MHC de clase Il de interés y que tienen al
menos un sintoma de la enfermedad; y (b) sujetos control que expresan la molécula de MHC de clase Il de interés y
que no tienen sintomas de la enfermedad. Los sujetos de control adicionales pueden ser aquellos con sintomas de
la enfermedad y que no expresan la molécula del MHC de clase Il de interés. En algunas enfermedades (por
ejemplo, aquellas con un componente autoinmune), la capacidad de respuesta en los linfocitos T CD4 + de los
sujetos de ensayo, pero no en los linfocitos T CD4 + de los sujetos control descritos en (b,) proporciona pruebas
confirmatorias de que el péptido relevante es un epitopo que activa los linfocitos T CD4 + que pueden iniciar,
estimular o exacerbar la enfermedad en cuestion. En otras enfermedades (por ejemplo, cancer o enfermedades
infecciosas sin un componente autoinmune), un patrén similar de capacidad de respuesta y de falta de respuesta al
descrito en la frase anterior indicaria que el péptido relevante es un epitopo que activa los linfocitos T CD4 + que
pueden mediar la inmunidad a la enfermedad o, al menos, producir una disminuciéon en los sintomas de la
enfermedad.

La ausencia de una respuesta en los sujetos con sintomas de la enfermedad pero que no expresan la molécula de
MHC de clase |l proporciona mas pruebas de las actividades indicadas de péptido. Por otra parte, una respuesta en
tales linfocitos T CD4 + no excluiria necesariamente un papel de este tipo, pero sugeriria que el péptido relevante es
capaz de (i) unirse a algunos moléculas del MHC de clase Il expresadas por el sujeto pertinente; y (ii) ser reconocido
por los linfocitos T CD4 + en asociacion con la molécula del MHC de clase |l.

Las respuestas de los linfocitos T CD4 + pueden medirse mediante diversos procedimientos in vitro conocidos en la
técnica. Por ejemplo, las células mononucleares de sangre entera periférica (PBMC) pueden cultivarse con y sin un
péptido sintético candidato y sus respuestas proliferativas se miden mediante, por ejemplo, incorporaciéon de
timidina-[SH] timidina en su ADN. Los linfocitos T en proliferaciéon son linfocitos T CD4 + se puede analizar
eliminando los linfocitos T CD4 + de las PBMC antes del ensayo o afiadiendo anticuerpos inhibidores que se unen a
la molécula CD4 + en los linfocitos T, inhibiendo de esta manera la proliferacion de estas ultimas. En ambos casos,
la respuesta proliferativa solo se inhibira si los linfocitos T CD4 + son las células proliferantes. Como alternativa los
linfocitos T CD4 + se pueden purificar a partir de PBMC y analizarse para determinar las respuestas proliferativas a
los péptidos en presencia de CPA que expresan la molécula del MHC clase Il apropiada. Dichas CPA pueden ser
linfocitos B, monocitos, macrofagos o células dendriticas, o PBMC enteras. Las CPA también pueden ser lineas
celulares inmortalizadas derivadas de linfocitos B, monocitos, macréfagos o células dendriticas. Las CPA puede
expresar endégenamente la molécula del MHC de clase Il de interés o pueden expresar polinucleétidos
transfectados que codifican tales moléculas. Cuando los sujetos son seres humanos, las CPA también pueden ser
linfocitos T, ya que los linfocitos T humanos son capaces de expresar moléculas del MHC de clase Il. En todos los
casos, las APC pueden, antes del ensayo, convertirse en no proliferativas mediante tratamiento con, por ejemplo,
radiacion ionizante o mitomicina-C.

Como una alternativa a la medicién de la proliferacion celular, la produccioén de citocinas por los linfocitos T CD4 + se
puede medir mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Las citocinas incluyen, sin limitacion,
interleucina-2 (IL-2), IFN-y, IL-4, I-5, TNF-qa, interleucina-3 (IL-3), interleucina-6 (IL-6), interleucina -10 (IL-10),
interleucina-12 (IL-B 12) y el factor transformante de crecimiento (TGF) y los ensayos para medirlos incluyen, sin
limitacién, ELISA y bio-ensayos en los que las células que responden a la citocina relevante se analizan para
determinar la capacidad de respuesta (por ejemplo, proliferacion) en presencia de una muestra de ensayo. Como
alternativa, la produccion de citocinas por los linfocitos CD4 + puede visualizarse directamente mediante tincién de
inmunofluorescencia intracelular y citometria de flujo.

Habiendo identificado epitopos peptidicos asociados con una enfermedad en particular, la VE descrito anteriormente
puede usarse como prueba de diagnédstico de la enfermedad. Por lo tanto, los linfocitos de un sujeto sospechoso de
tener o de ser susceptibles a tener la enfermedad pueden analizarse mediante cualquiera de los procedimientos
descritos para una respuesta de linfocitos T CD4 a uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15 o 20) péptidos
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apropiados. Si se detecta una respuesta significativa de linfocitos CD4 T, es probable que el sujeto tenga o vaya a
desarrolla la enfermedad. La enfermedad puede ser, por ejemplo, DMDI y los péptidos pueden derivar de, por
ejemplo, insulina, proinsulina, preproinsulina, GAD65, IA-2, o phogrina. Los péptidos apropiados pueden ser, por
ejemplo, cualquiera de los enumerados a continuacion (por ejemplo, aquellos con las SEC ID N° 1-42).

Ademas, los péptidos que se ha identificado que estan asociados con cualquiera de las enfermedades enumeradas
en el presente documento (por ejemplo, una enfermedad autoinmune tales como DMDI, EM, o AR) se puedeN
utilizar para inducir tolerancia inmunoldgica en los linfocitos (por ejemplo, linfocitos T CD4 +) asociados con el inicio,
el progreso, o sintomas patoldgicos de la enfermedad. La tolerizacion de estos linfocitos puede ser util para la
profilaxis contra y / o terapia de la enfermedad relevante. La induccion de la tolerancia se puede lograr mediante la
administracion de un péptido apropiado a un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene, es sospechoso de tener, o es
susceptible a cualquiera de las enfermedades autoinmunes descritas en el presente documento, por ejemplo, DMDI,
EM o AR. Los procedimientos de ensayo de la eficacia de un péptido en la induccion de tolerancia, los
procedimientos y vias de administracion y las dosis a administrar son esencialmente los mismos que los descritos a
continuacién para APL.

Como una alternativa a la VE descrita anteriormente, los péptidos identificados mediante IMF pueden analizarse
para determinar su capacidad para unirse a una molécula del MHC de clase Il apropiada mediante procedimientos
conocidos en la técnica usando, por ejemplo, moléculas del MHC de clase |l aisladas o células transfectadas con
moléculas de acido nucleico que los codifican. Uno de tales procedimientos se describe en el Ejemplo 2. Estos
ensayos de union también se pueden utilizar para analizar la capacidad de los péptidos para unirse a moléculas del
MHC de clase |l alternativas, es decir, las moléculas del MHC de clase Il distintas a las que eluyeron usando el
procedimiento de FMI. Los procedimientos de diagndstico que utilizan dichos péptidos y los procedimientos
terapéuticos que usan cualquiera de los péptidos se pueden aplicar a los sujetos que expresan tales moléculas del
MHC de clase Il alternativas.

1. 3 Enfermedades y sus asociaciones con genes del MHC de clase |l

Los procedimientos se pueden aplicar al analisis de péptidos implicados en enfermedades asociadas con la
expresion de moléculas del MHC de clase Il definidas y en las que la patologia o la proteccién se debe a la accion
de los linfocitos T CD4 + activados. Dichas enfermedades incluyen, sin limitacion, ciertas enfermedades infecciosas,
cancer y enfermedades autoinmunes.

Un ejemplo de una enfermedad infecciosa que cumple los criterios anteriores es la lepra humana, que esta
producida por Mycobacterium leprae. Las bacterias infectan y prosperar en las células de Schwann periféricas y en
los macrofagos. La enfermedad se caracteriza por una inmunidad celular reprimida pero con respuestas de
anticuerpos normales. La lepra se ha asociado con la expresion de moléculas del MHC de clase IIDRB1 en la que el
codon 13 codifica Arg o los codones 70 y 71 codifican Arg [Zerva y col.(1996), J. Exp. Med. 183: 829 - 836]. Ademas,
la capacidad para eliminar espontaneamente el virus de la hepatitis C se asocia con la expresion de moléculas de
DQ B1 * 0301y, ya que el DQB1 * 0302 esta insuficientemente representado en los sujetos infectados por el virus de
la hepatitis C, los individuos que expresan DQB1 * 0302 pueden estar protegidos de la infeccion con el virus [Cramp
y col.(1998), J. Hepatol. 29:207 - 213]. Ademas, los linfocitos T CD4 + especificos de células de melanoma, que
pueden estar implicadas en las respuestas inmunes protectoras frente al melanoma maligno, reconocen epitopos de
tirosinasa presentados por moléculas HLA-DRB1 * 0401 de clase Il [Topalian y col.(1996), citado anteriormente].
Otras enfermedades asociadas con el MHC de clase Il se han enumerado anteriormente.

Los ejemplos de enfermedades autoinmunes a la que se pueden aplicar los procedimientos de la invencion incluyen,
sin limitacion, la DMDI, artritis reumatoide (AR), esclerosis multiple (EM), lupus eritematoso sistémico (LES) y
miastenia gravis (MG). La AR esta asociada con la expresion de los alelos DRB1 que codifican el QKRAA motivos
(SEC ID N° 53), QRRAA (SEC ID M? 54) o RRRAA (SEC ID N° 55) en los restos de aminoacidos 70 - 74
(DRB1*0101, 0401, 0403, 0405). La EM esta asociada con la expresion de los alelos DRB1 * 1501, DQA1 * 0102 y
DQB1 * 0602. ElI LES esta asociado con la expresion de los alelos DRB1*03, DRB1*1501, DQA1*0501 vy
DQB1*0201. La MG esta asociada con la expresion de los alelos DR3 y DQ2 (DQA1*0501-DQB1*0201 y
DQA1*0201-DQB1*0201). La insuficiencia ovarica autoinmune se asocia con genes DQB1 que codifican Asp en la
posicion 57. La tiroiditis de Graves, la tiroiditis de Hashimoto, el hipotiroidismo primario, todos ellos muestran una
débil asociacion con la expresion de los alelos DR5 y DR3. La enfermedad celiaca se asocia con la expresion de los
alelos HLA-DQA1 * 0501 y DQB1 * 0201. La cirrosis biliar primaria se asocia con la expresion de los alelos
DRB1*0801-DQA1 - 0401/0601-DQB1*04. La hepatitis autoinmune se asocia con la expresién de los alelos DRB3 *
0101 o DRB1 * 0401. La enfermedad de Addison se asocia con la expresion de los alelos DRB1*03, DQA1*0501 y
DQB1*0201. El vitiiligo se asocia con la expresion de los alelos DRB1*0701 y DQ2. La enfermedad anti-membrana
basal glomerular (sindrome de Goodpasture) se asocia con la expresion de los alelos DR15 y DR4.

La patologia en la AR, EM, y la DMDI se considera que se debe predominantemente a respuestas autoinmunes
dependientes de linfocitos T CD4+ mediada por células, mientras que la del LES y la MG se debe
predominantemente a respuestas autoinmunes mediadas por anticuerpos dependientes de los linfocitos T CD4+. En
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la AR, la respuesta inflamatoria inducida por los linfocitos T CD4 + activados se centra en la sinovia de las
articulaciones, en la EM en las vainas de mielina de los nervios y en DMDI en las células 3 pancreaticas ubicadas en
los islotes de Langerhans. El LES es una enfermedad autoinmune sistémica que afecta a multiples érganos. La
fatiga muscular observada en la MG se debe al desarrollo en el paciente de anticuerpos que se unen al receptor de
la acetilcolina en las uniones neuromusculares.

1.3.1 DMDI

La diabetes es un sindrome en el que los niveles de glucosa en sangre son anormalmente altos. Los niveles de
glucosa en sangre se controlan normalmente con la liberacidon de la hormona insulina de las células (3 situadas en
los islotes de Langerhans en el pancreas. La diabetes de tipo 1 (DMDI), la clase de la diabetes relevante para la
presente solicitud, es el resultado de la destruccion de las células B. El nivel de glucosa en sangre resultante, si no
se controla, produce deshidratacion, alteraciones del equilibrio acido / base en la sangre, inflamacién cerebral, coma
y muerte. El tratamiento con inyecciones de insulina humana sintética restaura el control de la glucosa. Una vez
iniciado, sin embargo, se requiere este tratamiento de por vida ya que las células f no se regeneran. Una vez
establecida, la diabetes es una carga importante para el paciente, para la familia del paciente, y para la sociedad.
Aunque las modernas dosis y preparaciones de insulina pueden mantener la glucosa en la sangre dentro de limites
razonables, a lo largo de varios afios las complicaciones de la enfermedad son inevitables. Los complicaciones mas
graves de la diabetes son insuficiencia renal, ceguera y pérdida de la funcién nerviosa. En los paises desarrollados,
la diabetes es la causa principal de insuficiencia renal cronica que requiere dialisis a largo plazo o trasplante. La
duracion de la vida de un paciente diabético se reduce en un promedio de 10 afios. ser una enfermedad
relativamente frecuente (la DMDI afecta a 1/200 - 1/400 de la poblacién), consume una gran cantidad de recursos;
se estima que en el mundo desarrollado los costes del cuidado de la diabetes son del 8 % del presupuesto de los
servicios de salud de agudos.

A la luz de estos antecedentes, es importante considerar si hay formas en las que se pueda impedir el desarrollo de
DMDI. En primer lugar, la destruccion de células B tiene lugar durante muchos meses o afios hasta que hay
demasiadas pocas células sintetizando insulina (aproximadamente 10 % de lo normal) para mantener la
normoglucemia y se diagnostica al paciente diabetes. Si el proceso de dafio celular B pudiera detenerse, la DMDI no
se desarrollaria. En segundo lugar, ahora es posible predecir quién desarrollara DMDI en el futuro con un alto grado
de sensibilidad (es decir, una buena tasa de "pick-up") y especificidad (una tasa de falsos positivos baja) a través de
simples analisis de sangre. En tercer lugar, parece que las células 3 se destruyen como parte de una respuesta
inmune inadvertida, durante la cual los componentes normales de la célula (proteinas denominadas autoantigenos)
se convierten en el objetivo de un ataque autoinmune. Varios de los principales autoantigenos de las células B se
han identificado (véase mas adelante). Otra caracteristica clave de la DMDI es la fuerte influencia genética en el
desarrollo de la enfermedad. Aunque varios genes estan involucrados, los mas predominantes son los genes de
clase Il del MHC humano, es decir, los genes del antigeno leucocitario humano (HLA). Estos genes ejercen un
control dominante sobre la respuesta inmune, mediante la seleccidon de los segmentos peptidicos (epitopos) dentro
de autoantigenos contra los que el sistema inmune de un individuo en particular centra su ataque. Al identificar estos
epitopos, sera posible elaborar estrategias para intervenir en el desarrollo de la enfermedad en una fase pre-clinica.

El complejo de genes del HLA es el mas polimérfico en el genoma humano, por lo que la posibilidad de que un
individuo exprese diferentes moléculas de HLA es alta. Sin embargo, en pacientes con DMDI, un conjunto muy
limitado de genes de HLA de clase Il esta fuertemente asociado con el desarrollo de la enfermedad. Como resultado,
dentro de una poblacién racialmente definida, los genes HLA de clase Il concretos son mucho mas comunes en los
diabéticos en comparacién con la poblacién total. A continuacion se presentan ejemplos de los genes de HLA de
clase Il que se encuentran con mayor frecuencia en pacientes de DMDI de América del Norte y del Norte de Europa
y, por tanto, probablemente tengan un fuerte papel de contribucién al desarrollo de la enfermedad.

Tipos de HLA-DR de clase Il: DRB1*0401, 0405

Tipos de HLA-DQ de clase Il: DQB1*0302, 0201, 0501; DQA1*0501, 0301.

A continuacion se indican genotipos de susceptibilidad en caucasicos, negros, y japoneses.
Caucasicos:

DRB1*04, DQA1*0301, DQB1*0302
DRB1*04, DQA1*0301, DQB1*0201
DRB1*03, DQA1*0501, DQB1*0201

Genotipos de susceptibilidad adicionales en negros

DRB1*09, DRB1*07, DQA1*0301, DQB1*0201

Genotipos de susceptibilidad adicionales en japoneses:
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DRB1*08, DQA1*0301, DQB1*0302
DRB1*09, DQA1*0301, DQB1*0303

Una cuestion crucial es: ¢ como difieren las moléculas de HLA de clase Il en la funcién entre un diabético que posee
HLA-DQA1 * 0301 / DQB1 * 0302 (DQ8) y un no diabético que posee HLA-DQA1 * 0102 / DQB1 * 0602 (DQ6), que
parecen ser protectoras frente a la DMDI? Se sabe que las diferentes moléculas de HLA de clase Il seleccionan y
presentan diferentes epitopos peptidicos para los receptores de linfocitos T. Por lo tanto, es probable que una
molécula de HLA de clase Il “estimulante de la diabetes” seleccione un epitopo peptidico de alguna manera que
inicia o favorece una respuesta autoinmune peligrosa.

En pacientes de DMDI de América del Norte y del Norte Europea, HLA-DRB1 * 0401 esta moderadamente asociado
con la DMDI, mientras que el tipo DRB1 * 0405 tiene una mayor influencia sobre el desarrollo de la enfermedad. Sin
embargo, un grupo particular de moléculas de HLA-DQ contribuyen a la susceptibilidad mas fuerte. En este grupo se
encuentran las moléculas de HLA-DQ que contienen una cadena polipeptidica a con el aminoacido arginina en la
posicion 52 (arg52a), y una cadena polipeptidica  con cualquier aminoacido distinto de aspartato en la posicion 57
(no asp578). Uno de los mejores caracterizados de estos es HLA-DQS8 (véase anteriormente), que tipicamente esta
unido a HLA DRB1 * 0401 (es decir, los dos genes se encuentran a menudo juntos en el mismo cromosoma). Estos
genes confieren el mayor riesgo de DMDI [Khalil y col.(1992), Diabetes 41:378 - 384]. Se estima que un individuo
que expresa una molécula HLA-DQ arg52a / no asp57f que tiene un familiar de primer grado con DMDI tiene una
probabilidad de 1: 4 de desarrollar la propia DMDI; es decir 100 veces el riesgo de la poblacion [Nepom, G.T. (1995),
Annu. Rev. Med. 46:17 - 25].

1.4 Especies

Los procedimientos se pueden aplicar a las enfermedades con las caracteristicas descritas en una amplia gama de
especies de mamiferos, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, caballos, vacas, cerdos, ovejas, cabras,
perros, gatos, conejos, cobayas, hamsteres, ratas y ratones. Preferentemente se aplicaran a enfermedades de seres
humanos.

Es conocido, por ejemplo, que ciertas cepas de ratones son susceptibles a formas murinas de AR, EM, DMDI y LES.
Por otra parte, en estos ratones, la susceptibilidad esta asociada con la expresion de genes del MHC de clase |l
concretos y el dafio del tejido se debe a la accion de los linfocitos T CD4 + activados o a respuestas de anticuerpos
dependientes de linfocitos T CD4 +. Por ejemplo, el ratéon diabético no obeso (NOD), que es susceptible a DMDI
espontanea, expresa la molécula H-2A° y la susceptibilidad de los ratones NOD a DMDI se ha relacionado con el
gen H-2A%. Ademas, la destruccion de tejidos en la DMDI en NOD se ha demostrado que esta mediada por los
linfocitos T CD4 +. Ademas, la susceptibilidad a la artritis inducida por colageno (AIC) en ratones se ha asociado con
la expresion de las moléculas del MHC de clase Il H-2A"", H-2A", H-2A" y H-2A""" y |a patologia articular en la AIC
se considera generalmente que esta mediada por linfocitos T CD4+.

Con respecto a los tipos de cancer, los sarcomas de células reticulares de ratones SJL son dependientes para el
crecimiento de las citocinas producidas por los linfocitos T CD4 + activados y requieren la expresion de ciertas
moléculas del MHC de clase II.

1.5 Moléculas del MHC de clase ||

Las moléculas de MHC de clase Il han sido identificadas en multiples especies de mamiferos. En algunas de estas
especies, la expresion de una molécula de MHC de clase Il en particular se ha asociado con una enfermedades
mediadas por linfocitos T CD4 + determinadas (véase anteriormente). En los seres humanos, por ejemplo, las
moléculas del MHC de clase Il se denominan HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP y en ratones, H-2A y H-2E. En todas las
especies, existen multiples alelos de cada gen.

1.6 Células presentadoras de antigeno (CPA)

Las CPA que puede usarse para los procedimientos IMF seran las enumeradas anteriormente para uso en la VE, es
decir, linfocitos B, macréfagos, monocitos, células dendriticas, y, en seres humanos, linfocitos T. Como alternativa,
se pueden utilizar lineas inmortalizadas de tales células.

Los ligandos que podrian usarse con las CPA linfocitos B incluyen lectinas tales como el mitégeno de hierba carmin
(PWM); anticuerpos (o fragmentos funcionales de anticuerpos tales como fragmentos Fab, F (ab ') o Fv) que se
unen a receptores de la superficie de las CPA que son componentes de la maquinaria celular para la internalizaciéon
y presentacion del antigeno, o estan involucrados en la sefalizacion para la internalizacién de antigenos, por
ejemplo, los receptores del complemento (CD21, CD35, CD11b / CD18, CD11c / CD18), el complejo receptor de
células B (incluyendo moléculas de inmunoglobulina), receptores de manosa, CD19, CD22, CD40, CD20, y CD45;
ligandos para los receptores mencionados anteriormente en las células B (por ejemplo, ligando CD40 soluble) y
otras CPA; y moléculas de Ig de especificidad irrelevante o con la capacidad de unirse al PPl o un marcador (por
ejemplo, un péptido o hapteno) conjugado al PPI o fragmentos de tales moléculas que incluyen la porcién Fcy, por
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lo tanto, se pueden unir a los receptores Fc en membranas de las células CPA.

Los receptores a los que se unen los ligandos anteriores son como sigue: PWM, que deriva de Phytolacca
americana, se une a un numero de restos de hidratos de carbono. Se une selectivamente los miembros unidos por
disulfuro de la familia Ig de proteinas, por ejemplo, las moléculas de Ig de superficie que constituyen los receptores
especificos de antigeno de los linfocitos B. Cualquier molécula en la superficie de las células B a las que puede
unirse PWM sera un receptor para PWM. Las lectinas que se podrian utilizar en lugar de PWM incluyen las
siguientes moléculas de unién a hidratos de carbono: lectina de guisante, concanavalina A, lectina de lenteja,
fitohemaglutinina (PHA) de Phaseolus vulgaris, aglutinina de cacahuete, aglutinina de soja, aglutinina de Ulex
europaeus-l, aglutinina de Dolichos biflorus, aglutinina de Vicia villosa y aglutinina de Sophora japonica. Los
receptores de anticuerpos o ligandos que se unen a los receptores de la superficie de las CPA, por definicion, son
los receptores mismos, ejemplos de los cuales se enumeran anteriormente. Los receptores para las moléculas de Ig
de especificidad irrelevante o con la capacidad de unirse al PPl o un marcador conjugado con el PPI, o fragmentos
de tales moléculas que incluyen porciones Fc, son los receptores Fc sobre linfocitos B, macréfagos y monocitos.

1.7 _Antigenos polipeptidicos

Los antigenos polipeptidicos que pueden usarse con los procedimientos de IMF pueden ser aquellos con una
secuencia de aminoacidos conocida o aquellos en los que al menos parte de la secuencia de aminoacidos se
conoce. Pueden ser polipéptidos que se sabe o que son sospechosos de estar involucrados en el proceso de la
enfermedad (por ejemplo, IA-2 en la DMDI) o pueden derivar de organismos microbianos que se sabe o se sospecha
que estan involucrados en el proceso de la enfermedad (por ejemplo, M. leprae en la lepra). Ejemplos de otros
antigenos polipeptidicos incluyen las proteinas del nucleo y de la cubierta viral de virus tales como el virus de la
hepatitis C, las proteinas del choque térmico de micobacterias, y la tirosinasa en el melanoma. Por otra parte, el
antigeno polipeptidico puede ser la proteina de longitud completa o puede ser un fragmento de la proteina que se
sabe o se sospecha que esta involucrada en el proceso de la enfermedad (por ejemplo, la porcion intracelular de 1A-
2 en la DMDI).

Ejemplos de polipéptidos que se sospecha que son autoantigenos en la EM (incluyendo la encefalomielitis
autoinmune experimental murina) son la proteina basica de la mielina (MBP), la proteina proteolipidica (PLP), la
proteina de mielina de oligodendrocitos (MOG), y alfa B-cristalina. El colageno se considera que es un autoantigeno
en la AR, el receptor de acetilcolina en la MG, y la proteina Smith, RNP ribonucleoproteina, y las proteinas SS-A y
SS-B en el LES. Otra enfermedad autoinmune y los polipéptidos que se han implicado como autoantigenos en su
génesis se enumeran a continuacion:

Insuficiencia ovarica autoinmune: 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa

Tiroiditis de Graves: tiroglobulina, peroxidasa tiroidea y receptor de la hormona estimulante del tiroides
Tiroiditis de Hashimoto: tiroglobulina y peroxidasa tiroidea

Hipotiroidismo primario: tiroglobulina y peroxidasa tiroidea

Enfermedad celiaca: transglutaminasa

Cirrosis biliar primaria: piruvato deshidrogenasa Hepatitis autoinmune: citocromo P4502D6
Enfermedad de Addison: 21-a-hidroxilasa

Vitiligo: tirosinasa

Enfermedad anti-membrana basal glomerular (sindrome de Goodpasture): colageno tipo IV

Esclerosis sistémica: Scl-70

Una descripcion mas detallada de los autoantigenos sospechosos de estar involucrados en la DMDI se proporciona
a continuacion.

La respuesta autoinmune inapropiada que conduce a la DMDI se dirige a las proteinas en la célula 3 pancreatica.
Hay varios autoantigenos que se han asociado con la DMDI, de los cuales 3 se consideran los mas importantes: la
insulina / proinsulina; acido glutamico descarboxilasa (isoforma de 65 kDa; GAD-65); e IA-2. El término "mayor" en el
presente documento se usa para denotar el hecho de que: a) la mayoria (es decir, 80-90 %) de los pacientes con
DMDI producen una respuesta inmune a al menos uno de estos 3; y (b) en la prediccion de la DMDI en individuos de
alto riesgo, una respuesta inmune a los 3 autoantigenos comporta un riesgo muy fuerte de futura DMDI.

La insulina se sintetiza inicialmente como pre-proinsulina (106 aminoacidos), y la molécula resultante de la escision
de la secuencia lider se denomina proinsulina. La proinsulina (82 aminoacidos) es un polipéptido sencillo en bucle
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sobre si mismo mediante 2 puentes disulfuro intracatenarios. La cadena C (también denominado péptido C, 31
aminoacidos) de la proinsulina se escinde para dar la forma secretada de la insulina que comprende dos cadenas
(A, 30 aminoacidos de longitud, y B, 21 aminoacidos de longitud) unidos por los 2 puentes disulfuro.

Los anticuerpos que surgen espontaneamente contra la insulina (autoanticuerpos de la insulina, IAA) se identificaron
por primera vez en pacientes diabéticos recién diagnosticados no tratados en 1983 [Palmer y col.(1983), Science
222:1337 - 1339]. Por lo general, el 40-50 % de los pacientes jovenes con DMDI o pre-DMDI tiene IAA, mientras que
son menos frecuentes en los adolescentes y adultos. Se ha demostrado que los autoanticuerpos contra la insulina
reaccionan igualmente bien con la insulina humana, porcina, bovina, de rata, de oveja y de pollo, pero no reaccionan
con cadenas aisladas A o B de la insulina [Castano, L. y Eisenbarth, G.S. (1990), Annu. Rev. Immunol. 8:647 - 79],
lo que sugiere que ambas cadenas contribuyen a formar el o los epitopo (s) de estos autoanticuerpos. Trabajos
recientes han proporcionado mas pruebas de la participacion de ambas cadenas A y B en la generacién de epitopo,
lo que sugiere que una secuencia de 6 aminoacidos en la cadena A y una secuencia de 3 aminoacidos en la cadena
B se incluyen en los epitopos reconocidos por los autoanticuerpos de insulina; esta regién difiere del dominio de
union al receptor de insulina [Castano y col.(1993), Diabetes 42:1202 - 1209]. Los autoanticuerpos frente a la
proinsulina pueden detectarse en el 22 % de los pacientes prediabéticos antes de la aparicion de la diabetes tipo 1
[Kuglin y col.(1990), Diabet. Med. 7:310 - 314].

Baekkeskov y col. demostraron que mas del 80 % de los nifios diabéticos recién diagnosticados tenia
autoanticuerpos frente a un autoantigeno de células B de 64 kDa de masa molecular relativa [Baekkeskov y
col.(1982), Nature 298:167 - 169], y los autoanticuerpos también estaban presentes en parientes en alto riesgo de
futura aparicion de diabetes [Baekkeskov y col.(1987), J. Clin. Invest. 79:926 - 934; Atkinson y col.(1990), Lancet
335:1357 - 60]. La identificaciéon molecular del antigeno de 64 kDa como GAD se hizo en 1990 [Baekkeskov y
col.(1990), Nature 347:151 - 156]. GAD es una enzima implicada en la sintesis del neurotransmisor inhibidor del
acido y-aminobutirico y probablemente tiene un papel en la sefializacion para la liberacion de insulina. Hay dos
isoformas de la enzima: GAD65 y GAD67. Con mucho, el principal representante en los islotes de Langerhans
humanos es GADG65.Los autoanticuerpos contra GAD65 estan presentes en el suero del 70-80 % de los pacientes
con DMDI de nuevo inicio [Petersen y col.(1994), Diabetes 43:459 - 467]. Como IAA, los autoanticuerpos de GAD
son un marcador predictivo temprano de la enfermedad, asociado con un alto riesgo para el desarrollo de la DMDI.
Estan presentes en mas del 80 % de los individuos que se sabe que estan en alto riesgo de desarrollar DMDI,
debido a antecedentes familiares y la presencia de marcadores de inmunidad [De Aizpurua y col.(1992), Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 89:9841 - 9845; Seissler y col.(1993), J. Clin. Invest. 92:1394 - 1399].

En los primeros experimentos de inmunoprecipitacion, el tratamiento suave con tripsina de una proteina de 64 kDa
de células de los islote tuvo como resultad la formacion de fragmentos de proteinas de 40 kDa y 37 kDa que se unen
a los autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes con DMDI [IDDM [Christie y col.(1990), J. Exp. Med.
172:789 - 794]. Mas importante aun, se demostré6 que los anticuerpos contra estos fragmentos son altamente
predictivos de la DMDI en individuos en riesgo [Christie y col.(1994), Diabetes 43:1254 - 1259]. Ahora se han
identificado las dianas moleculares de estos autoanticuerpos. El fragmento de 40 kDa es un componente de IA-2,
también llamado de forma confusa ICA512 [Payton y col.(1995), J. Clin. Invest. 96:1506 - 1511; Bonifacio y
col.(1995), J. Immunol. 155:5419 - 5426; y Rabin y col.(1994), J. Immunol. 152:3183 - 3188]. Posteriormente, el
fragmento de 37 kDa se identificé como phogrina (IA-23), una tirosina fosfatasa que comparte un 85 % de homologia
con IA-2. Los autoanticuerpos contra IA-2 y phogrina aparecen durante el periodo prediabético [Bonifacio et al
(1998), J. Immunol. 161:2648 - 2654] y son altamente predictivos de desarrollo de DMDI en individuos en riesgo. I1A-
2 se sintetiza como una proteina grande de 106 kDa que tiene un dominio intracelular en los restos 603 a 1. 055. El
dominio intracelular de IA-2 es el objetivo de casi toda la reactividad de los autoanticuerpos frente a IA-2 [Kawasaki y
col.(1997), J. Clin. Endocrinol. Metab. 82:375 - 80].

2. Péptidos

Los péptidos de la invencion derivan de IA-2 y pueden unirse a moléculas de HLA-DR4. Los péptidos pueden ser,
por ejemplo, uno cualquiera de los siguientes péptidos: YLKNVQTQETRTL (SEQ ID NO:10); YLKNVQTQETRTLTQ
(SEC ID N° 13); FYLKNVQTQETRTLTQFHF (SEC ID N° 16); AYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 17);
LAKEWQALCAYQAEPNT (SEC ID N° 19); AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20);
WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21); LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22); y
KLKVESSPSRSDYINAS (SEC ID N° 40)

Los péptidos se pueden preparar usando las metodologias IMF descritas. Los péptidos mas pequefios (DE menos
de 50 aminoacidos de longitud) también pueden sintetizarse convenientemente por medios quimicos estandar.
Ademas, tanto los polipéptidos como los péptidos pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante in
vitro, técnicas sintéticas, y recombinacion / recombinacion genética in vivo utilizando las secuencias de nucleétidos
que codifican los polipéptidos o péptidos apropiados. Se pueden usar procedimientos bien conocidos por los
expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contengan secuencias de codificacion relevantes y
las sefales adecuadas de control de la transcripcion y la traduccion. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual [Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., 1989], y Ausubel et
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al., Current Protocols in Molecular Biology, [Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989].

Para expresar los péptidos y polipéptidos se pueden usar varios sistemas de vector de expresion-huésped. Dichos
sistemas huésped-expresion representan vehiculos mediante los cuales se pueden producir los polipéptidos de
interés y, posteriormente, se pueden purificar, pero también representan células que pueden, cuando se transforman
o transfectan con las secuencias nucleotidicas codificadoras adecuadas, producir el péptido o polipéptido relevante
in situ. Estos incluyen, entre otros, microorganismos tales como bacterias (p. €j., E. coli y B. subtilis) transformadas
con vectores de expresion ADN de bacteriéfago recombinante, de ADN plasmidico o de ADN de césmido, que
contienen secuencias de codificacion del péptido TR; . 41; levaduras, por ejemplo Saccharomyces o Pichia,
transformadas con vectores de expresion recombinante de levaduras que contienen las secuencias de codificacion
adecuadas; sistemas de células de insecto infectadas con vectores de expresion recombinante de virus, por ejemplo
baculovirus; sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresién en virus recombinantes, por
ejemplo el virus del mosaico de la coliflor (CaMV) o el virus del mosaico del tabaco (TMV) o transformadas con
vectores de expresion en plasmidos recombinante, por ejemplo, el plasmido Ti, que contienen las secuencias de
codificacion adecuadas; o sistemas de células de mamifero, por ejemplo células COS, CHO, BHK, 293 o 3T3) que
alojan construcciones de expresion recombinante que contienen promotores derivados del genoma de células de
mamifero, por ejemplo el promotor de metalotioneina, o de virus de mamiferos, por ejemplo el promotor tardio de
adenovirus o el promotor 7,5 K del virus vaccinia.

Los siguientes ejemplos se pretende que sean ilustrativos, no limitantes, de la invencion.
Ejemplos
Materiales y procedimientos

Generacién de lineas de células B transformadas con el virus de Epstein-Barr (EBV) Las lineas de linfocitos B
transformadas con EBV se propagaron en medio RPMI 1640 suplementado con glutamina, penicilina /
estreptomicina y 10 % de suero bovino fetal (FCS) en 50-100 matraces de 175 cm?para lograr altos volimenes de
células. Las células transformadas con EBV utilizadas fueron células de Priess que son homocigotas para el
genotipo de HLA DRB1*0401, DRB4*0101 [DR4/DRw53], DQA1*0301/DQB1*0302[DQ8] permisivo para DMDI.

Aproximadamente el 50 % de las células se recolectaron cada 2-3 dias mediante granulacion, se lavaron con
solucién de sales equilibrada de Hanks (HBSS), se contaron, se resuspendieron en HBSS, y se utilizaron para el
procedimiento IMF.

Antigenos polipeptidicos biotinilados. Los antigenos recombinantes se generaron en E. coli. La porcion intracelular
de IA-2 (IA-2iC) se generd utilizando el vector Pinpoint (Promega, Madison, WI) que produce proteinas de fusion
acopladas en el extremo N a una secuencia lider biotinilada en un solo resto de lisina. Esto permitié la purificacion
utilizando columnas de avidina monomeéricas y también produjo una forma biotinilada del antigeno de interés para
uso en el sistema de liberacion de antigenos (SLA) (véase mas adelante). El vector Pinpoint contiene ADNc que
codifica IA-2ic fue proporcionado amablemente por el Dr. M. Christie, King's College London [Payton y col.(1995), J.
Clin. Invest. 96:1506 - 1511]. Las condiciones para la purificacion de IA-2iC fueron como se ha establecido
anteriormente [Payton y col.(1995), citado anteriormente]. En resumen, las células de la cepa de E. coli JM109 se
transformaron con el vector Pinpoint que contiene el ADNc de IA-2ic.

Las colonias se subcultivaron en placas de medio minimo/ agarosa y las colonias individuales se eligieron y se
cultivaron durante la noche a 37 °C con agitacion en medio minimo que contiene d-biotina 2 yM y 100 pg/ml de
ampicilina. Una vez que el cultivo habia alcanzado una Ao de 0,5, se transfirié (dilucion 1:10) en medio LB que
contenia d-biotina 2 uM y se cultivaron a 37 °C con agitacion durante una hora. La expresion de proteinas se indujo
en la fase logaritmica de crecimiento utilizando isopropil f-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 100 uM.

Las células se recolectaron después de 3-5 horas de agitacion a 37 °C, mediante centrifugacion a 8,000 ga 4 ° C. El
sedimento celular se resuspendid en tampon de precipitado celular (CPB; tampoén fosfato100 mM, pH 7,2 que
contiene benzamidina 10 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM).

A continuacion, las células se lisaron en hielo y las proteinas solubles de liberaron usando una combinacién de
tratamiento con lisozima (1 mg / ml), Triton X-100 (0,1%) y desoxirribonucleasa (200 U/ml). Después de la
eliminacién de los restos celulares por centrifugacion (14. 000 g durante 15 minutos a 4 °C), la proteina de fusién
biotinilada se purificé a partir del sobrenadante mediante el paso, a un caudal de 8 ml / hora, a través de una
columna de avidina-resina (SoftLink, Promega, Madison, WI) preparada de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y equilibrada en CPB. Después de un lavado extenso de la columna, la proteina de fusion biotinilada se
eluy6 usando un exceso de d-biotina 5 uM, se separ6 de la d-biotina libre usando una columna G-25 (Pharmacia), y
se concentrd de 10 a 100 veces utilizando un concentrador Amicon B15 con un “corte” de peso molecular de 15 kDa.
La pureza, que era tipicamente > 90 %, se evalué mediante SDS-PAGE y analisis de transferencia de Western en el
que se utilizé avidina-peroxidasa en la etapa de desarrollo.
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El ADNc de GADG65 obtenido del ARN extraido de los islotes pancreaticos humanos se cloné en el vector pET 12
(Stratagene), en el que la expresion esta controlada mediante el promotor de T7 aguas abajo de una secuencia de
marcadora de biotinilacién y un marcaje de purificacion de histidina disefiado basado en el vector Pinpoint. Este
sistema del vector pET 12 tiene la ventaja de que la expresion de proteinas de fusién puede inducirse en la cepa
deficiente de proteasa de E. coli, BLR (DE3) pLysS.

GADG65 se generd del siguiente modo. Las bacterias BLR (DE3) pLysS se transformaron con el vector que contiene
el ADNc de GADG65 y se eligio una colonia en LB y se cultivé a 37 °C con agitacion a 225 rpm hasta alcanzar una
Asoode 0. 6-1. 0. Las células se resuspendieron después en LB fresco, se sembraron a una diluciéon de 1:25, se
cultivaron en las mismas condiciones a una Asgo 0,4, y se indujeron con IPTG 2 mM durante 3 horas. Un sedimento
bacteriano obtenido mediante centrifugacion se resuspendioé en hidrocloruro de guanidina (GuHCI) 8 M, NaH,PO4 50
mM, Tris 10 mM, 0,1 % Triton X-100, 2-mercaptoetanol (2-ME) 50 mM, pH 8,0; se sonico; y se centrifugd durante 1
hora a 4 °C a 40. 000 g. El sobrenadante se dializa frente a un exceso de 10 veces del tampon GuHCI 8M sin 2-ME
y después se afadié a una suspension de resina de niquel al 50 % durante 1 hora, agitando a temperatura
ambiente. La resina de niquel se resuspendié en una columna y se lavé con tampones de urea proporcionadas por
los fabricantes de la resina de niquel (Qiagen, Alemania), pero suplementado con 2-ME 5 mM y 0,1 % de Triton X-
100. Las proteinas se eluyeron utilizando tampones de urea de pH 5,9 y pH 4,5 y se dializaron contra urea 4 M, que
contiene fosfato de piridoxal 50 mM, glutamato sédico 20 mM, 0,05 % de Triton X-100, 2-ME 5 mM y L-arginina 2M.
La preparacion se dializé después contra el tampoén de carrera en el gel dodecilsulfato sddico (SDS) (0,1 %) que
contiene glutation 2,5 mM, fosfato de piridoxal 50 mM. La dialisis se repite frente a un tampén idéntico que contiene
una concentracion 10 veces inferior de SDS. A continuacién, didlisis se realizé frente a una solucién que contiene
HEPES 4 mM, glutamato sédico 20 mM, fosfato de piridoxal 50 mM, glutation 2,5 mM. La dialisis final fue contra el
mismo tampon sin glutamato soédico. En esta etapa, la GAD65 biotinilada amarilla se almacend a 4 °C o liofilizada.

El ADNc humano de pre-proinsulina fue proporcionado amablemente por el Dr. D. Steiner y se ha clonado como se
ha descrito anteriormente para GAD65. Se produjo pre-proinsulina biotinilada y se purificd en condiciones similares a
las de la produccion y purificacion de GAD65.

Sistema de liberacién de antigeno (SLA). Para los SLA, células de Priess recolectadas y lavadas se suspendieron a
5 x 10’/ ml en HBSS frio suplementado con b-PMW (300 ng / ml))/ se incubaron en hielo durante 30 minutos.
Después de lavar en HBSS, las células se resuspendieron a 5 x 10/ ml en HBSS que contienen 0,5 mg / ml de
avidina y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Después del lavado, las células se resuspendieron en HBSS
suplementado con 10-40 mg / ml de IA-2ic biotinilado y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Después del
lavado, las células se resuspendieron en medio RPMI 1640/10% FCS (1 x 10% MI) precalentado y se cultivaron a 37
°C en 5% de CO, durante 6 horas. Las células se sedimentaron y se almacenaron a -80 °C hasta que se realiz6 la
purificacién molécula de HLA.

Purificaciéon de HLA de clase Il. La purificacion de la molécula DR4 se llevd a cabo como se ha descrito
anteriormente [Gorga y col.(1987), J. Biol. Chem. 262:16087 - 16094). Los sedimentos celulares que se habian
obtenido a partir de los SLA y almacenados a -80 ° C se descongelaron y se homogeneizaron en tampon hipoténico.
Una fraccion de membrana en bruto se preparé mediante centrifugacion de alta velocidad y se solubilizé en NP40.
La fraccion de detergente soluble se pasoé por una serie de columnas de inmunoafinidad que contienen el material de
matriz de la Proteina-A Sepharose o AffiGel 10 conjugado con anticuerpos monoclonales (mAb) que se unen a
moléculas de MHC de clase | (mAb W6 / 32), moléculas de DR (mAb LB3.1 0 mAb L243), y moléculas de la familia
de DQ3 (mAb IVD12), respectivamente. Cada uno de estos mAb reconoce la conformacion nativa en dimero de las
moléculas de HLA de clase | o de clase Il en las células de las lineas de linfocitos B que se indican. Las columnas de
inmunoafinidad se eluyeron con glicina 50 mM, pH 11,5 / 0,1% de desoxicolato sdédico, e inmediatamente se
neutralizaron y se dializaron contra Tris 10 mM, pH 8,0 / 0,1% de desoxicolato sédico. La pureza de la proteina se
evalu6 mediante SDS-PAGE y se cuantificé mediante el ensayo de BCA.

Analisis de péptidos. Todas las muestras de la proteina HLA de clase Il se concentraron hasta 100 ul usando un
dispositivo de ultrafiltracion (Amicon Centricon 10) antes de la extraccion del péptido. Los repertorios de péptidos
procesados de forma natural se eluyeron con acido de las moléculas de HLA de clase Il mediante la adicion de 800
pl de acido acético al 10 %, y se incubaron durante 15 minutos a 70 °C, como se describe [Chicz y col.(1993), J.
Exp. Med. 178:24 - 47]. Los péptidos se separaron de la proteina HLA restante por ultrafiltracion con el dispositivo
Centricon 10. La fraccion de "flujo continuo”, que contiene los péptidos extraidos con acido se concentré en un
Savant SpeedVac a un volumen de aproximadamente 20-30 | yl se almacené a -80 ° C. Las mezclas de péptidos
extraidas con acido se separaron mediante cromatografia en fase inversa como se ha descrito anteriormente [Chicz
y col. (1993), citado anteriormente], pero con modificaciones menores. Brevemente, las separaciones se llevaron a
cabo usando una columna C18 microbore (1,0 x 250 mm; Vydac, Hesperia, CA) con un caudal de 50 pl / minuto. El
efluente de la columna se dividié de forma que el 2 % se cargd inmediatamente sobre una placa para muestras de
espectrometria de masas con desorcion laser asistida por matriz en tiempo de vuelo (MALDI-TOF), recogiéndose el
98% restante para su almacenamiento a -20 ° C. Las muestras se prepararon para el analisis de espectrometria de
masas mediante la adicién de 0,4 pl de la matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 10 mg / ml en 50 % de
acrilonitrilo/0,1 % de acido trifluoroacético) y se dejaron secar al aire. Los espectros de masas se recogieron a

14




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536 185 T3

intensidades de laser optimas promediando las sefiales de iones de 128 exploraciones individuales en los modos
lineales y de reflector usando un espectrometro de masas reflector longitud de una sola etapa extendido de tiempo
de vuelo (Voyager Elite XL; PerSeptive Biosystems, Framingham, MA). El tiempo de conversion en masa se realizé
mediante calibracion externa utilizando péptidos sintéticos.

Se desarroll6 una espectrometria de masas-cromatografia liquida de microcapilaridad automatica (CL-EM) con datos
dependientes de disociacion asistida por colision (CAD) para la secuenciacion de los niveles bajos de los péptidos
asociados con HLA procesados de forma natural para secuenciar directamente masas de péptidos diana como se
determina mediante el abordaje MALDI-TOF-MS previamente descrito. Las fracciones de péptidos separadas
mediante cromatografia de fase inversa se diluyen hasta un volumen final de 5-20 pl para ayudar a la manipulacién y
permitir el uso de separaciones de fase inversa de segunda dimensién. La solucion peptidica resultante puede
preconcentrarse después atrapando péptidos usando un lecho pequefio (0,5 a 1,0 pl) de soporte polimérico de fase
inversa. Esto también facilita la eliminacién de los contaminantes hidréfilos mediante lavado de la trampa con una
solucién acuosa. Posteriormente, los péptidos se lavan de nuevo desde la fase de captura sobre la microcapilaridad
(con un diametro interior de 75 pm y se empaquetan con 5-15 cm de 1-7 um a 100-200 A C1s 0 material no poroso) y
la separacion se desarrolla utilizando un gradiente no lineal. Un caudal de la fase movil de -0,5 ul/ min se consigue
dividiendo el flujo de las bombas y usando una columna de equilibrado. La deteccién peptidica se realiza mediante
EM dp-electropulverizacion. El voltaje necesario para dirigir la ectropulverizacion se aplica a la cabeza de la columna
de microcapilaridad y los péptidos son electropulverizan en el analizador de masas directamente a medida que
eluyen del capilar. Los experimentos de CAD se activan de un modo dependiente de los datos, usando iones que
son mas abundantes que un umbral establecido. Se usa exclusién dinamica para asegurar la maxima cobertura del
péptido (es decir, las respuestas menores se analizan mediante CAD tras un nimero determinado de usuario de
experimentos de CAD de una sola respuesta de péptido) escribiendo una lista de exclusién durante la progresion del
ensayo de modo que un i6n dado no sera analizada mediante multiples experimentos CAD. El tiempo que un ién
dado reside en la lista de exclusion depende de la calidad de las separaciones cromatograficas. Esto se debe
determinar experimentalmente. De esta manera, se pueden analizar las respuestas isobaricas separadas. Con este
método se puede conseguir una sensibilidad de la secuenciacion de péptidos mejor que 1 fmol.

Verificaciéon de epitopos (VE)

Para establecer que los epitopos peptidicos identificados son relevantes para la DMDI (es decir, que son
reconocidos por los linfocitos T CD4 + de pacientes con DMDI o pre-DMDI que expresan la molécula de DR4, pero
no por los controles no diabéticos que también expresan la molécula DR4), se llevaron a cabo ensayos de
proliferacién de linfocitos T utilizando péptidos sintéticos que tienen secuencias de aminoacidos sobre la base de los
péptidos identificados mediante espectrometria de masas que se derivan de IA-2iC. Los péptidos se sintetizaron
utilizando quimica de Fmoc con un sintetizador de péptidos Applied Biosystems SYNERGY y se purificaron mediante
RP-HPLC preparativa en un sistema Waters Alliance 2690 equipado con un mddulo de compresiéon radial. Las
secuencias de aminoacidos y la pureza superior al 90 % para todos los péptidos sintéticos se confirmaron mediante
MALDI-MS y HPLC analitica. Las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con DMDI de inicio
reciente (< 6 meses desde el diagndstico) y controles sanos que expresan las moléculas de HLA DR4 apropiadas se
separaron por centrifugacion en gradiente de densidad y se co-cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo en U con
péptidos a una concentracion de 10 pg/ml durante 5 dias en 150 pyl de RPMI 1640/10% de suero AB normal
combinado, seguido de pulsos con 0,5 uCi de [3H]-timidina / pocillo y recolectando sobre filtros para recuento de
radiactividad media en cuentas por minuto (cpm). Habia doce pocillos replicados por grupo de ensayo. Los
resultados se expresaron como un indice de estimulacion (IE) que es la relacion de las cpm obtenidas a partir de
cultivos que contienen péptido con las cpm obtenidas a partir de cultivos sin péptido (cpm medias de 12 pocillos en
cada caso).

Los datos también se analizaron en términos de la fracciéon de "pocillos de cultivo positivos”. Un pocillo de cultivo
positivo fue uno que contenia péptido y resulté en cpm> cpm medias + 2SD obtenidas a partir de cultivos sin
péptido. Las respuestas de linfocitos T se consideraron significativas cuando el IE es> 2,0 y> 40 % de los pocillos
son positivos

Ensayo de union:

Los péptidos sintéticos con secuencias de aminoacidos basados en las 6 regiones centrales identificadas mediante
IMF se analizaron para determinar su capacidad para unirse a moléculas de HLA-DR4 aisladas en un ensayo de
inhibicién de la unién realizado esencialmente como se ha descrito anteriormente [Chicz y col.(1997), J. Immunol.
159: 4935 - 4942]. En breve, alicuotas de la preparacion inmunopurificada de HLA-DR4 (concentracion final de 10
Mg/ / ml) se incubaron con un péptido de union a HLA-DR4 biotinilado (que consiste en los residuos 98-117 de la
cadena invariable del MHC de clase 1l) ("el péptido indicador") (1 uM) y concentraciones variables de los péptidos de
ensayo en tubos de 0,2 ml. Después de una incubacion durante la noche a temperatura ambiente, los contenidos de
cada tubo se transfirieron a un pocillo de una placa de microtitulacién de plastico de 96 pocillos previamente
recubierta con el anticuerpo anti-HLA-DR4. Las placas de microtitulacion se sacudieron durante 60 minutos a
temperatura ambiente y el material no unido se eliminé por lavado riguroso. La cantidad relativa de péptido estandar
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unido en cada pocillo se determiné midiendo el desarrollo de color después de la adicion de fosfatasa alcalina
conjugada con estreptavidina, lavando y afiadiendo un sustrato cromogénico de la fosfatasa alcalina.

Ejemplo 1. Analisis de los péptidos de union a HLA DR4 derivados mediante procesamiento natural de 1A-2iC
por linfocitos B

Para establecer si el SLA descrito conduce a la generacion de péptidos (unidos a moléculas de HLA de clase Il en la
superficie) similares a los producidos por las CPA tras la captacion natural de un polipéptido parental, se generé una
linea de linfocitos T CD4+ especifica del toxoide del tétanos (TT). Las células NG2 mostraron altos niveles similares
de [3H] -timidina cuando se cocultivaron con CPA en las que la TT biotinilada habia sido dirigida a los organulos de
procesamiento de antigeno usando el SLA descrito (cpm medias = 7750 después de 3 dias de cultivo) que cuando
se cultivaron con CPA y TT normales (cpm medias= 8427). El valor de fondo obtenida usando CPA sin TT fue de
2528 cpm. Después de realizar el SLA, las alicuotas de las células de Priess se incubaron a 37 °C durante 0, 1, 3, o
6 horas y después se ensayaron para determinar la presencia de TT en sus superficies mediante tratamiento
secuencial con antisuero anti-TT de conejo ("anti-TT") e Ig anti-conejo de cabra conjugado con FITC ("FARIG"),
seguido de analisis de citometria de flujo (Fig. 1). En comparacién con las muestras iniciales tratadas con FARIG y
no anti-TT (-), la expresion en superficie de TT fue alta a las 0 horas (eeee), habia disminuidoa 1 (- @ -) y 3 (- - -)
horas, y estaba completamente ausente a las 6 horas (eee). Este experimento demostré que las proteinas liberadas
través del SLA se internalizan rapidamente y se dirigen a la via de procesamiento de antigeno DE HLA de clase Il, y
que los epitopos peptidicos relevantes se presentan a los linfocitos T CD4 + respondedores.

El autoantigeno del islote IA-2iC fue objetivo sobre la superficie de linfocitos B transformados con EBV de Priess
utilizando el sistema de liberacion de antigeno (SLA) descrito anteriormente. En la primera etapa, se incubaron 5-10
x 10" células B transformadas con EBV de Priess con b-PWM. Después de eliminar mediante lavado el b-PWM no
unido, se afiadié avidina a la suspension celular para proporcionar un puente entre el b-PWM y el b-IA-2ic.

Después de proporcionar pulsos de |IA-2iC biotinilado, las células se incubaron durante 1-6 horas a 37 °C para
permitir la internalizacion, el procesamiento y la presentacion. Una poblaciéon control de de células se pulsé con b-
PWM y avidina solamente. Las moléculas de HLA-DR4 (0401) se purificaron en cada sedimento celular, los péptidos
unidos se eluyeron y se separaron mediante RP-HPLC, y cada una de 100 fracciones se analizé mediante MALDI-
TOF. El analisis RP-HPLC fue altamente reproducible, mostrando las trazas cromatograficas de las preparaciones
de 1A-2ic pulsadas y de HLA-DR4 control un indice de similitud de 96 a 99 %. Se utiliz6 un enfoque de sustraccion
para identificar los péptidos derivados de IA-2iC. Los espectros de masas de las fracciones de RP-HPLC
equivalentes a partir de preparaciones IA-2ic pulsadas y control biotiniladas se superpusieron y las masas comunes
a ambos se descontaron de su posterior analisis. Un ejemplo de tal perfil se muestra en la Fig. 2. Los espectros de
masas para el repertorio péptido HLA-DR4 (0401) aislado de células Priess pulsadas con IA-2iC se compararon con
los espectros para el repertorio peptidico aislado de células Priess de control para identificar nuevos valores de m/ z
(relacién masa a carga) correspondientes a los péptidos derivados de IA-2iC (Fig. 2). En la Fig. 2, mientras que los
picos con valores de m / z de aproximadamente 1747 y 1822 se observaron en los espectros obtenidos con mezclas
de péptidos a partir de células Priess tanto pulsadas con IA-2ic como control, los picos con valores m / z de 1779,75
y 1935,8 solo se vieron en el espectro obtenido con la mezcla de péptidos a partir de las células Priess pulsadas con
IA-2iC.

El experimento se realizé por triplicado. De los valores de aproximadamente 3000 m / z observados, se identificaron
inicialmente 85 nuevas masas como posibles péptidos procesados de forma natural a partir de de 1A-2ic. Los analisis
de masas posteriores utilizando una mayor resolucion y una exactitud de masa mas estricta revel6 que 24 valores de
m / z tenian masas correspondientes a los péptidos sintéticos candidatos derivados de IA-2ic. Estos péptidos
sintéticos se sometieron al anadlisis de espectrometria de masas. La identificacion de masas fue altamente
reproducible, identificandose las mismas 24 masas en tres preparaciones de células B separadas y 3 separaciones
mediante RP-HPLC separadas. Las mismas masas se observaron cuando se permiti6 que las células B de
internalizaran, procesaran presentaran antigeno durante 1 hora y 6 horas, aunque la mejor la carga peptidica de
moléculas de DR4 se vio a la hora. Las secuencias de las masas se muestran en la Tabla 1. Cada una de las
secuencias era miembro de uno de los 6 conjuntos anidados de péptidos. Los conjuntos anidados son grupos de
péptidos basados alrededor de la misma region central, pero truncada de forma variable o extendida en los extremos
N y C. Las 6 regiones centrales contenian aminoacidos que se sabe que se prefieren para la union de HLA-DR4
(0401). Las secuencias de los péptidos con SEC ID N° 10, SEC ID N° 13, y SEC ID N° 25 se han confirmado
utilizando la metodologia CAD descrita anteriormente aplicada a muestras de del material relevante separado con
MALDI-TOF. También se han obtenido secuencias parciales correspondientes a varios péptidos de cada una de las
regiones centrales descritas anteriormente.
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Seis péptidos sintéticos con secuencias de aminoacidos basados en las 6 regiones centrales de IA-2iC se utilizaron
para examinar las respuestas de linfocitos T de sangre periférica en pacientes con DMDI (que expresan y que no
expresan HLA-DR4) y en sujetos control sanos que expresan HLA-DR4 (Tabla 2). De 13 pacientes de DMDI con
HLA-DR4, 9 tenian linfocitos T que mostraron respuestas proliferativas ("POS" en la Tabla 2) significativas a al
menos uno de los 6 péptidos. Once de los pacientes con DR4 expresaron el alelo 0401 y dos expresaron tanto el
alelo 0403 como el 0405 alelos. Los genes 0401, 0403, y 0405 codifican cadenas DR similares, que solo difieren en
las posiciones 57 (0405 S para D), 71 (0403 y 0405 R para K), 74 (0403 E para A) y 86 (0403 V para G) [Marsh,
S.G., Tissue Antigens 51:467 - 507, (1998)]. Los motivos de union peptidica de estos tipos de HLA-DR4 se conocen
y son similares, y se ha predicho que todos se unen a las 6 regiones de péptidos centrales |A-2iC. Los linfocitos T de
solo 1/8 pacientes de DMDI no-DR4 proliferaron cuando se expusieron a cualquiera de los péptidos, y ninguno de
los de los sujetos control (todos 0401) respondié a ninguno de los péptidos. Los péptidos de las 6 de las 6 regiones
centrales provocaron respuestas de linfocitos T y los linfocitos T de la mayoria de los pacientes respondedores
proliferaron frente a un Unico péptido.

En conjunto, estos datos indican que el procedimiento IMF aplicado al analisis de los péptidos producidos por el
procesamiento natural del IA-2iC tuvo como resultado la caracterizacion de péptidos que son reconocidos por
linfocitos T CD4 + especificamente de pacientes de DMDI que expresan HLA DR4 y, por lo tanto, pueden estar
implicados en el proceso de la enfermedad DMDI. Este hallazgo representa un avance significativo en el
conocimiento sobre la etiologia de la DMDI y proporciona la base para el desarrollo de agentes terapéuticos y / o
profilacticos para la DMDI, por ejemplo, APL. Cabe esperar que metodologias analogas puedan tener igualmente
éxito en la identificacion de péptidos implicados en la patogenia de otras enfermedades mediadas por los linfocitos T
CD4 + (véase anteriormente) en las que la susceptibilidad esta vinculada a la expresion de una molécula del MHC
de clase Il concreta.
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Ejemplo 2. Union de péptidos de consenso a moléculas de HLA-DR4 aisladas

Con el fin de probar la capacidad de los 6 péptidos consenso que representan las 6 regiones centrales definidas por
el IMF descrito en el Ejemplo 1, se realizé un ensayo de inhibicion de la unidon (Fig. 3). R1 era el péptido que
consiste en los residuos 797 a 817 de 1A-2; R2 era el péptido que consiste en los restos 854 a 872 de IA-2; R3 era el
péptido que consiste en los restos 753 a 771 de 1A-2; R4 era el péptido que consiste en los restos 654 a 674 de 1A-2;
R5 era el péptido que consiste en los restos 709 a 732 de IA-2; R6 era el péptido que consiste en los restos 955 a
975 de IA-2; y li-c fue el mismo que el péptido indicador (es decir, un péptido que consiste en los restos 98-117 de la
cadena invariable del MCH de clase Il). Los datos presentados en la Fig. 3 indican que: R4 y R5 se unen
fuertemente a las moléculas de HLA-DR4; li-c, R1y R6 se unen con avidez intermedia; y R2 y R3 se unen
débilmente. Estos resultados confirman que, como se predijo mediante los procedimientos IMF y VE descritos en el
Ejemplo, los seis péptidos consenso (R1, R2, R3 y R4-R6) todos se unen a moléculas DR4. Por lo tanto, este tipo de
ensayo de union u otros conocidos en la técnica (por ejemplo, la unién directa en lugar de los ensayos de inhibicién
de la unién) se puede utilizar como procedimientos de VE adicionales o sustitutos al descrito en el ejemplo 1.

Aunqgue la invencién se ha descrito con referencia a la realizacion actualmente preferida, debe entenderse que
pueden realizase diversas modificaciones sin desviarse de la invencion. De acuerdo con lo anterior, la invencién esta
limitada solamente por las reivindicaciones siguientes.

Realizaciones preferidas de acuerdo con la presente invencion son las siguientes:
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REIVINDICACIONES

—_

. Un péptido aislado que se une a HLA-DR4, que consiste en la secuencia de aminoacidos:

(1) YLKNVQTQETRTL (SEC ID N° 10);
(2) YLKNVQTQETRTLTQ (SEC ID N° 13); 0
(3) FYLKNVQTQETRTLTQFHF (SEC ID N° 16).

2. El péptido aislado de la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos YLKNVQTQETRTL (SEC
ID N° 10).

3. El péptido aislado de la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos YLKNVQTQETRTLTQ
(SEC ID N° 13).
4. El péptido aislado de Ila reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos

FYLKNVQTQETRTLTQFHF (SEC ID N° 16).
5. Un péptido aislado que se une a HLA-DR4, que consiste en la secuencia de aminoacidos:

(1) AYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 17);

(2) LAKEWQALCAYQAEPNT (SEC ID N° 19);

(3) AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20);

(4) WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21); 0

(5) LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22).

6. El péptido aislado de la reivindicacion 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos AYQAEPNTCATAQ (SEC
ID N° 17).

7. El péptido aislado de la reivindicacién 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos LAKEWQALCAYQAEPNT
(SEC ID N° 19).

8. ElI péptido aislado de la reivindicacion 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos
AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20).

9. EI péptido aislado de la reivindicacion 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos

WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21).

10.El péptido aislado de la reivindicacion 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos
LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22).

11. Un péptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos KLKVESSPSRSDYINAS (SEC ID N° 40).
12. Un procedimiento de diagnostico de la diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) que comprende:

(a) proporcionar linfocitos CD4 de un individuo sospechoso de tener, o que es susceptibles a tener, DMDI;
(b) proporcionar una poblacién de CPA que llevan en su superficie una molécula del MHC de clase Il de un
alelo idéntico a uno expresado por dicho individuo, habiéndose puesto en contacto la poblacién de APC con
un péptido 1A-2 y estando la molécula del MHC de clase Il unida al péptido IA-2;

(c) poner en contacto la poblacion de CPA de (b) con los linfocitos CD4 de (a); y

(d) determinar si los linfocitos CD4 reconocen el péptido unido al MHC de clase Il, como una indicacion de
que el individuo tiene, o es susceptible de tener, DMDI,

en el que dicho péptido IA-2 tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

YLKNVQTQETRTL (SEC ID N° 10); YLKNVQTQETRTLTQ (SEC ID N° 13); FYLKNVQTQETRTLTQFHF
(SEC ID N° 16); AYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 17); LAKEWQALCAYQAEPNT (SEC ID N° 19);
AYQAEPNTCATAQGEGNIK (SEC ID N° 20); WQALCAYQAEPNTCATAQ (SEC ID N° 21);
LAKEWQALCAYQAEPNTCATAQGE (SEC ID N° 22); y KLKVESSPSRSDYINAS (SEC ID N° 40).

13. El aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en la proteccion de un sujeto frente a la
diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) o a los sintomas patogénicos de la DMDI.
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