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DESCRIPCION
Aislamiento e identificacion de células T
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere, en general, al tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, tal como esclerosis
multiple (MS). Méas particularmente, la presente invencion se refiere al aislamiento de células T especificas de
antigeno. Ademas, la presente invencién se refiere al uso de células T especificas de antigeno para el tratamiento
de una enfermedad autoinmunitaria, tal como MS.

Antecedentes

Los complejos de reconocimiento intercelular formados por receptores de células T (TCR) en linfocitos T citotéxicos
o células T cooperadoras y complejos MHC/péptidos en células presentadoras de antigenos (APC) son un
componente de reconocimiento habitual en un conjunto diverso de encuentros célula-célula que activan células T
tanto durante el desarrollo del repertorio de células T dentro de un organismo individual (seleccion positiva; seleccion
negativa; supervivencia periférica) y durante las fases de control (T colaboradora) y efectora (T citotoxica) de una
respuesta inmunitaria adaptativa.

En la respuesta inmunitaria adaptativa, los antigenos son reconocidos por moléculas hipervariables, tales como
anticuerpos o TCR, que se expresan con estructuras suficientemente diversas para ser capaces de reconocer
cualquier antigeno. Los anticuerpos pueden unirse a cualquier parte de la superficie de un antigeno. Los TCR, sin
embargo, estan restringidos a unién a péptidos cortos unidos a moléculas de clase | o clase Il del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) sobre la superficie de las APC. El reconocimiento por TCR de un complejo de
péptido/MHC desencadena la activacion (expansion clonal) de la célula T.

Los TCR son heterodimeros compuestos por dos cadenas que pueden ser aff (alfa-beta) o yd (gamma-delta). La
estructura de los TCR es muy similar a la de las inmunoglobulinas (lg). Cada cadena tiene dos dominios
extracelulares, que son pliegues de inmunoglobulina. EI dominio amino-terminal es altamente variable y se
denomina el dominio variable (V). EI dominio mas cercano a la membrana es el dominio constante (C). Estos dos
dominios son analogos a los de inmunoglobulinas, y se parecen a fragmentos Fab. El dominio V de cada cadena
tiene tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Proximal a la membrana, cada cadena de TCR
tiene una corta secuencia de conexiéon con un residuo de cisteina que forma un puente disulfuro entre ambas
cadenas.

Los genes que codifican los heterodimeros off y v se expresan solamente en el linaje de células T. Los cuatro loci
del TCR (o, B, Yy 8) tienen una organizacién de linea germinal muy similar a la de Ig. Las cadenas o y v se producen
mediante reordenaciones de segmentos V y J, mientras que las cadenas B y & se producen mediante
reordenaciones de segmentos V, D y J. Los segmentos génicos para las cadenas de TCR estan ubicados en
diferentes cromosomas, excepto los 8 segmentos génicos de la cadena que estan entre los segmentos génicos Vy J
de la cadena a. La ubicacién de los segmentos génicos de la cadena § tiene su importancia: una reordenacion
productiva de segmento génicos de la cadena o deleciona los genes C de la cadena 3, de modo que, en una célula
dada, el heterodimero afy no puede ser coexpresado con el receptor 7.

En ratones, existen aproximadamente 100 segmentos génicos Va y 50 Ja y solamente un segmento Ca. La familia
de genes de la cadena 3§ tiene aproximadamente 10 segmentos génicos V, 2 D y 2 J. La familia de genes de la
cadena B tiene 20-30 segmentos V y dos repeticiones idénticas que contienen 1 DB, 6 JB y 1 CB. Finalmente, la
familia de genes de la cadena y contiene 7 V y 3 repeticiones J-C diferentes. En seres humanos la organizacién es
similar a la de ratones, pero el nimero de segmentos varia.

Las reorganizaciones de segmentos génicos en cadenas o y B es similar a la de Ig. La cadena o, como la cadena
ligera de Ig esta codificada por los segmentos génicos V, J y C. La cadena B, como la cadena pesada de Ig, esta
codificada por los segmentos génicos V, D y J. Las reorganizaciones de los segmentos génicos de la cadena o dan
como resultado la unién de VJ y las reorganizaciones de la cadena B dan como resultado la uniéon VDJ. Después de
la transcripcién de genes reorganizados, procesamiento y traduccién de ARN, las cadenas o y p se expresan
enlazadas por un puente disulfuro en la membrana de células T.

Los segmentos génicos de TCR estan flanqueados por secuencias de reconocimiento de sefales (RSS) que
contienen un heptdmero y un nonamero con una secuencia intermedia de 12 nucleétidos (una vuelta) o 23
nucleétidos (dos vueltas). Como en las Ig, enzimas codificadas por genes activadores de recombinacion (RAG-1 y
RAG-2) son responsables de los procesos de recombinacion. RAG1/2 reconocen la RSS y unen los segmentos V-J
y V-D-J de la misma manera que en reorganizaciones de Ig. En resumen, estas enzimas cortan una hebra de ADN
entre el segmento génico y la RSS y catalizan la formacién de una horquilla en la secuencia codificante. La
secuencia sefal es posteriormente escindida.
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La unién combinatoria de segmentos V y J en cadenas o y segmentos V, D y J en cadenas B produce un gran
nuamero de posibles moléculas, creando de este modo varios TCR. La diversidad también se consigue en TCR
mediante unién alternativa de segmentos génicos. En contraste con Ig, los segmentos génicos de B y & pueden
unirse de maneras alternativas. La RSS que flanquea segmentos génicos en segmentos génicos de B y & puede
generar VJ y VDJ en la cadena B, y VJ, VDJ y VDDJ en la cadena 8. Como en el caso de Ig, la diversidad es
producida también mediante variabilidad en la unién de segmentos génicos.

Bucles hipervariables del TCR conocidos como regiones determinantes de la complementariedad (CDR) reconocen
la superficie compuesta constituida por una molécula de MHC y un péptido unido. Los bucles CDR2 de a y B
contactan solamente con la molécula de MHC en la superficie de APC, mientras que los bucles CDR1 y CDR3
contactan tanto con el péptido como con la molécula de MHC. En comparacién con Ig, los TCR tienen una
diversidad mas limitada en CDR1 y CDR2. Sin embargo, la diversidad de los bucles CDR3 en los TCR es més
elevada que la de Ig, dado que los TCR pueden unirse a mas de un segmento D dando lugar a un mayor nimero de
uniones.

Se cree que la patogenia de una serie de enfermedades autoinmunitarias estd causada por respuestas
autoinmunitarias de células T a auto-antigenos presenten en el organismo. No todas las células T autorreactivas son
eliminadas en el timo, en contradiccion con el paradigma de seleccién clonal. Aquellas células T con TCR para un
amplio espectro de auto-antigenos representan parte del repertorio normal de células T y circulan de forma natural
en la periferia. No esta claro por qué se permite a las células T autorreactivas, durante su evolucién, experimentar
diferenciacion en el timo y estan alojadas en la periferia. Aunque su papel fisiolégico no se entiende, estas células T
autorreactivas, cuando estan activadas, presentan un riesgo potencial en la induccién de patologias
autoinmunitarias. También pueden aislarse células T autorreactivas de individuos normales sin las consecuencias de
enfermedades autoinmunitarias. Se ha establecido que el reconocimiento antigénico de autorreactividad por si
mismo no es suficiente para mediar en el proceso autodestructivo. Uno de los prerrequisitos para que las células T
autorreactivas sean patdgenas es que deben estar activadas.

Las células T autorreactivas estan implicadas en la patogenia de enfermedades autoinmunitarias, tales como
esclerosis multiple (MS) y artritis reumatoide (RA). Generalmente se considera que la patogenia de células T
autorreactivas en MS surge a partir de respuestas de células T a antigenos de mielina, en particular proteina basica
de mielina (MBP). Se ha descubierto que las células T reactivas a MBP experimentan activacion in vivo, y se
produce a una frecuencia de precursores mas elevada en sangre y liquido cefalorraquideo en pacientes con MS en
oposicion a individuos de control. Estas células T reactivas a MBP producen citoquinas Tn1, por ejemplo IL-2, TNFa,
e interferén y (IFNy), que facilitan la migracién de células inflamatorias al sistema nervioso central y exacerbar
respuestas inflamatorias destructoras de mielina en MS.

Las células T reactivas a mielina también han mostrado estar implicados en la patogenia de encefalomielitis
autoinmunitaria experimental (EAE) en animales, que se parece a MS. La EAE puede ser inducida de forma activa
en animales susceptibles inyectando proteinas de mielina emulsionadas en un adyuvante o de forma pasiva
inyectando lineas de células T reactivas a mielina y clones derivados de animales sensibilizados con mielina.
Cuando se activan in vitro, se requieren cantidades muy pequerias de células T reactivas a mielina para inducir EAE,
mientras que 100 veces mas células T en reposo con la misma reactividad son incapaces de mediar en EAE.

Se ha demostrado que EAE puede ser prevenida y también tratada mediante vacunacion con células T reactivas a
mielina inactivadas, un procedimiento llamado vacunacion con células T (Ben-Nun et al., Nature, 1981; 292: 60-61).
La vacunacion con células T induce respuestas inmunitarias reguladoras constituidas por células T anti-idiotipicas y
células T anti-ergotipicas, que causan la reduccién del nimero de células T reactivas a mielina. Reduciendo el
numero de células T reactivas a mielina, se observan efectos terapéuticos en EAE y otros modelos experimentales
de enfermedad autoinmunitaria (Lider et al., Science, 1988; 239: 820-822; Lohse et al., Science, 1989; 244: 820-
822).

Debido al éxito en modelos de enfermedad autoinmunitaria, la vacunacién con células T ha avanzado recientemente
a ensayos clinicos en pacientes con MS. Basandose en los resultados en modelos experimentales tales como EAE,
se cree que la reduccion del numero de células T autorreactivas puede mejorar la evolucion clinica de MS y otras
enfermedades autoinmunitarias.

En un ensayo clinico piloto, la vacunacién con clones de células T reactivas a MBP autélogas irradiadas provocaba
respuestas de células T citoliticos CD8" que reconocian especificamente y lisaban células T reactivas a MBP
circulantes (Zhang et al., Science, 1993; 261: 1451-1454, Medaer et al.,, Lancet 1995: 346: 807-808). Tres
inoculaciones subcutaneas con clones de células T reactivas a MBP irradiados dieron como resultado la reduccion
del nimero de células T reactivas a MBP circulantes en pacientes con MS.

En un ensayo clinico preliminar, se reducia el nimero de células T reactivas a MBP circulantes en pacientes con MS
con recaida-remision y pacientes con MS secundaria progresiva (Zhang et al., J Neurol., 2002; 249: 212-8),
vacunando a los pacientes con tres inyecciones subcutaneas de células T reactivas a MBP autélogas irradiadas. La
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vacunacion con células T fue beneficiosa para cada grupo de pacientes, segun lo medido mediante la tasa de
recaida, puntuacion de la escala expandida del estado de discapacidad y actividad de lesiones por MRI. Sin
embargo, existia una tendencia de una progresién acelerada después de aproximadamente doce meses después de
la ultima inyeccion. La importancia de la progresion acelerada se desconoce, pero puede estar asociada con un
declive gradual de la inmunidad inducida mediante vacunacion con células T contra células T reactivas a MBP. En
aproximadamente el 10-12 % de los pacientes inmunizados, las células T reactivas a MBP reaparecian a
aproximadamente el mismo tiempo que la progresion acelerada. En algunos casos, las células T reactivas a MBP
que reaparecen originadas a partir de diferentes poblaciones clonales que no fueron detectadas antes de la
vacunacion, sugiriendo que las células T reactivas a MBP pueden experimentar desplazamiento clonal o extensién
del epitopo. El desplazamiento clonal de células T reactivas a MBP se ha observado en estudios previos (Zhang et
al. 1995) y puede asociarse con los procesos de enfermedad en curso.

Aunqgue la vacunacién con células T ha demostrado ser eficaz para reducir el nimero de células T reactivas a
mielina y potencialmente beneficioso para pacientes con MS, existen varios problemas con el tratamiento. El
tratamiento con vacuna de células T para cada paciente debe estar individualizado, dado que los receptores de
células T de células T reactivas a mielina son muy diversos y varian entre diferentes pacientes con MS (Vandevyver
et al., Eur. J. Immunol., 1995; 25:958-968, Wucherpfennig et al., J. Immunol., 1994; 152: 5581-5592, Hong et al., J.
Immunol., 1999; 163: 3530-3538).

Ademas de estar individualizados para cada paciente, se requieren hasta 8 semanas para producir una vacuna de
células T dada usando procedimientos actuales. La produccién de una vacuna de células T comienza con el
aislamiento de células mononucleares del liquido cefalorraquideo (CSFMC) o la sangre periférica (PBMC) de un
paciente. Las células mononucleares aisladas se cultivan a continuacién con péptidos de mielina durante 7-10 dias
para activar células T reactivas a mielina. Los cultivos se ponen a prueba a continuacién para proliferacion
especifica a péptidos de mielina midiendo la incorporacién de [*H]-timidina en presencia de péptidos de mielina
durante un periodo de 3 dias. Los cultivos que dan positivo en la prueba para proliferacién especifica a péptidos de
mielina son diluidos a continuacion de forma sucesiva para obtener lineas de células T clonales o se expanden
directamente. Las células se cultivan a continuacién hasta 6-8 semanas para expandir las células T. Cuando el
producto final de vacuna de células es clonal, las células T son homogéneas con un Unico patrén de uso de genes
VB-DB-JB. Habitualmente, de tres a seis de las lineas celulares clonales se combinan para producir una formulacion
heterogénea con mdltiples patrones de uso de genes VB-DB-JB. Cuando el producto final de vacuna de células T se
produce mediante expansion directa, las células T son heterogéneas con mas de un patrén de uso de genes VB-Dp-

JB.

La naturaleza individualizada de la vacunacion con células T y el prolongado cultivo celular necesario para la
produccion de cada vacuna hacen que el tratamiento sea costoso y requiera mano de obra intensiva con las
metodologias actuales. El tiempo prolongado requerido para el cultivo celular también crea un riesgo significativo de
contaminacion. Finalmente, la probabilidad de desplazamiento clonal o extensién del epitopo de células T reactivas
a mielina puede requerir la produccion posterior de una vacuna de células T para cada paciente con un patrén
diferente de uso de genes VB-D-JB.

Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar métodos mejorados de aislamiento de células T con especificidad
por antigenos, tales como MBP, que puedan usarse para producir vacunas de células T para el tratamiento de
pacientes con enfermedades mediadas por células T tales como MS. También existe una necesidad de desarrollar
métodos mejorados para producir vacunas de células T con un patrén heterogéneo de uso de genes VB-DB-Jf para
justificar el desplazamiento clonal de células T autorreactivas.

Sumario de la invencion

La presente invenciodn se refiere, en general, a métodos de aislamiento de células T especificas de antigeno y, mas
particularmente, células T especificas para antigenos tal como se definen en las reivindicaciones. Los métodos para
aislar una o mas células T especificas para antigenos, tal como se definen en las reivindicaciones, generalmente
comprenden incubar una muestra que comprende células T obtenidas de un paciente con dicho antigeno o un
derivado del mismo; seleccionar una o mas células T que expresan uno o mas primeros marcadores seleccionados
entre el grupo constituido por CD69, CD4, CD25, CD36 y HLADR; y uno o mas segundos marcadores seleccionados
entre el grupo constituido por IL-2, IFNg, TNFa, IL5, IL-10 y IL-13.

Los métodos de la invencion son particularmente Utiles para aislar células T autorreactivas que desempefian un
papel en la patogenia de enfermedades autoinmunitarias.

Los métodos de la invencion también permiten la preparaciéon de vacunas de células T autélogas para el tratamiento
de enfermedades autoinmunitarias relacionadas con células T.

Los métodos para la preparaciéon de vacunas generalmente implican el aislamiento de células T especificas de
antigeno, tal como se ha descrito anteriormente, opcionalmente seguidas por posteriores etapas de cultivo, lo que
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permite la expansion de la poblacion de células T especificas de antigeno aisladas.

La invencion también se refiere, entre otras cosas, a vacunas de células T y composiciones farmacéuticas que
comprenden células T especificas de antigeno aisladas usando los métodos de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 demuestra la identificacion por FACS de células que expresan CD69 y yIFN (parte superior) y CD69 y
TNFa (parte inferior) en un paciente con esclerosis multiple antes de la estimulacién (izquierda), después de la
estimulacién con los residuos 83-99 de MBP (centro), y después de la estimulacion con los residuos 83-99 de
MBP (derecha).

La figura 2 demuestra la identificacion por FACS de células que expresan CD69 y yIFN (parte superior) y CD69 y
TNFo (parte inferior) en un paciente de control sano antes de la estimulacion (izquierda), después de la
estimulacién con los residuos 83-99 de MBP (centro), y después de la estimulacion con los residuos 83-99 de
MBP (derecha).

Descripcion detallada
1. Definiciones
Para ayudar a la comprension de la presente invencién, a continuacion se definen varios términos.

“Autoantigeno” o “auto-antigeno”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a un antigeno o epitopo
que es nativo del mamifero que es inmundgeno en dicha enfermedad de mamifero, esta conservado en esa especie
de mamifero y que puede estar implicado en la patogenia de una enfermedad autoinmunitaria.

“CD”, “grupo de diferenciacion” o “determinante comun” tal como se usan en el presente documento se refieren a
moléculas de la superficie celular reconocidas por anticuerpos. La expresion de algunos CD es especifica para
células de un linaje o ruta de maduracion particular, y la expresion de otros varia de acuerdo con el estado de
activacion, posicion o diferencia de las mismas células.

“Derivado de” o “un derivado del mismo”, en el contexto de secuencias de nucleétidos, significa que la secuencia de
nucleétidos no esta limitada a la secuencia especifica descrita, sino que también incluye variaciones en esa
secuencia, que puede incluir adiciones, deleciones, sustituciones o modificaciones de nucleé6tidos en la medida en
que las variaciones a la secuencia descrita conservan la capacidad de hibridar en condiciones moderadas o
altamente rigurosas con la totalidad de la secuencia descrita. En el contexto de secuencias de péptidos o
polipéptidos, “derivado de” o “un derivado del mismo” significa que el péptido o polipéptido no esta limitado a la
secuencia especifica descrita, sino que también incluye variaciones en esa secuencia, que puede incluir adiciones,
deleciones, sustituciones o modificaciones de aminoacidos en la medida en que las variaciones en la secuencia
enumerada conservan la capacidad de provocar una respuesta inmunitaria a la secuencia descrita.

“Inmunégeno”, cuando se usa para describir un péptido o polipéptido, significa que el péptido o polipéptido es capaz
de inducir una respuesta inmunitaria, medida por una célula T, anticuerpo o ambos.

“Enfermedad relacionada con la inmunidad” significa una enfermedad en la que el sistema inmunitario esta implicado
en la patogenia de la enfermedad. Un subconjunto de enfermedades relacionadas con la inmunidad son
enfermedades autoinmunitarias. Las enfermedades autoinmunitarias incluyen, aunque no se limitan a, artritis
reumatoide, miastenia grave, esclerosis multiple, psoriasis, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis autoinmunitaria
(tiroiditis de Hashimoto), enfermedad de Graves, enfermedad intestinal inflamatoria, uveorretinitis autoinmunitaria,
polimiositis, y ciertos tipos de diabetes. En vista de la presente divulgacion, un experto en la materia puede percibir
facilmente otras enfermedades autoinmunitarias tratables mediante las composiciones y métodos de la presente
invencion.

“PCR” significa la reaccion en cadena de la polimerasa, por ejemplo, tal como se describe en general en la Patente
de Estados Unidos N° 4.683.202 (expedida el 28 de julio de 1987 a Mullis), que se incorpora en el presente
documento como referencia. La PCR es una técnica de amplificacion en la que oligonucleétidos, o cebadores,
seleccionados, pueden hibridar con plantillas de acido nucleico en presencia de un agente de polimerizacion (tal
como una ADN o ARN polimerasa) y nucleétido trifosfatos, con lo que pueden formarse productos de extension a
partir de los cebadores. Estos productos pueden, a continuacién, desnaturalizarse y usarse como plantillas en una
reaccion de ciclado que amplifica el nimero y la cantidad de acidos nucleicos existentes, lo que puede facilitar su
posterior deteccién. En la técnica se conocen diversas técnicas de PCR y pueden ser usadas en relacién con la
divulgacién en el presente documento.

Un “péptido” o “polipéptido” es una secuencia enlazada de amino&cidos y puede ser natural, sintética, o una
modificacién o combinacion de natural y sintética.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537951713

“Cebador” significa un oligonucleétido, ya sea natural, sintético, o una modificacion de los mismos, capaz de actuar
como un punto de inicio de la sintesis de nucledtidos suficientemente complementario a una secuencia de
nucledtidos especifica en una molécula plantilla.

“Sonda” significa un oligonucleétido, ya sea natural, sintético o una modificaciéon de los mismos, capaz de unirse
especificamente a una secuencia de nucleotidos suficientemente complementaria.

“Enfermedad mediada por células T significa una enfermedad que surge como resultado de células T que
reconocen a auto-antigenos.

“Tratamiento” o “tratar”, cuando se refiere a la proteccién de un animal de una enfermedad, significa prevenir,
suprimir, reprimir o eliminar completamente la enfermedad. Prevenir la enfermedad implica administrar una
composicién de la presente invencion a un animal antes del inicio de la enfermedad. Suprimir la enfermedad implica
administrar una composicion de la presente invencion a un animal después de la induccion de la enfermedad pero
antes de su aparicion clinica. Reprimir la enfermedad implica administrar una composicién de la presente invencion
a un animal después de la aparicion clinica de la enfermedad.

2. Asilamiento de células T especificas de antigeno
Ejemplo de referencia
a. Asilamiento de células T especificas de antigeno monoclonales

Las células T pueden activarse y expandirse en cultivo celular mediante incubacién con una diana antigénica y
células presentadoras de antigenos. Una vez activadas, las células T experimentan una compleja cascada de
sefalizacion celular que causa la transcripcion y la expresion de muchos productos génicos. El método descrito en el
presente documento aprovecha productos génicos especificos para células T activadas para la identificacion y el
aislamiento de células T con especificidad por antigenos deseada.

Se desvela un método para aislar una célula T que es especifica para un antigeno de interés. Una muestra que
comprende células T se incuba con un antigeno particular, que causa la activacion de una célula T especifica para el
antigeno de interés. La muestra puede incubarse con el antigeno durante de 1 a 7 dias. La muestra también puede
incubarse con el antigeno durante menos de 1 dia. La muestra también puede incubarse con el antigeno durante
menos de 16 horas. La muestra también puede incubarse con el antigeno durante menos de 12 horas. La muestra
también puede incubarse con el antigeno durante menos de 8 horas. La muestra también puede incubarse con el
antigeno durante menos de 4 horas. La muestra también puede incubarse con el antigeno durante menos de 2
horas.

Una célula T especifica para el antigeno de interés puede aislarse a continuacion seleccionando células T que
expresen productos génicos de células T activadas, tal como se ha descrito anteriormente. Subconjuntos de células
T activadas pueden aislarse seleccionando células T con productos génicos o marcadores celulares especificos de
un subconjunto (por ejemplo, CD4 frente a CD8).

El antigeno de interés incluye proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), glucoproteina de
oligodendrocito de mielina (MOG), o un fragmento de las mismas. El antigeno de interés también puede ser un
fragmento inmunodominante que incluye, aunque sin limitarse a, los residuos 83-99 o los residuos 151-170 de MBP.
El antigeno de interés también puede ser una combinacién de dos 0 mas antigenos de interés individuales.

El antigeno o un derivado del mismo, usado para activar las células T puede ser un inmundgeno que es capaz de
provocar una respuesta inmunitaria al antigeno de interés. El antigeno activador puede ser el antigeno de interés, o
un derivado del mismo. El antigeno activador puede ser MBP, PLP, MOG, o un fragmento y/o derivados de las
mismas. El antigeno activador también puede ser un fragmento inmunodominante que incluye, aunque sin limitarse
a, los residuos 83-99 o los residuos 151-170 de MBP, o un fragmento y/o derivado de los mismos. El antigeno
activador también puede ser una combinacion de dos o mas antigenos activadores individuales. El antigeno
activador puede usarse una o0 mas veces para activar células T especificas para un antigeno de interés.

Las células T pueden estar presentes en cualquier muestra que comprenda células mononucleares. La muestra
puede aislarse a partir de la sangre periférica o el liquido cefalorraquideo de un paciente con MS o a partir del
liquido sinovial de un paciente con RA. Las células T de pacientes con otras enfermedades autoinmunitarias pueden
aislarse de forma similar a partir de sangre periférica y/o tejidos implicados con la enfermedad. Las células
mononucleares pueden enriquecerse en la muestra usando técnicas de centrifugado conocidas por los expertos en
la materia incluyendo, aunque sin limitarse a, gradientes de Ficoll®. Las células T también pueden enriquecerse en
la muestra usando seleccién positiva, seleccion negativa, o una combinaciéon de las mismas para expresién de
productos génicos de células T.
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El producto génico para identificar o seleccionar negativamente células T activadas puede ser un marcador de la
superficie celular o citoquina, o una combinacion de los mismos. Los marcadores de la superficie celular para
identificar células T activadas incluyen, aunque no se limitan a, CD69, CD4, CD8, CD25, HLA-DR, CD28 y CD 134.
CD69 es un marcador de activaciéon temprana que se encuentra en linfocitos B y T, células NK y granulocitos. CD25
es un receptor de IL-2 y es un marcador para células T activadas y células B. CD4 es un correceptor de TCR y es
marcador para timocitos, células T de tipo Tu1 y Tu2, monocitos y macréfagos. CD8 es también un correceptor de
TCR y es marcador para células T citotoxicas. CD 134 se expresa solamente en células T CD4" activadas.

Los marcadores de la superficie celular para seleccionar negativamente células T activadas incluyen, aunque no se
limitan a, CD36, CD40 y CD44. CD28 actua como una ruta de activaciéon de células T estimuladoras independiente
de la ruta del receptor de células T y se expresa en células CD4* y CD8*. CD36 es una glucoproteina de membrana
y es marcador para plaquetas, monocitos y células endoteliales. CD40 es un marcador para células B, macroéfagos y
células dendriticas. CD44 es un marcador para macrofagos y otras células fagociticas. Pueden aislarse
subconjuntos de células T usando seleccion positiva, selecciéon negativa, o una combinacion de las mismas para la
expresion de productos génicos de la superficie celular de células T cooperadoras o células T citotdéxicas (por
ejemplo, CD4 frente a CD8).

Las citoquinas para identificar células T activadas de la presente invencion incluyen, aunque no se limitan a,
citoquinas producidas por células T de tipo Th1 (respuesta mediada por células) y células t de tipo Th2 (respuesta de
anticuerpos). Las citoquinas para identificar células T de tipo Tu1 activadas incluyen, aunque no se limitan a, IL-2,
interferon gamma (yIFN) y factor de necrosis tisular alfa (TNFa). Las citoquinas para identificar células T de tipo Tn2
activadas incluyen, aunque sin limitarse a, IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13. También pueden aislarse subconjuntos de células
T usando seleccién positiva, seleccién negativa, o una combinacion de las mismas para expresién de productos
génicos de citoquinas de células T cooperadoras o células T citotoxicas (por ejemplo, YIFN frente a IL4).

Una célula T de tipo Tu1 activada especifica para un antigeno de interés puede aislarse identificando células que
expresan CD69, CD4, CD25, IL-2, IFNy, TNFa, o una combinacién de los mismos. Una célula T de tipo Ty1 activada
especifica para un antigeno de interés también puede aislarse identificando células que expresan CD69 y CD4 junto
con IFNy o TNFa. Una célula T de tipo Tu2 activada especifica para un antigeno de interés puede aislarse
identificando células que expresan CD69, CD4, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, o una combinacién de los mismos. Una
combinacion de una célula T de tipo Tu1 activada y una célula T de tipo Th2 especifica para un antigeno de interés
puede aislarse identificando células que expresan CD69, CD4, CD25, IL-2, IFNy, TNFa, o una combinacién de los
mismos y células que expresan CD69, CD4, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, o una combinacién de los mismos.

Los productos génicos usados para la seleccion positiva o negativa de las células T activadas pueden identificarse
mediante técnicas de inmunoseleccién conocidas por los expertos en la materia que utilizan anticuerpos incluyendo,
aunque sin limitarse a, separacién de células activadas por fluorescencia (FACS), separacion de células magnéticas,
inmunopurificacion (“panning”), y cromatografia. La inmunoseleccién de dos o mas marcadores en células T
activadas puede realizarse en una o0 mas etapas, en la que cada etapa selecciona positiva 0 negativamente uno o
mas marcadores. Cuando se realiza inmunoseleccion de dos 0 mas marcadores en una etapa usando FACS, los
dos 0 mas anticuerpos diferentes pueden marcarse con diferentes fluoréforos.

La separacion de células magnéticas puede realizarse usando microperlas super-paramagnéticas compuestas por
oxido de hierro y un revestimiento polisacaridico. Preferentemente las microperlas pueden ser de aproximadamente
50 nanémetros de diametro, y tener un volumen de aproximadamente una millonésima la de una célula de mamifero
tipica. Las microperlas son, preferentemente, lo suficientemente pequefias para permanecer en suspension coloidal,
que permite la union rapida y eficiente a antigenos de la superficie celular. Las microperlas preferentemente no
interfieren en la citometria de flujo, son biodegradables, y tienen efectos insignificantes sobre las funciones celulares.
El anticuerpo que se acopla a las microperlas puede ser directo o indirecto, mediante un segundo anticuerpo para un
ligando, tal como fluoresceina.

El anticuerpo puede ser de las clases IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, o fragmentos o derivados de los mismos, incluyendo
Fab, F(ab'),, Fd, y anticuerpos monocatenarios, diacuerpos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos bifuncionales y
derivados de los mismos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal, anticuerpo
purificado por afinidad, o mezclas de los mismos que muestra suficiente especificidad de unidén a un epitopo de un
producto génico especifico para células T activadas, o una secuencia derivada de él. El anticuerpo también puede
ser un anticuerpo quimeérico.

El anticuerpo puede derivatizarse mediante la fijacién de una o mas fracciones quimicas, peptidicas o polipeptidicas
conocidas en la técnica que permiten la identificacion y/o seleccién de la célula T activada, a la que esta unido el
anticuerpo. El anticuerpo puede estar conjugado con una fracciéon quimica tal como un colorante fluorescente. Una
célula T activada a la que esta unido un anticuerpo marcado de forma fluorescente puede aislarse usando técnicas
que incluyen, aunque sin limitarse a, separacién de células activadas por fluorescencia (FACS). El anticuerpo
también puede conjugarse con una particula magnética, tal como una perla paramagnética (Miltenyi Biotec,
Alemania). Una célula T activada a la que esta unido un anticuerpo marcado de forma magnética puede aislarse
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usando técnicas que incluyen, aunque sin limitarse a, separacion de células magnéticas.

Para productos génicos expresados en la superficie celular, el anticuerpo puede unirse directamente al producto
génico y puede usarse para la seleccion de células. Para productos génicos de la superficie celular expresados a
bajas concentraciones, pueden usarse liposomas magnetofluorescentes (Scheffold, et al. Nature Med 6: 107-110,
2000) para la seleccion de células. A niveles bajos de expresion, anticuerpos marcados de forma fluorescente
convencionales pueden no ser suficientemente sensibles para detectar la presencia del producto génico expresado
en la superficie celular. Los liposomas que contienen fluoréforos pueden conjugarse con anticuerpos con la
especificidad de interés, permitiendo de este modo la deteccién del producto génico expresado en la superficie
celular.

Para productos génicos intracelulares, tales como citoquinas, el anticuerpo puede usarse después de permeabilizar
las células. Como alternativa, para evitar destruir las células mediante permeabilizacién, el producto génico
intracelular si es secretado finalmente desde la célula, puede detectarse a medida que es secretada a través de la
membrana celular usando un anticuerpo “de captura” en la superficie celular. El anticuerpo de captura puede ser un
anticuerpo doble que es especifico para dos antigenos diferentes: (i) el producto génico secretado de interés y (ii)
una proteina de la superficie celular. La proteina de la superficie celular puede ser cualquier marcador de superficie
presente en células T, en particular, o linfocitos, en general, (por ejemplo, CD45). El anticuerpo de captura puede
unirse en primer lugar a la proteina de la superficie celular y a continuacién unirse al producto génico intracelular de
interés a medida que éste es secretado a través de la membrana, reteniendo de este modo al producto génico en la
superficie celular. Un anticuerpo marcado especifico para el producto génico capturado puede usarse a continuacion
para unirse al producto génico capturado, lo que permite la seleccion de la célula T activada (Manz, et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. EE. UU. 92: 1921-1925, 1995, incorporado en el presente documento como referencia).

Ciertas formas de citoquinas también se encuentran expresadas a baja concentracion en la superficie celular. Por
ejemplo, YIFN se presenta a una baja concentracion en la superficie celular con cinéticas similares a las de la
expresion de yIFN intracelular (Assenmacher, et al. Eur J. Immunol, 1996, 26: 263-267). Para formas de citoquinas
expresadas en la superficie celular, pueden usarse anticuerpos marcados de forma fluorescente convencionales o
liposomas que contienen un fluoréforo para detectar la citoquina de interés. Un experto en la materia reconocera
otras técnicas para detectar y seleccionar productos génicos extracelulares e intracelulares especificos para células
T activadas.

Las células T aisladas mediante la presente invencion pueden enriquecerse en al menos el 90 % a partir de sangre
completa. Las células T también pueden enriquecerse en al menos el 95 % a partir de sangre completa. Las células
T también pueden enriquecerse en al menos el 98 % a partir de sangre completa. Las células T también pueden
aislarse en al menos el 99,5 % a partir de sangre completa.

c. Aislamiento de células T especificas de antigeno policlonales

La presente invencién se refiere a un método para aislar células T que son especificas para los antigenos, tal como
se definen en las reivindicaciones. Una muestra que comprende células T se incuba con los antigenos, que causan
la activacion de células T especificas para los antigenos. Las células T especificas para los antigenos pueden
aislarse a continuacion como en el primer aspecto de la presente invencion.

Las células T pueden tener un patrén heterogéneo de uso de genes VB-DB-Jf que expresan diferentes TCR que
son, cada uno, especifico para un antigeno de interés. Las células T también pueden tener un patrén heterogéneo
de uso de genes VB-DB-B que expresan diferentes TCR que son especificos para mas de un antigeno de interés. Tal
como se describe a continuacién, pueden usarse células T que comprende un patrén heterogéneo de uso de genes
VB-DB-JB para formular una vacuna de célula T policlonal que puede prevenir la extension de epitopo en pacientes
vacunados.

d. Células T especificas de antigeno policlonales aisladas

La presente invencion también se refiere a células T especificas para uno o mas antigenos de interés aislados
mediante el método del tercer aspecto de la presente invencion.

3. Cuantificacion del nimero de células T especificas de antigeno

También se desvela un método de determinacion de la frecuencia relativa de células T especificas para uno o mas
antigenos de interés en una muestra determinando el nimero de células T aisladas mediante el método 2a o 2c.

4. Diagndstico de una enfermedad autoinmunitaria

También como se ha desvelado, a un paciente con una enfermedad autoinmunitaria se le puede diagnosticar
obteniendo una muestra de un paciente y aislando células T autorreactivas mediante el método de 2a o 2c anterior.
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La enfermedad autoinmunitaria puede ser diagnosticada comparando el nivel de células T autorreactivas en un
paciente con un control. El nivel de células T autorreactivas puede determinarse de acuerdo con el método de 3
anterior.

5. Monitorizacion de la evolucidon de una enfermedad autoinmunitaria

También se desvela, una enfermedad autoinmunitaria puede monitorizarse determinando la frecuencia de células T
autorreactivas en una muestra de un paciente con una enfermedad autoinmunitaria de acuerdo con 3 anterior. La
gravedad de los sintomas de la enfermedad autoinmunitaria puede correlacionarse con el nimero de células T
autorreactivas. Ademas, un incremento del niumero de células T autorreactivas en la muestra puede usarse como
una indicacién para aplicar tratamientos destinados a minimizar la gravedad de los sintomas y/o tratar la enfermedad
antes de que los sintomas aparezcan.

6. Produccion de una vacuna para el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria

En un aspecto adicional de la presente invencion, puede producirse una composicion para tratar una enfermedad
autoinmunitaria inactivando células T autorreactivas que han sido aisladas (y opcionalmente expandidas en cultivo,
tal como se ha descrito anteriormente) mediante el método de 2c de la presente invencién. Las células T
autorreactivas pueden inactivarse usando una serie de técnicas conocidas por los expertos en la materia incluyendo,
aunque sin limitarse a, inactivacion quimica o irradiacion. Las células T autorreactivas pueden conservarse antes o
después de la inactivacién usando una serie de técnicas conocidas por los expertos en la materia incluyendo,
aunque sin limitarse a, crioconservacion. Tal como se describe a continuacién, la composicién puede usarse como
una vacuna para reducir el nimero de células T autorreactivas en pacientes autoinmunitarios.

La composicion puede ser una composicién farmacéutica, que puede producirse usando métodos bien conocidos en
la técnica. Las composiciones farmacéuticas usadas como productos terapéuticos preclinicos y clinicos en el
tratamiento de una enfermedad o trastornos pueden ser producidas por los expertos en la materia, empleando
principios aceptados de diagnéstico y tratamiento. Dichos principios se conocen en la técnica, y se exponen, por
ejemplo, en el documento Braunwald et al., eds., Harrison's Principles of Internal Medicine, 112 Ed., McGraw-Hill,
editor, Nueva York, N.Y. (1987), que se incorpora como referencia en el presente documento. La composicion
farmacéutica puede administrarse a cualquier animal que pueda experimentar los efectos beneficiosos de la
composicion. Los animales que reciben la composicién farmacéutica pueden ser seres humanos u otros mamiferos.

a. Vacuna

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicién producida mediante el método de 6
anterior, de la presente invencién. La composicion puede ser una vacuna, que puede usarse para reducir el nimero
de células T autorreactivas en pacientes autoinmunitarios.

7. Tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria

En un aspecto adicional, una enfermedad autoinmunitaria puede ser tratada en pacientes con células T
autorreactivas administrando una composicién de acuerdo con el noveno aspecto de la presente invencion. La
composicién puede ser una vacuna, que puede causar la reduccién del nimero de células T autorreactivas en el
paciente.

Una vacuna puede comprender células T autorreactivas que comprende patrones homogéneos (“monoclonales”) o
heterogéneos (“policlonales”) de uso de genes VB-DB-JB. Los estudios clinicos indican que pacientes
autoinmunitarios que reciben vacunacion con células T monoclonales autélogas pueden mostrar un declive gradual
en la inmunidad contra células T reactivas a mielina. En algunos casos, las células T autorreactivas que reaparecen
pueden originarse a partir de diferentes poblaciones clonales, sugiriendo que las células T reactivas a mielina
pueden experimentar desplazamiento clonal o extensién del epitopo potencialmente asociadas con el proceso de
enfermedad en curso. El desplazamiento clonal o la extension del epitopo puede ser un problema en enfermedades
autoinmunitarias mediadas por células T autorreactivas. Una vacuna que comprende células T autorreactivas
policlonales capaces de reducir el nimero de mudltiples poblaciones de células T autorreactivas puede evitar
problemas con desplazamiento clonal o extension del epitopo.

La composicion puede ser una composicién farmacéutica, que es administrada mediante cualquier medio que
consiga su fin pretendido. Por ejemplo, la administracion puede ser por vias parenteral, subcutanea, intravenosa,
intraarterial, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, transmucosal, intracerebral, intratecal o
intraventricular. Como alternativa, o de forma concurrente, la administraciéon puede ser la via oral. Las
composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via parenteral mediante inyeccién en embolada o mediante
perfusion gradual a lo largo del tiempo.

La dosificacion administrada puede depender de la edad, el sexo, el estado de salud y el peso del receptor, el tipo
de tratamiento concurrente, si hay alguno, la frecuencia de tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. Los
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intervalos de dosis para la administracién de las composiciones farmacéuticas pueden ser lo suficientemente
grandes para producir el efecto deseado, con lo que, por ejemplo, la reduccion del numero de células T
autorreactivas, segun lo medido mediante el séptimo aspecto de la presente invencion, se consigue, y la enfermedad
autoinmunitaria se previene, suprime o trata significativamente. Las dosis pueden no ser tan grandes como para
causar efectos secundarios adversos, tales como reacciones cruzadas no deseadas, inmunosupresion generalizada,
reacciones anafilacticas y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas portadores farmacéuticamente aceptables
adecuados que comprenden excipientes y auxiliares que pueden facilitar el procesamiento de las composiciones
activas en preparaciones que pueden usarse de forma farmacéutica. Los aditivos para las composiciones
farmacéuticas pueden incluir la inclusién de un adyuvante, tal como alumbre, quitosano, u otros adyuvantes
conocidos en la técnica. (Véase, por ejemplo, los documentos Warren et al., Ann. Rev. Immunol. 4: 369-388 (1986);
Chedid, L., Feder. Proc. 45: 2531-2560 (1986), que se incorporan en el presente documento como referencia). Las
composiciones farmacéuticas también pueden comprender ademas liposomas para intensificar el suministro o la
bioactividad, usando métodos y compuestos conocidos en la técnica.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de las células T
autorreactivas inactivadas, por ejemplo, sales solubles en agua en solucion acuosa. Ademas, pueden administrarse
suspensiones oleosas que comprenden células T autorreactivas inactivadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos
adecuados incluyen aceites grasos, por ejemplo, aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, por
ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos. Las suspensiones acuosas para inyeccién pueden contener sustancias que
incrementan la viscosidad de la suspensién e incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y/o
dextrano. La suspensién también puede contener estabilizantes.

Las células T autorreactivas inactivadas pueden formularse usando vehiculos parenterales farmacéuticamente
aceptables convencionales para administracion por inyeccion. Estos vehiculos pueden ser no toxicos y terapéuticos,
y una serie de formulaciones se exponen en el documento Remington's Pharmaceutical Sciences, (supra). Son
ejemplos no limitantes de excipientes agua, solucién salina, solucién de Ringer, solucion de dextrosa y solucién
salina equilibrada de Hank. Las composiciones farmacéuticas también pueden contener cantidades secundarias de
aditivos tales como sustancias que mantienen la isotonicidad, el pH fisiologico y la estabilidad.

Las células T autorreactivas inactivadas pueden formularse a concentraciones de células totales que incluyen de
aproximadamente 5x10° células/ml a aproximadamente 1x10° células/ml. Las dosis preferidas de las células T
autorreactivas inactivadas para uso en la prevencién, la supresion o el tratamiento de una enfermedad
autoinmunitaria pueden estar en el intervalo de aproximadamente 2x10° células a aproximadamente 9x10 células.

8. Determinacion del repertorio de TCR

También se desvela un método de determinacién del repertorio de acidos nucleicos que codifican uno o mas
receptores de células T, o una parte de los mimos, en un paciente autoinmunitario amplificando &cidos nucleicos que
codifican uno o mas receptores de células T a partir de células T asiladas mediante 2a o 2c, en el que dicha
amplificacion se realiza usando un par de cebadores. El primer cebador del par de cebadores puede ser un
oligonucledtido de aproximadamente 15 a 30 nucledtidos de longitud que hibrida con un acido nucleico que
comprende la region variable del gen de TCR. El segundo cebador del par de cebadores puede ser un
oligonucledtido de aproximadamente 15 a 30 nucledtidos de longitud que hibrida con un acido nucleico que
comprende la regién constante del gen de TCR. El par de cebadores puede usarse para amplificar un acido nucleico
que hibrida con la region VB-DB-Jp del gen de TCR.

Acidos nucleicos que codifican uno o mas receptores de células T a partir de células T (la “secuencia diana”) o un
fragmento de los mismos pueden amplificarse a partir de una muestra mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cualquier técnica o equipo de PCR particular conocido en la técnica. Por ejemplo, la
amplificacion por PCR puede seguir un procedimiento en el que se prepara una mezcla de reaccion que contiene los
siguientes ingredientes: 5 ul de 10xtampdn de PCR Il (Tris-HCI 100 mM, pH 8,3, KCI 500 mM), 3 ul de MgCl, 25 mM,
1 ul de mezcla de dNTP 10 mM, 0,3 ul de Taq polimerasa (5 U/ul) (AmpliTaq Gold, Pekin ElImer, Norwalk, Conn.), 30
pmoles de un primer cebador, 30 pmoles de un segundo cebador, y 1 ul de ADN de muestra. La polimerasa puede
ser estable a temperaturas de al menos 95 °C, tener una capacidad de procesamiento de 50-60 y tener una tasa de
extensién de méas de 50 nucle6tidos por minuto.

La reaccion de PCR puede realizarse con un perfil de amplificacién de 1 minuto a 95 °C (desnaturalizacion), 20
segundos a 56 °C (hibridacion), y 40 segundos a 72 °C (extension) durante un total de 40 ciclos. Antes de que
comience el primer ciclo, la mezcla de reaccion puede experimentar una desnaturalizacion inicial durante un periodo
de aproximadamente 5 minutos a 15 minutos. Analogamente, después de que el ciclo final esta completo, la mezcla
de reaccidn puede experimentar una extensién final durante un periodo de aproximadamente 5 minutos a 10
minutos. Algunas reacciones de PCR pueden funcionar con tan solo de 15 a 20 ciclos o hasta 50 ciclos.
Dependiendo de la reaccién de PCR especifica, pueden usarse tiempos de incubaciéon mas largos o mas cortos y
temperaturas mas altas 0 mas bajas para cada etapa del perfil de amplificacién.
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La muestra que comprende la secuencia diana, puede ser un &cido nucleico, tal como ADN gendmico, ADNc, ADN
amplificado previamente por PCR, o cualquier otra forma de ADN. La muestra puede aislarse, directa o
indirectamente, a partir de cualquier tejido animal o humano que comprenda células T, tal como células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC). EI ADN gendmico puede aislarse directamente a partir de un tejido
que comprende células T. EI ADNc puede aislarse indirectamente mediante transcripcién inversa de ARNm
directamente aislado a partir de un tejido que comprende células T.

La capacidad de detectar la secuencia diana puede intensificarse aislando el ADN de muestra indirectamente
mediante amplificacion de ADN gendmico, ADNc, o cualquier otra forma de ADN, mediante una reaccion de PCR de
dos etapas. Por ejemplo, puede realizarse una primera reaccion de amplificacién por PCR para amplificar un
fragmento preliminar que es mayor que, y comprende, un fragmento al que los primer y segundo cebadores son
capaces de unirse selectivamente en hebras opuestas. Una segunda reaccion de amplificacion por PCR puede
realizarse a continuacién, usando el fragmento preliminar como plantilla con los primer y segundo cebadores, para
amplificar un fragmento que comprende la secuencia diana. Si se usa el primer o segundo cebador en la primera
reaccion de PCR para amplificar el fragmento preliminar, la segundo reaccién de PCR esta “semi-anidada”. Si no se
usa el primer ni el segundo cebador en la primera reaccion de PCR para amplificar el fragmento preliminar, la
segunda reacciéon de PCR esta “anidada”.

En una reaccién de PCR de dos etapas ejemplar, uno o méas acidos nucleicos que codifican uno o mas receptores
de células T a partir de células T pueden amplificarse realizando una primera reaccion de PCR usando un primer
cebador preliminar que hibrida con la regién VB del gen de TCR y un segundo cebador preliminar que hibrida con la
region CP del gen de TCR, que amplifica un fragmento preliminar que se extiende desde VP a través de la unién Vp-
DB-JB hasta CB, seguida por una segundo reaccion de PCR que puede ser anidada o semi-anidada. A la luz de la
presente divulgacion, el experto en la materia sera capaz de seleccionar cebadores y condiciones de reaccion
apropiadas para amplificacion por PCR de la secuencia diana.

Después de la amplificacién de la secuencia diana, el producto amplificado puede detectarse mediante una serie de
procedimientos. Por ejemplo, una alicuota de producto de amplificaciéon puede cargarse sobre un gel de
electroforesis, al que se le aplica un campo eléctrico para separar moléculas de ADN por tamaro. En otro método,
una alicuota de producto de amplificacion puede cargarse sobre un gel tefiido con SYBR green, bromuro de etidio u
otra molécula que se unira al ADN y emitira una sefal detectable. Un gel seco puede contener un oligonucleétido
marcado que hibrida con la secuencia diana, a partir del cual puede realizarse una autorradiografia exponiendo el
gel a la pelicula.

EJEMPLO 1
Aislamiento de células T reactivas a mielina para la vacunacion con células T
1. Preparacion de PBMC y la estimulacion primaria

Muestras de sangre fresca de pacientes con MS y pacientes de control se procesaron en el plazo de 2 horas desde
la recogida. Como alternativa, pueden obtenerse células mononucleares del liquido cefalorraquideo (CSFMC) de
pacientes con MS. Se aislaron células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de la sangre completa
mediante el método de separacién con gradiente de Ficoll convencional. Especificamente, se diluyé sangre
heparinizada con solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) (1:1 sangre/HBSS) y a continuaciéon se coloco
lentamente sobre la solucion Ficoll-hypaque en un tubo de centrifuga y se centrifugé durante 20 minutos a 1800 rpm,
de 18 °C a 25 °C, sin freno. Las PBMC se lavaron a continuacion afiadiendo HBSS en exceso y se centrifugaron a
1700 rpm durante 10 minutos a de 18 °C a 25 °C. Las PBMC purificadas se lavaron tres veces en medio RPMI 1640
mediante centrifugado y posteriormente se resuspendieron en medio AIM V (Gibco, Grand Island, N.Y.). El numero
de células se conté y las células se sembraron en placas de cultivo de fondo en forma de U de 96 pocillos a una
densidad de 200.000 células/pocillo. Todas las placas se marcaron con el nimero del paciente y las iniciales del
paciente. Las células se incubaron a 37 °C en presencia de péptidos sintéticos enumerados en la Tabla 1
correspondientes a las regiones inmunodominantes conocidas de tres proteinas de mielina, la proteina béasica de
mielina (MBP), la proteina proteolipidica (PLP), y la glucoproteina de oligodendrocito de mielina (MOG) a una
concentracién de 20 pg/ml. las placas se colocaron en una incubadora de CO2 a 37 °C y se inspeccionaron
visualmente a diario. Las células se cultivaron durante 7-10 dias sin cambio de medio de cultivo para cultivar
selectivamente células T especificas de antigeno.

Tabla 1 - Péptidos activadores

Péptidos antigénicos de mielina | Secuencias de aminoécidos |

Proteina basica de mielina, péptido-1 (MBP-1) ENPVVHFFKNIVTPRTP SEC ID N2. 1
Proteina basica de mielina, péptido-2 (MBP-2) SKIFKLGGRDSRSGSPMARR SECIDNe. 2
Proteina proteolipidica, péptido-3 (PLP-3) LFCGCGHEALTGTEKLIETY SECID N2 3
Proteina proteolipidica, péptido-4 (PLP-4) WTTCQSIAFPSKTSASIGSL SECID N°. 4
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Glucoproteina de oligodendrocito de mielina, péptido-6 (MOG-

6) GQFRV1GPRHPIRALVG SECIDNe. 5
%Iucoproteina de oligodendrocito de mielina, péptido-7 (MOG- EVELPCRISPGKNATGMEVGW | SEC ID N. 6

2. Identificacion y seleccion de células T especificas de antigeno

Las células descritas anteriormente se seleccionan a continuacién para la expresién de productos génicos
indicativos de células T activadas. Véase la seccion 2(a) anteriormente. Un reactivo de captura de citoquinas
(Miltenyi Biotec) (tal como se ha descrito anteriormente) se usa para detectar la citoquina intracelular yIFN o TNFo
cuando es excretada finalmente desde la célula. En resumen, el reactivo de captura de citoquinas (normalmente un
anticuerpo biespecifico que se une tanto al marcador de células T activadas como a la citoquina secretada) se
incuba en primer lugar con las células a 4-8 °C para unirse a la molécula CD45 en las superficies celulares u otro
marcador de la superficie de células T activadas tal como CD69. Las células con el reactivo de captura de citoquinas
unido se incuban a continuacion a 37 °C durante 45 minutos para permitir que el YIFN o TNFa dentro de la célula se
una también al reactivo de captura de citoquinas a medida que la citoquina es secretada desde el interior de la célula
durante este periodo de incubacion. yYIFN o TNFa, ahora unidos a la superficie celular mediante el reactivo de
captura de citoquinas que es detectado a continuacion usando un anticuerpo especifico para la citoquina de interés
conjugado al fluorécromo PE.

Las moléculas de la superficie celular CD4 y CD69, se detectan usando anticuerpos conjugados a diferentes
fluorécromos. La poblacion de células CD4" se selecciona en primer lugar mediante seleccién de poblaciones
(“gating” y a continuacion, dentro de esta poblacion, las células tefidas “doble-positivas” (CD69 y IFNy o CD69 y
TNF o) se separan mediante FACS y se recogen de forma aséptica.

Las células T reactivas a mielina aisladas se expanden directamente a continuacion estimulando con riL-2, PHA,
anti-CD3 u otro mitégeno general de células T en presencia de PBMC autélogas irradiadas durante 7-10 dias. Las
lineas de células T reactivas a mielina se propagan en cultivo hasta que el niumero total de células alcanzaba
aproximadamente 20 millones.

EJEMPLO de referencia 2
Diagnostico de MS

Se recogen de dos a 100 ml de sangre del paciente y se afladen uno o mas péptidos sintéticos directamente a la
sangre completa para cebarla, o estimular, los linfocitos T. Los péptidos corresponden a las regiones
inmunodominantes conocidas de tres proteinas de mielina, la proteina basica de mielina (MBP), la proteina
proteolipidica (PLP) y la glucoproteina de oligodendrocito de mielina (MOG). La sangre se incuba con los péptidos
durante de 1 a 7 dias para activar las células T especificas de mielina. Al final de este periodo de cebado del
antigeno, las células se estimulan de nuevo con antigenos en un corto ensayo de reestimulacion.

Células T activadas con el péptido de mielina-se detectan permeabilizando la membrana celular con una solucién
detergente, lavando las células, a continuacion incubando con uno o mas anticuerpos de tincion para detectar
moléculas CD4 o CD69 en la superficie celular o IFNy o TNFa de forma intracelular. Los anticuerpos de tincién se
conjugan a diferentes fluor6cromos de modo que emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda cuando son
excitados mediante un laser de 488 nanémetros mediante analisis FASC. La poblacion de células T CD4" se
selecciona en primer lugar usando las células CD4" para seleccion de poblaciones (“gating”) y a continuacion dentro
de esta poblacion, se identifican las células que son inmunorreactivas con ambos anticuerpos (CD69 y yIFN o CD69
y TNFo). Esta poblacién de células T reactivas a mielina “doble-positivas” ha demostrado incrementar
significativamente en pacientes con esclerosis multiple (MS) en comparacién con controles sanos en un estudio
similar (figura 1, paciente con MS, figura 2, control sano). Usando este método, el nimero de células T reactivas a
mielina que circulan en la sangre de un paciente puede determinarse antes, durante y después del tratamiento para
determinar el efecto de una terapia para MS sobre la poblacion de células T autorreactivas. El criterio de valoracion
puede determinarse como el porcentaje de células tefiidas doble-positivas 0 como el nimero absoluto de células
tefiidas doble-positivas.

EJEMPLO de referencia 3

Diagnodstico de MS usando liposomas conjugados a anticuerpos

Se obtiene sangre completa de un paciente y se estimula con uno o mas péptidos sintéticos, tal como se describe en
el Ejemplo 2. La sangre se incuba con los péptidos durante 3 a 16 horas para activar las células T especificas de
mielina. Al final de este periodo de cebado del antigeno, las células pueden estimularse de nuevo con antigenos en

un corto ensayo de reestimulacién antes de tefir con liposomas magnetofluorescentes conjugados a anticuerpos
contra IFNy, TNFa, o una combinacion de los mismos. Las células también se tifien con un anticuerpo para CD4 y/o
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CD69. Las células T reactivas a mielina tefiidas se detectan, tal como se ha descrito en el Ejemplo 2.
EJEMPLO de referencia 4
Determinacion del repertorio clonal de TCR

El repertorio clonal del receptor de células T (TCR) representado en una poblacién de células puede analizarse
aislando la poblacién de células tefidas doble-positivas mediante separacion de células, tal como se ha descrito en
el Ejemplo 2 y el Ejemplo 3. Se extrae ADN de las células aisladas y se usa para realizar ensayos cuantitativos por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores oligonucleotidicos especificos para 25 familias de
genes de cadena beta variable (VB) de TCR conocidas. Este procedimiento proporciona informacion sobre la
distribucion del uso de genes VB de TCR e indica la clonalidad de poblaciones de células T patdgenas. Este método
también puede usarse para determinar si se esta produciendo desplazamiento clonal o epitopico de la poblacion de
células T reactivas a mielina en un paciente con MS.

EJEMPLO 5
La reduccion del numero de células T reactivas a mielina mediante vacunacidn con células T

Pacientes con (RR)-MS en recaida-remision y (SP)-MS secundaria-progresiva recibieron tres inyecciones
subcutaneas de clones de células T reactivas a mielina autélogas irradiadas aisladas mediante expansion directa,
con tres inyecciones adicionales 4, 12 y 20 semanas después. Los pacientes fueron monitorizados en busca de
cambios en la frecuencia de precursor de células T reactivas a mielina, la tasa de recaida, la puntuacién de la escala
expandida del estado de discapacidad (EDSS) y actividades de lesiones por MRI durante un periodo de 24 meses.
Los resultados se compararon con valores previos a la vacunacién de manera autoemparejada. Ademas, los datos
clinicos de los brazos de placebo de RR-MS en el ensayo clinico de beta-interferén-la (Jacobs et al., 1996) y SP-MS
en un reciente estudio de beta-IFN-1b (European Study Group, Lancet, 352: 1491-1497 (1998)) se incluyeron para
proporcionar datos de la evolucion natural de MS para comparacion. La frecuencia de células T era indetectable o
sustancialmente declinada después de la vacunacion en la semana 20. Los resultados confirmaron la reduccién del
nuamero de células T reactivas a mielina mediante vacunacion con células T en pacientes con MS.

EJEMPLO 6
Vacunacion de un paciente con MS usando células T reactivas a mielina autélogas

El protocolo de vacunacion es similar al usado en estudios clinicos previos (Zhang et al., 1993, Medaer et al., 1995).
En resumen, clones de células T reactivas a mielina preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 se activan con
fitohemaglutinina (PHA) (4 ug/ml) en presencia de PBMC irradiadas como fuente de células accesorias. A
continuacion, las células se cultivaron durante 10 dias en medio RPMI 1640 suplementado con suero AB humano
inactivado por calor al 10 % y 100 unidades por ml de rlL-2. Las células T reactivas a mielina activadas se lavan
posteriormente tres veces con solucién salina estéril para eliminar PHA residual, rIL-2 y restos celulares y finalmente
se resuspenden en 2 ml de solucion salina. Después de la irradiacion (10.000 rads, fuente de "*’Ce), las células se
inyectan por via subcutanea en dos brazos (1 ml/brazo). El nimero de células T usado para la vacunacion varian
entre 40 x 10° y 80 x 10° células por inyeccién y se seleccionan mediante una extrapolaciéon de dosis de células T
eficaces en animales experimentales basada en las areas superficiales de piel relativas (Ben-Nun et al., 1981). Cada
paciente recibe dos inyecciones subcutaneas seguidas por inyecciones de repeticion a las 4, 12 y 20 semanas.

A continuacion se observé en los pacientes para el tiempo hasta el inicio de la progresion confirmada de
incapacidad, EDSS, tasa de recaida y actividades de lesiones por MRI. Los resultados se comparan con la evolucion
del propio paciente antes del tratamiento asi como los brazos de placebo de dos recientes ensayos clinicos en
pacientes con RR-MS y SP-MS, que sirven como una estimacion de la evolucion natural de MS (Jacobs et al., 1996),
European Study Group, 1998). El tiempo hasta la progresion se determina mediante un incremento de al menos 1,0
en la EDSS (Poser et al., 1983) que persiste durante al menos 2 meses. Las exacerbaciones en el estudio se
definen mediante la aparicion de nuevos sintomas neurolégicos o un empeoramiento de sintomas neurolégicos
preexistentes que duraban por lo menos 48 horas, acompafados por un cambio objetivo en el examen neurolégico
(empeoramiento de al menos 0,5 puntos en la EDSS). Se indica a los pacientes que notifiquen los acontecimientos
entre las visitas regulares programadas y son examinados por un neurdlogo si los sintomas sugerian una
exacerbacién. Las evaluaciones de seguridad incluian acontecimientos adversos, signos vitales y examenes fisicos
en las visitas regulares. Las diferencias en las variables clinicas en pacientes del estudio antes y después de la
vacunacion con células T se analizan usando la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon.

EJEMPLO 7 Alteracion de la evolucion clinica de MS después de la vacunacion
Los pacientes reciben vacunaciones con células T preparadas de acuerdo con el Ejemplo 1 sin efectos adversos. La

EDSS media disminuye en pacientes RR-MS durante un periodo de 24 meses después de la vacunacion. Por
comparacion, hay un incremento de EDSS media de 0,61 en la evolucion natural de RR-MS (n=56) durante el mismo
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periodo de observacion, tal como se describié en un ensayo realizado usando un ensayo con beta-IFN-1a (Jacobs et
al., 1996). Ademas, la proporcién de los pacientes que tenian EDSS sin cambios o mejorada es mayor que la de la
evolucion natural de MS. Pocos pacientes, si habia alguno, en el grupo de RR-MS tratado progresaron mas alla de
una EDSS de 2,0 dentro de 24 meses en comparacién con el 18 % de los pacientes en la evolucién natural de MS.

En la cohorte de SP-MS, la EDSS media progresa mas lentamente durante un periodo de 24 meses en comparacion
con +0,6 registrado en la evolucién natural de SP-MS (European Study Group, Lancet 1998; 352: 1491-1497).
Ademas, Ademas, la estimacion de tiempo para progresion confirmada usando el método de Kaplan-Meier muestra
un retraso considerable en comparacion con la evolucion natural de pacientes con MS (progresion del 20 % en 12
meses para RR-MS y 9 meses para SP-MS) (Jacobs et al., Ann. Neurol, 1996; 39: 285-294, European Study Group,
1998).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar una o mas células T autélogas y especificas para un antigeno de interés de un paciente,
que comprende:

(a) incubar una muestra que comprende células T obtenidas de dicho paciente con dicho antigeno o un derivado
del mismo que conserva la capacidad de provocar una respuesta inmunitaria;

(b) aislar células T especificas para dicho antigeno identificando células que expresan uno o mas primeros
marcadores seleccionados entre el grupo constituido por CD69, CD4, CD25, CD36 y HLADR y uno o mas
segundos marcadores seleccionados entre el grupo constituido por IL-2, IFNy, TNFa, IL-5, IL-10 e IL-13.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho antigeno es un auto-antigeno, y en el que dicho auto-antigeno se
selecciona entre el grupo constituido por proteina basica de mielina, proteina proteolipidica, glucoproteina de
oligodendrocito de mielina, péptidos de colageno de tipo Il, proteina de choque térmico, proteina MAGE, PSA,
CA125, GAD, y antigeno asociado a un tumor.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho antigeno es un epitopo inmunodominante de un auto-antigeno.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que dicho epitopo inmunodominante se selecciona entre el grupo
constituido por las SEC ID N®: 1-6.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que las células que expresan dichos primer y segundo marcadores se
aislan usando anticuerpos para dichos primer y segundo marcadores respectivamente, u opcionalmente un
anticuerpo biespecifico que se une tanto al primer como al segundo marcadores en combinacién con un anticuerpo
que se une a dicho segundo marcador.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que dicho primer anticuerpo estd marcado de forma fluorescente y dicha
célula T se aisla mediante separacién de células activadas fluorescentes.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dicho primer anticuerpo esta conjugado con una microperla magnética,
y en el que dicha célula T se aisla mediante separacién de células activadas magnéticas.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho antigeno se incuba con dicha muestra durante un intervalo
seleccionado entre el grupo constituido por de 1 a 7 dias, menos de 1 dia, menos de 16 horas, menos de 12 horas,
menos de 8 horas, menos de 4 horas y menos de 2 horas.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho primer marcador es CD69.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicho segundo marcador es IFNy.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que dicho segundo marcador es TNFa.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas etapas de cultivo que
permiten la expansion de la poblacién de células T especificas de antigeno aisladas.
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FIGURA 2
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