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DESCRIPCION
Células sanguineas inmunosupresoras y métodos de producir las mismas

La presente memoria descriptiva de invencion se refiere a un método de produccién de células sanguineas
inmunosupresoras que se pueden usar para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, en particular esclerosis
multiple, rechazo de injerto de érgano y enfermedad de injerto frente al huésped.

Introduccion

El papel de los autoantigenos y los linfocitos autorreactivos en el comienzo y mantenimiento de las enfermedades
autoinmunes se ha discutido de forma controvertida (1). Incluso si los autoantigenos no fueran la causa principal de
algunas afecciones autoinmunes, ofrecen una forma de dirigir un efecto inmunosupresor en el érgano afectado, y por
lo tanto constituyen una alternativa prometedora a los inmunosupresores ampliamente reactivos usados
habitualmente. En un ensayo clinico, un péptido inmunomodulador derivado de hsp60 - uno de los autoantigenos
diana conocidos - se inyectd en pacientes con diabetes de tipo 1 recién diagnosticada. Aunque el estudio fue
pequerio, sugirié que el tratamiento con el péptido mantuvo la produccién de insulina endégena (3). También se ha
contemplado la induccién de tolerancia mediante administracion oral de autoantigenos. Esto se ha probado con
mielina en esclerosis multiple (MS), colageno en RA, e insulina en diabetes del tipo I. A pesar de los éxitos en la
prevencion de enfermedades en modelos animales, los ensayos clinicos que intentan tratar una enfermedad en
curso en seres humanos han tenido no obstante muy poco éxito (4). Lo que se ha aprendido de los modelos
animales y de los pocos estudios clinicos es que los autoantigenos se deben presentar de una forma no
inmunogénica, habitualmente alterando su estructura. Un ejemplo con éxito de la ultima estrategia es el tratamiento
de pacientes de MS con copaxona - un péptido sintético que mimetiza la composiciéon del componente nervioso
central, proteina basica de mielina (4).

Habitualmente se piensa que las células dendriticas (DC) son células fuertemente estimuladoras, pero las DC
también pueden suprimir la respuesta inmune (5). Evidentemente, la evolucion ha desarrollado mecanismos
altamente eficaces para proteger los tejidos y los 6rganos de la autodestruccion, estando mediado uno de ellos por
las DC (5). Lo que la naturaleza aplica para la proteccion frente al autoataque se podria usar por el hombre para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes o rechazo a injerto. Desafortunadamente, las DC supresores naturales
son dificiles de definir fenotipicamente y por lo tanto dificiles de usar para aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, se
ha mostrado que las DC inmaduras inducen tolerancia, mientras que las DC maduras activan respuestas inmunes
(5). Sin embargo, un cuerpo creciente de evidencias recientes indica que la maduracion de las DC por si misma no
es una caracteristica diferencial de inmunogenicidad en lugar de tolerogenicidad (6). En la actualidad se cree que el
desarrollo de una respuesta inmunogénica o tolerogénica depende del efecto neto de la dosis de antigeno, el linaje
de DC y el estado maduracional, la estimulacién de DC mediante productos derivados de patdgenos, y el entorno de
citoquinas (5, 6). Dada la funcion supresora apenas predecible de las DC naturales, una alternativa razonable para
fines terapéuticos seria la generacion in vitro de DC inhibidoras. Se han descrito varios métodos para disefiar DC
supresoras (7). Un riesgo principal de las DC inhibidoras generadas deliberadamente es su potencial de
reversibilidad frente a un estado estimulador. Ademas, su eficacia puede estar limitada a ciertas especies.

En un enfoque diferente desvelado en el documento de Patente EP1 739 166, se intent6 tratar una enfermedad
autoinmune con una poblacion especifica de linfocitos T reguladores para un autoantigeno obtenido directamente de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por estimulacion de leucocitos o PBMC con el autoantigeno, en
concreto proteina basica de mielina.

Descripcion detallada

Jiga et al., (2007) Transplantation 83:347-350 describen el uso de Mitomicina C para la transformacion estable de
células dendriticas estimuladoras en inhibidoras. Una inyeccion individual de tales DC donantes en el receptor antes
de trasplante de corazén suprimid el rechazo de aloinjerto de corazén en ratas (8). Sin embargo, el uso de las DC
conlleva la desventaja de que la generacion de las DC y el periodo de maduracion puede conducir a variaciones en
la calidad de las DC, que influye negativamente en la reproducibilidad del enfoque.

Ademas, el uso terapéutico de células dendriticas aun se considera problematico ya que las DC son fuertemente
inmunogénicas incluso cuando se convierten en células supresoras.

De ese modo, el problema que subyace la presente invencion es proporcionar medios para inducir tolerancia inmune
sin provocar los efectos adversos observados con las terapias convencionales. Sorprendentemente, los inventores
han descubierto que las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o la sangre completa tratada con
mitomicina C (MMC) sirvieron como potentes inductores de tolerancia en un modelo de trasplante de corazén de
rata.
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La estrategia para controlar reacciones autoinmunes prevista en la presente invencion es cargar células sanguineas
humanas o murinas tratadas con MMC con autoantigenos y usar estas "balas inhibidoras" para fijar como diana la
supresion de linfocitos T autorreactivos especificos in vitro e in vivo.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva desvela una composiciéon farmacéutica para tratar una enfermedad
inflamatoria en un paciente, comprendiendo dicha composicion células sanguineas inmunosupresoras aisladas
tratadas con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico, un autoantigeno, y
opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Especificamente, el problema se soluciona mediante la presente invencién, que proporciona una composicion
farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, rechazo de injerto de 6rgano o
enfermedad del injerto frente al huésped en un paciente, comprendiendo dicha composicion células completas o
Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) aisladas tratadas

(i) con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico, o
(i) con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico y un autoantigeno;
y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Con fines de conveniencia, las "células sanguineas inmunosupresoras" o "células sanguineas" se denominan en lo
sucesivo en el presente documento "BC".

Como se usa en el presente documento, la expresion "células sanguineas" (BC) se refiere a sangre completa o
distintos tipos de células dentro de la sangre completa que tienen las propiedades deseadas. Estos distintos tipos de
células incluyen Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) tales como linfocitos o monociclicos, o células
dendriticas (DC).

Preferentemente, las "células sanguineas" son sangre completa o PBMC. Las PBMC se pueden extraer de la sangre
completa usando Ficoll, un polisacarido hidréfilo que separa las capas de la sangre, formando los monocitos y
linfocitos un revestimiento leucocitario bajo una capa de plasma. Este revestimiento leucocitario contiene las PBMC.
Ademas, las PBMC se pueden extraer de la sangre completa usando una lisis hipoténica que lisa preferentemente
células sanguineas rojas. Este método da como resultado neutréfilos y otras células polimorfonucleares (PMN) que
son importantes para que se obtenga defensa inmune innata.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente quimioterapéutico” incluye cualquiera de numerosos
farmacos quimioterapéuticos que se pueden usar en las composiciones, métodos o usos de la invencién. Estos
compuestos caen dentro de varias categorias diferentes, que incluyen, por ejemplo, agentes alquilantes, antibioticos
antineoplasicos, antimetabolitos, y derivados de fuentes naturales.

Algunos ejemplos de agentes alquilantes que se pueden usar en la invencion incluyen busulfan, caroplatino,
carmustina, clorambucilo, cisplatina, ciclofosfamida (es decir, citoxano), dacarbazina, ifosfamida, lomustina,
mecloretamina, melfalan, procarbazina, estreptozocina, y tiotepa.

Algunos ejemplos de antibidticos antineoplasicos incluyen bleomicina, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,
idarrubicina, mitomicina (por ejemplo, mitomicina C), mitoxantrona, pentostatina, y plicamicina.

Algunos ejemplos de antimetabolitos incluyen fluorodesoxiuridina, cladribina, citarabina, floxuridina, fludarabina,
fluorouracilo (por ejemplo, 5-fluorouracilo (5FU)), gemcitabina, hidroxiurea, mercaptopurina, metotrexato, vy
tioguanina.

Algunos ejemplos de derivados de fuentes naturales incluyen micofenolato (mofetilo), docetaxel, etopdsido,
irinotecan, taxanos (por ejemplo paclitaxel), tenipdsido, topotecan, vinblastina, vincristina, vinorelbina, prednisona, y
tamoxifeno.

Algunos ejemplos adicionales de agentes quimioterapéuticos que se pueden usar en la invencion incluyen
asparaginasa y mitotano. Ademas, también se puede usar ceramida C2.

En una realizacion especialmente preferente, el agente quimioterapéutico se selecciona entre el grupo que consiste
en mitomicina C, ceramida C2, tunicamicina, micofenolato mofetilo, metabolitos del triptéfano (y derivados
semisintéticos del mismo), e inhibidores del proteasoma. Los metabolitos del triptéfano también se conocen como
quinureninas, un ejemplo de las cuales es Tranilast.

Lo mas preferentemente, el agente quimioterapéutico es mitomicina C.
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El experto en la materia sera consciente de una diversidad de antigenos o derivados de los mismos que se pueden
usar en el contexto de la presente invencion. Estos incluyen antigenos naturales tales como MBP (Proteina Basica
de Mielina, humana), MOG (Glicoproteina de Oligodendrocito de Mielina), PLP (Proteina de Proteolipido), péptidos
sintéticos tales como Copaxone® (también conocido como copolimero 1 o glatiramero acetato que comprende una
mezcla de péptidos sintetizados aleatoriamente usando los siguientes cuatro aminoacidos: tirosina, acido glutamico,
alanina vy lisina; las secuencias de péptidos se basan en la proteina humana de origen natural MBP) (Teva
Pharmaceutical Industries Ltd.), YEAK, VEAK, FEAK (otros copolimeros basados en MBPgs.99) (Fridkis-Hareli et al.,
2002, J. Clin. Invest., 109:1635-1643), péptidos naturales derivados de los antigenos anteriores descritos en
Bielekova et al., 2000, Nature Med., 6:1167-1175.), ADN que codifica diversos autoantigenos de mielina, por ejemplo
ADN que codifica MBP, PLP, MOG, MAG de longitud completa (Ho et al., 2005, J. Immunol., 175:6226-6234), ADN
que codifica péptidos de mielina derivados de las proteinas MBP, MOG, PLP (Weissert et al., 2000, PNAS, 97:1689-
1694), antigenos de estudios clinicos tales como APL CGP77116 (ligando de péptido alterado para MBPg3.99
(Bielekova et al., 2000, Nature Med., 6:1167-1175), APL NBI-5788 (ligando de péptido alterado para MBPgs.09
(Kappos et al., 2000, Nature Med., 6:1176-1182), MBPs,.9s (BioMS Technology Corp., AB, Canada) (Warren et al.,
2006, Eur. J. Neurol., 13:887-895. Warren y Catz, 2000, Mutiple Sclerosis, 6:300-311) y BHT-3009 que representa
un constructo de ADN que codifica MBP (Bayhill Therapeutics, Palo Alto, CA, USA) (Bar-Or et al., 2007, Arch
Neurol., 64:1407-1415; Bar-Or et al., 2005, Mutiple Sclerosis, 11:S167. Vollmer et al., 2005, Multiple Sclerosis,
11:S13).

En una realizacion preferente, el antigeno usado en el contexto de la presente invencién es proteina basica de
mielina (MBP). Incluso mas preferente como antigeno es un péptido sintético de MBP, tal como Copaxone.

La composicion de la presente invencion es para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, que es
otra realizacion de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento", como se usa con respecto al tratamiento
de enfermedades inflamatorias, se ha de entender que incluye modos tanto sintomaticos como profilacticos, que es
el tratamiento inmediato, por ejemplo de inflamacién aguda (tratamiento sintomatico) asi como tratamiento anticipado
para prevenir, mejorar o restringir sintomatologia a largo plazo (tratamiento profilactico). El término "tratamiento",
como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones con respecto a tales enfermedades se ha de
interpretar en consecuencia que incluye tratamiento tanto sintomatico como profilactico, es decir tratamiento
sintomatico para mejorar sucesos inflamatorios agudos y tratamiento profilactico para inhibir estado inflamatorio en
curso y mejorar una exacerbacion bronquial futura asociada al mismo.

Preferentemente, "tratamiento profilactico” se refiere a prevenir las enfermedades y trastornos a los que se hace
referencia en la presente solicitud. "Prevenir" se refiere a conservar la salud con respecto a las enfermedades o
trastornos a los que se hace referencia en el presente documento durante un cierto periodo de tiempo en un sujeto.
Se ha de entender que dicho periodo de tiempo depende de la cantidad de compuesto farmacolégico que se ha
administrado y factores individuales del sujeto discutidos en otro lugar en la presente memoria descriptiva. Se ha de
entender que la prevencién puede no ser eficaz en todos los sujetos tratados con el compuesto de acuerdo con la
presente invencion. Sin embargo, el término requiere que una parte estadisticamente significativa de sujetos de un
grupo de edad o poblacién se prevenga de forma eficaz de padecer una enfermedad o trastorno al que se hace
referencia en el presente documento o sus sintomas acompafantes. Preferentemente, en este contexto se prevé un
grupo de edad o poblacidon de sujetos que normalmente, es decir, sin las medidas preventivas de acuerdo con la
presente invencion, desarrollaria una enfermedad o trastorno al que se hace referencia en el presente documento.
Alternativamente, la prevalencia de una enfermedad en un grupo de edad se podra reducir significativamente con
respecto a la prevalencia normal en un grupo de edad de sujetos que se ha prevenido (protegido) de forma eficaz de
la enfermedad. El que una parte sea estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la
materia usando diversas herramientas de evaluacién estadistica bien conocidas discutidas posteriormente en la
presente memoria descriptiva.

La expresion "tratamiento sintomatico" se refiere a mejorar las enfermedades o trastornos mencionados
anteriormente o los sintomas que acomparfian a las mismas en un grado significativo. En el caso de tratamiento de
rechazo de injerto de 6rgano, preferentemente, suprime el rechazo de modo que el 6rgano u 6rganos trasplantados
permanezcan funcionales. También preferentemente, la enfermedad de injerto frente al huésped se limita por el
tratamiento en un grado tal que los 6rganos del paciente no se dafien de forma significativa.

Se ha de entender que tratamiento, como se usa de acuerdo con la presente invencion, puede no ser eficaz en todos
los sujetos que se van a tratar. Sin embargo, el término requerira que una parte estadisticamente significativa de
sujetos que padecen una enfermedad o trastorno al que se hace referencia en el presente documento se puedan
tratar con éxito. El que una parte sea estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la
materia usando diversas herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo determinacion de
intervalos de confianza, determinacién del valor p, ensayo t de Student, ensayo de Mann-Whitney, etc. Los intervalos
de confianza preferentes son al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al
menos un 99 %. Los valores p son, preferentemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, o 0,0001. Preferentemente, el
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tratamiento sera eficaz para al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos un 90 % de los
sujetos para un grupo de edad o poblacién dados.

Como se usa en el presente documento, la expresion "enfermedad inflamatoria” se refiere a enfermedades que son
el resultado de una reaccion inmune del tejido conectivo y los vasos sanguineos de un individuo a un estimulo, con
el fin de eliminar o inactivar dicho estimulo. Algunos efectores desencadenantes incluyen estimulos mecanicos, u
otros factores fisicos, por ejemplo radiacion ionizante, luz UV, calor, frio; sustancias quimicas, por ejemplo bases,
acidos, metales pesados, toxinas bacterianas, alergenos, y complejos inmunes, asi como patégenos, por ejemplo
microorganismos Y virus, gusanos e insectos; y productos patdégenos del metabolismo, enzimas de funcionamiento
inadecuado, tumores malignos.

Como se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad suficiente de
dicho compuesto para tratar una enfermedad particular, con una proporcion beneficio/riesgo razonable. En general,
la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se referira a una cantidad de dicho compuesto que es
fisioldgicamente significativa y mejora la salud del individuo. Un agente, es decir, dicho compuesto, es
fisioldgicamente significativo si su presencia da como resultado un cambio en la fisiologia del receptor humano. Por
ejemplo, en el tratamiento de una afeccidn patolodgica, la administracion de dicho compuesto que alivia o detiene el
progreso adicional de la afeccidn se consideraria tanto fisioldgicamente significativa como terapéuticamente eficaz.

Como se ha indicado anteriormente, las BC de la presente invencion son Utiles en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias. Tales enfermedades inflamatorias se pueden subdividir en enfermedades inflamatorias crénicas,
enfermedades inflamatorias agudas, enfermedades inflamatorias alérgicas, enfermedades de rechazo de injerto
frente al huésped, y trastornos autoinmunes, todas las cuales se incluyen dentro de la presente invencion. Entre
estos subgrupos, se pueden producir enfermedades inflamatorias del tracto respiratorio, enfermedades inflamatorias
de la piel, enfermedades inflamatorias alérgicas, enfermedades inflamatorias del tracto gastrointestinal y
enfermedades inflamatorias cardiacas.

Preferentemente, las BC de la presente invencion son Utiles en el tratamiento de los trastornos autoinmunes que se
enumeran posteriormente en el presente documento.

Las BC también se pueden usar para tratar cualquier enfermedad o afeccion de las vias aéreas o los pulmones que
requiera terapia inmunosupresora, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades autoinmunes de, o que afectan
a, los pulmones (por ejemplo, para el tratamiento de sarcoidosis, alveolitis o neumonitis por hipersensibilidad
cronica) o para el mantenimiento de trasplante alogénico de pulmén, por ejemplo, después de trasplante de pulmoén
o trasplante del corazén y pulmén.

Una realizacién preferente adicional de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para su uso
en el tratamiento de enfermedad de rechazo de injerto de érgano y/o injerto frente al huésped que comprende
células sanguineas inmunosupresoras aisladas tratadas con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
quimioterapéutico y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como inmunosupresores, las BC son utiles cuando se administran para la prevencion de rechazo de injerto de
organo o tejido mediado por inmunidad. Algunos ejemplos de tejidos y érganos trasplantados que padecen estos
efectos son corazodn, rifion, higado, médula 6sea, piel, cérnea, pulmén, pancreas, intestino delgado, extremidades,
musculo, nervio, duodeno, intestino delgado, células islote pancreaticas, y similares; asi como enfermedades de
injerto frente al huésped ocasionadas por trasplante de médula ésea.

Una realizacion preferente de la presente invencién se refiere a la composicion farmacéutica de la presente
invencion para su uso en el tratamiento sintomatico de enfermedad de rechazo de injerto de 6rgano e injerto frente al
huésped. Preferentemente, esta incluido en la presente invencion el tratamiento de rechazo de los siguientes
organos y tejidos: corazoén, rifidn, higado, médula 6sea, piel, cérnea, pulmén, pancreas, intestino delgado,
extremidades, musculo, nervios, duodeno, intestino delgado y células islote pancreaticas. Por lo general, la
enfermedad del injerto frente al huésped esta provocada por trasplante de médula 6sea. Preferentemente, la
composicion farmacéutica comprende BC del donante o el receptor. Mas preferentemente, en el caso de
enfermedad del injerto frente al huésped, las BC se toman del receptor del trasplante mientras que en el caso de
rechazo de injerto de 6rgano las células se toman del donante.

De forma interesante, se ha descubierto en el estudio subyacente a la presente invencién que la composicion
farmacéutica desvelada en la presente solicitud no solo se puede usar para el tratamiento profilactico de un rechazo
de injerto de 6rgano sino también para su tratamiento sintomatico. Los mecanismos que se requieren para el
tratamiento profilactico de rechazo de injerto de 6rgano y para el tratamiento sintomatico del mismo difieren
considerablemente. El tratamiento profilactico solo requiere la supresion de relativamente pocas células inmunes
inactivas. En el estado sin estimular no tratado previamente se ha estimado que una frecuencia de aproximadamente
un colon precursor en 100.000 linfocitos T CD8+ exhibe especificidad para un antigeno definido (Blattmann et al.,
2002, J. Exp. Med., 195:657-664).
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En un rechace de injerto de 6érgano agudo los clones de células inmunes que reconocen el tejido del donante ya se
han expandido. Con respecto a las infecciones virales, en 7-8 dias se produce un aumento masivo en el nimero de
clones de linfocitos T especificos, hasta 50.000 veces comprendiendo aproximadamente de 15 a 20 ciclos de
proliferacion (Williams & Bevan, 2007, Ann. Rev. Immunol., 25:171-192). De ese modo, la actividad de un gran
numero de células se va a suprimir con éxito. Ademas las células inmunes activas estan en un estado fisioldgico
diferente en comparacion con las células inmunes restantes. Con el fin de iniciar la proliferacion y diversas funciones
efectoras los linfocitos T CD4+ y CD8+ no tratados previamente necesitan encontrar antigenos en érganos linfoides
presentados por células presentadoras de antigeno (APC). Por el contrario, los linfocitos T activados y expandidos
se acumulan en los tejidos periféricos para encontrar y posteriormente eliminar las fuentes antigénicas. Durante este
procedimiento extremadamente complejo las células activadas expresan una mezcla de diversas moléculas de
sefializacion y efectoras tales como citoquinas y quimioquinas que exhiben funciones incontables sobre células
inmunes asi como no inmunes. La exposicion a antigenos extrafios resulta habitualmente en la aparicion de las
denominadas células de memoria longevas que comprenden un 5 %-10 % del numero original de células efectoras
activadas. La calidad de las células de memoria se refleja en una mayor y mas eficaz respuesta a encuentros
adicionales con los mismos antigenos (Harty & Badovinac, 2008, Nat. Rev. Immunol., 8:107-119; Williams & Bevan,
2007, Ann. Rev. Immunol., 25:171-192; Sprent & Surh, 2002, Ann. Rev. Immunol., 20:551-579; Rogers et al., 2000,
J. Immunol., 164:2338-2346). Por lo tanto, la eficacia de la composicidon farmacéutica de la presente invencion para
el tratamiento sintomatico de un rechazo de injerto de érgano fue sorprendente.

Preferentemente, las células sanguineas de la composicion farmacéutica para el tratamiento sintomatico de rechazo
de injerto de 6rgano y enfermedad del injerto frente al huésped eran células mononucleares de sangre periférica.

La regulacion de la respuesta inmune por las BC podria encontrar una utilidad particular en el tratamiento de
trastornos autoinmunes, tales como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, hiperinmunoglobulinemia E,
tiroiditis de Hashimoto, esclerosis multiple, esclerosis sistémica progresiva, miastenia gravis, diabetes del tipo |,
uveitis, encefalomielitis alérgica, glomerulonefritis, y similares; y otras enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos patoégenos, tales como VIH. En los casos particulares de VIH-1, VIH-2 y cepas retrovirales
relacionadas, la inhibicién de la mitosis de linfocitos T suprimiria la replicacion del virus, dado que el virus depende
de las funciones proliferativas de los linfocitos T del hospedador para replicarse.

En una realizacion preferente, el trastorno autoinmune que se va a tratar con la composiciéon farmacéutica de la
presente invencion es esclerosis multiple.

Otras afecciones tratables podrian incluir, pero no se limitan a, enfermedades isquémicas del intestino,
enfermedades inflamatorias del intestino, enterocolitis necrotizante, lesiones intestinales asociadas a quemaduras
térmicas y enfermedades mediadas por leucotrieno B4; inflamaciones/alergias intestinales tales como enfermedad
celiaca, proctitis, gastroenteritis eosinofilica, y mastocitosis; enfermedades alérgicas relacionadas con la
alimentacién que tienen manifestaciones sintomaticas remotas del tracto gastrointestinal (por ejemplo, migrania,
rinitis y eccema); enfermedades renales tales como nefritis intersticial, sindrome de Good-pasture, sindrome
hemolitico-urémico y nefropatia diabética; enfermedades nerviosas tales como miositis multiple, sindrome de
Guillain-Barre, enfermedad de Meniere, polineuritis, neuritis multiple, mononeuritis y radiculopatia; enfermedades
endocrinas tales como hipertiroidismo y enfermedad de Basedow; enfermedades hematicas tales como aplasia de
células rojas pura, anemia aplasica, anemia hipoplasica, purpura trombocitopénica idiopatica, anemia hemolitica
autoinmune, agranulocitosis, anemia perniciosa, anemia megaloblastica y aneritroplasia; enfermedades 6seas tales
como osteoporosis; enfermedades respiratorias tales como sarcoidosis, pulmoén fibroide y neumonia intersticial
idiopatica; enfermedades de la piel tales como dermatomiositis, leucoderma vulgar, ictiosis vulgar, sensibilidad
fotoalérgica y linfoma de linfocitos T cutaneo; enfermedades circulatorias tales como arteriosclerosis, aterosclerosis,
sindrome de aortitis, poliarteritis nodosa y miocardosis; enfermedades del colageno tales como esclerodermia,
granuloma de Wegener y sindrome de Sjogren; adiposis; fascitis eosinofilica; enfermedades periodontales tales
como lesiones de las encias, periodontio, hueso alveolar y sustancia ésea dental; sindrome nefrético tal como
glomerulonefritis; alopecia androgénica o alopecia senil previniendo la depilacion o proporcionando germinacion
capilar y/o estimulando la generacién capilar y el crecimiento capilar; distrofia muscular; Pioderma y sindrome de
Sezary; enfermedad de Addison; enfermedades mediadas por oxigeno activo, como por ejemplo lesién de 6rgano tal
como lesion por isquemia-reperfusion de organos (tales como corazén, higado, rifion y tracto digestivo) que se
produce tras conservacion, trasplante o enfermedad isquémica (por ejemplo, trombosis e infarto cardiaco):
enfermedades intestinales tales como choque por endotoxinas, colitis pseudomembranosa y colitis causada por
farmacos o radiacion; enfermedades renales tales como insuficiencia renal aguda isquémica e insuficiencia renal
cronica; enfermedades pulmonares tales como toxinosis causada por oxigeno en el pulmén o farmacos (por ejemplo,
paracort y bleomicinas), cancer pulmonar y enfisema pulmonar; enfermedades oculares tales como cataratas,
siderosis, retinitis, pigmentosa, degeneracién macular senil, cicatrizacion vitrea y quemadura corneal con bases;
dermatitis tales como eritema multiforme, dermatosis ampollar IgA lineal y dermatitis por cemento; y otras tales como
gingivitis, periodontitis, sepsis, pancreatitis, enfermedades causadas por contaminacion medioambiental (por
ejemplo, contaminacion aérea), envejecimiento, carcinogénesis, metastasis de carcinoma e hipobaropatia;
enfermedades causadas por liberacion de histamina o leucotrieno C4; enfermedad de Behcet tal como enfermedad
de Behcet intestinal, vascular o neuroldgica, y también enfermedad de Behcet que afecta a la cavidad oral, piel, ojos,
vulva, articulaciones, epidermis, pulmén, riiidn etc.
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En este contexto, la presente invencion se refiere adicionalmente al uso de una composicién de la presente
invencion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad autoinmune. El
medicamento, es decir las células sanguineas tratadas como se ha descrito anteriormente, se puede modificar con
métodos y compuestos conocidos por el experto en la materia con el fin de hacerlo faciimente administrable al
paciente. Por ejemplo, también se pueden afiadir vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Por ejemplo, algunas composiciones liquidas acuosas de la presente invencién pueden ser particularmente Utiles
para el tratamiento y la prevencion de diversas enfermedades oculares tales como enfermedades autoinmunes (que
incluyen, por ejemplo, queratocono, queratitis, distrofia epitelial de la cornea, leucoma, Ulcera de Mooren, escleritis y
oftalmopatia de Graves) y rechazo al trasplante de cérnea. En particular, las composiciones que pertenecen a la
presente invencion son utiles para el tratamiento de un sujeto para rechazo de drganos mediado por el sistema
inmune o aloinjerto tisular, una enfermedad de injerto frente al huésped, una enfermedad autoinmune, una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias, una enfermedad hiperproliferativa, o una enfermedad intestinal o
del intestino isquémica o inflamatoria.

El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifica para cualquier paciente en particular dependera de una
diversidad de factores que incluyen el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracion, via de administracion, la duracion del
tratamiento; farmacos usados en combinacion o coincidentes con las BC.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a una
carga, diluyente, material de encapsulamiento o formulacion auxiliar sélida, semisoélida o liquida inerte, no toxica de
cualquier tipo. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables son
azucares tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata;
celulosa y sus derivados tales como carboximetil celulosa sddica, etil celulosa y acetato de celulosa; tragacanto en
polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorio; aceites tales como
aceite de cacahuate, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de
maiz y aceite de semilla de soja; glicoles, tales como propilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo y laurato de
etilo; agar; agentes de tamponamiento tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico;
agua libre de pirdégenos; solucion salina isotdnica; solucién de Ringer; alcohol etilico, soluciones de tampodn fosfato;
lubricantes compatibles, no toxicos tales como lauril sulfato sédico y estearato de magnesio; asi como agentes
colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, saborizantes y perfumantes.
Algunos conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en la composicion, de acuerdo con el criterio
del formulador.

Las composiciones se pueden administrar a seres humanos y otros animales por via oral, por via rectal, por via
parenteral, por via intracisternal, por via intravaginal, por via intraperitoneal, por via bucal, o en forma de una
pulverizaciéon oral o nasal. El término "parenteral" como se usa en el presente documento se refiere a modos de
administracion que incluyen inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal,
subcutanea e intraarticular. Preferentemente, la administracién se produce por via intravenosa, por via intramuscular
0 por via subcutanea.

Algunas composiciones farmacéuticas de la presente invencion para inyeccion parenteral comprenden soluciones,
dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles farmacéuticamente aceptables, asi como
polvos estériles para reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso. Algunos
ejemplos de excipientes, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos o no acuosos adecuados incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares), carboximetilcelulosa y mezclas de los
mismos, aceites vegetales (tales como aceite de oliva), y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. La
fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento tales como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso
de tensioactivos.

En otro aspecto, la presente divulgacion también proporciona un método para producir células sanguineas
inmunosupresoras, que comprende la exposicion de una muestra de células sanguineas aisladas a un agente
quimioterapéutico y/o un autoantigeno o un derivado del mismo.

En otro aspecto, la presente invencion también proporciona un método para producir células de sangre completa
inmunosupresoras o PBMC, que comprende la exposicion de una muestra de sangre completa aislada o PBMC in
vitro (i) a un agente quimioterapéutico y/o (ii) a un agente quimioterapéutico y un autoantigeno.

Preferentemente, las BC se tratan en primer lugar con el autoantigeno, y, posteriormente con el agente
quimioterapéutico, de una manera tal como se describe en la seccion de ejemplos. Sin embargo, la persona experta
en la materia sera capaz de ajustar facilmente los tiempos de incubacion y cantidades de antigeno o agente
quimioterapéutico con el fin de obtener las células sanguineas inmunosupresoras deseadas.
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En algunos casos, es deseable afadir solamente el agente quimioterapéutico solo. Este es el caso en el que, por
ejemplo, se usa sangre completa de donante o las PBMC como células inmunosupresoras para inhibir rechazos a
trasplante. Para esta aplicacién son particularmente preferentes algunos metabolitos de triptéfano (quinureninas).
Para esta aplicacion también es preferente la mitomicina C.

La divulgacion también proporciona un método para el tratamiento de un paciente que padece una enfermedad
autoinmune, comprendiendo dicho método: a) obtener una muestra de células sanguineas; b) tratar dicha muestra
de células sanguineas con un agente quimioterapéutico y un autoantigeno; y c) administrar tales células sanguineas
tratadas a dicho paciente; en el que dichas células sanguineas tratadas mejoran dicha enfermedad autoinmune en
dicho paciente.

De acuerdo con este aspecto de la divulgacion, en primer lugar las células sanguineas se cargan o se pulsan con
uno o mas antigenos, tal como uno o mas autoantigenos, y a continuacién se modifican ex vivo con un agente
quimioterapéutico como se describe a continuaciéon en la seccién de Ejemplos. En una realizacion, las células
sanguineas se pulsan con uno o mas autoantigenos diabetogénicos tales como GAD, un autoantigeno de células de
los islotes (ICA), o autoantigeno NRP-A7. En una realizaciéon en particular, las células sanguineas se pulsan con
cada uno de GAD 65, ICA 512 y NRP-A7. De forma alternativa, las células sanguineas se pueden pulsar con lisados
de islote pancreatico. En otra realizacion, las células sanguineas se pulsan con colageno (por ejemplo, para tratar la
artritis). En otra realizacion, las células sanguineas se pulsan con proteina basica de mielina (MBP) (por ejemplo,
para tratar la esclerosis multiple), o un derivado de la misma, como se ha descrito anteriormente.

En una divulgacion adicional, las células sanguineas se pulsan con MBP o un derivado, péptido sintético del mismo,
y la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.

Ademas, en otra divulgacion, la muestra de sangre se trata en primer lugar con el autoantigeno y posteriormente con
el agente quimioterapéutico.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de un receptor de injerto, comprendiendo
dicho método a) la obtener una muestra de células sanguineas de un donante, b) tratar dicha muestra de células
sanguineas con un agente quimioterapéutico, y ¢) administrar tales células sanguineas tratadas a dicho receptor del
injerto, en el que dichas células sanguineas de donante tratadas mejoran el riesgo de desarrollar rechazo al injerto
en dicho paciente.

Ademas, la divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de un receptor de injerto, comprendiendo dicho
método

a)obtener una muestra de células sanguineas de un donante, en el que el receptor padece rechazo al injerto de
organos;

b)tratar dicha muestra de células sanguineas con un agente quimioterapéutico; y

c)administrar tales células sanguineas tratadas a dicho receptor de injerto, en el que dichas células sanguineas
de donante tratadas mejoran el rechazo al injerto de érganos en desarrollo en dicho paciente.

En una divulgacion adicional, el agente quimioterapéutico es un metabolito de triptéfano, lo mas preferentemente un
derivado de quinurenina, tal como Tranilast. También preferentemente, el agente quimioterapéutico es mitomicina C.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de un receptor de injerto, comprendiendo
dicho método

a)obtener una muestra de células sanguineas de un receptor

b)tratar dicha muestra de células sanguineas con un agente quimioterapéutico, y

c)administrar tales células sanguineas tratadas a dicho receptor de injerto, en el que dichas células sanguineas
de receptor tratadas mejoran el riesgo de desarrollar la enfermedad de injerto frente al huésped iniciada en dicho

paciente.

Ademas, la divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de un receptor de injerto, comprendiendo dicho
método

a)obtener una muestra de células sanguineas de un receptor, en el que el receptor estd padeciendo la
enfermedad de injerto frente al huésped;

b)tratar dicha muestra de células sanguineas con un agente quimioterapéutico; y
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c)administrar tales células sanguineas tratadas a dicho receptor de injerto, en el que dichas células sanguineas
de receptor tratadas mejoran la enfermedad de injerto frente al huésped en desarrollo en dicho paciente.

En una divulgacion adicional, el agente quimioterapéutico es un metabolito de triptéfano, lo mas preferentemente un
derivado de quinurenina, tal como Tranilast. También preferentemente, el agente quimioterapéutico es mitomicina C.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Efecto de las BC tratadas con MMC cargadas con MBP en linfocitos T en reposo o activados de pacientes
con MS. Estimulacién primaria (A, B): Las MBP-MMC-BC se coincuban con linfocitos periféricos en reposo (A)
(n =8) o linfocitos periféricos activados (B) (n = 7). Controles negativos: solamente las MBP-BC o linfocitos;
controles positivos: las MBP-BC sin tratar con MMC mas linfocitos. Reestimulacion (C, D): los linfocitos CD4+ se
aislan y se reestimulan con las MBP-BC del mismo donante. El eje de abscisas muestra el tratamiento previo de
células CD4. El eje de ordenadas muestra la proliferacion de linfocitos T. La primera columna representa
solamente las BC (control negativo). Los datos representan la media + SD y se expresan como porcentaje de
valores de control positivo (BC cargadas con MBP + linfocitos = 100 %).

Fig. 2. Influencia del medio de cultivo de las MMC-BC en linfocitos T estimulados. Las BC tratadas con MMC o
sin tratar se cultivan durante 72 h. Los sobrenadantes (medio acondicionado) se recogen y se usan para cultivos
de linfocitos T estimulados con anticuerpo anti-CD3 con o sin BC autdlogas. Los controles consistian solamente
en las BC y linfocitos. Los datos representan la media + SD y se expresan como porcentaje de valores de control
positivo (BC + anti-CD3 + linfocitos = 100 %) (n = 4).

Fig. 3. Analisis del ciclo celular de linfocitos T expuestos a las MMC-BC. Los linfocitos T estimulados con
anticuerpo anti-CD3 se cocultivan con las BC autdlogas (A) sin tratar y (B) tratadas con MMC (25 ug de
MMC/ml). Veinticuatro horas después de complementacion con BrdU 10 pM las células se analizan mediante
citometria de flujo usando un Kit de Flujo para BrdU. Los cuadrantes presentados muestran el porcentaje de
células en el ciclo celular correspondiente (G0/G1, G2/M, S) asi como el de las células muertas.

Fig. 4. Analisis de citometria de flujo de apoptosis después de tratamiento de las BC con MMC. Las BC se tratan
con 50 ug/ml de MMC vy se etiquetan con anexina-V-FITC y 7-AAD después de 2, 6 y 24 horas de incubacion.
Los controles consistian en las BC sin tratar (- MMC). El cuadrante inferior y superior muestra apoptosis. Se
presentan porcentajes de células apoptoticas.

Fig. 5. Efecto de las BC que presentan MBP, tratadas con MMC in vivo. (A) Los ratones Tg4 se inyectan i.v. con
cualquiera de las MBP-BC (¢) o las MBP-BC tratadas con MMC (m). (B) Los ratones inmunizados en el
experimento A con las MBP-BC tratadas con MMC (m) se someten a exposicion inmune el dia 28 con las BC
cargadas con MBP. Los ratones inmunizados en el experimento A con las MBP-BC () sirvieron como controles.
La evaluacion de la EAE se realizé de acuerdo con la puntuacion de Coligan. Los datos se muestran como
valores medidos + ETM (n = 8 por grupo).

Fig. 6. Vacunacion profilactica frente a la EAE con las BC tratadas con MMC cargadas con MBP. (A) Los ratones
Tg4 se inmunizan de forma repetitiva con las MBP-MMC-BC. En el dia 0 estos ratones (m), asi como los ratones
no vacunados (¢), se someten a exposicion inmune con las BC pulsadas con MBP. (B) Se muestra la gravedad
de la EAE (puntuacion de Coligan), comenzando desde el dia 10 después de la exposicién inmune de MBP-BC.
Los datos se presentan como media + ETM (n = 8 no vacunados, n = 10 grupo vacunado).

Fig. 7. Fenotipo de las BC tratadas con MMC. Las BC humanas tratadas con MMC (50 pyg/ml) y sin tratar se
etiquetan con anticuerpos monoclonales especificos conjugados con FITC o PE para la clase || de MHC, CD80,
CD86, y la expresion de las moléculas se analizé mediante citometria de flujo con un FACScalibur. La unién de
los anticuerpos se presenta en los histogramas: el histograma de color gris relleno representa el control de
isotipo, la linea de color rojo la union a las BC tratadas con MMC, y la linea de color azul a las BC sin tratar con
MMC.

Fig. 8. PCR Cuantitativa en Tiempo Real de células dendriticas tratadas con MMC. El ARN total de las BC
tratadas con MMC vy sin tratar se extrajo 18 horas después del tratamiento, se transcribié de forma inversa y se
analiz6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real basandose en el método de SYBR Green. Los datos se
normalizan con respecto a la ARN polimerasa Il. El eje de ordenadas muestra el numero de veces de cambio de
los niveles de la expresion de ARN (+ ETM) de las BC tratadas con MMC en comparacién con los homologos sin
tratar (para cada gen n = 5)

Fig. 9. Efecto de células sanguineas tratadas con MMC en linfocitos CD4"-T in vivo. Los linfocitos TG4 T
especificos para MBP se etiquetan con colorante CFSE y se transfieren i.v. a ratones B10.PL singeneicos.
Después de 24 h, PBS (control negativo) (parte superior), células sanguineas cargadas con MBP (control
positivo) (parte media), o células sanguineas cargadas con MBP / tratadas con MMC (parte inferior) se inyectan
i.v.. Después de 4 dias en total, se aislan células de los nédulos linfaticos y se analizan para tincion con CFSE de
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linfocitos F23.1" (VB8.2) CD4" T. Los datos representan porcentajes medios de linfocitos T que proliferan con
CFSE¥° (las MBP-MMC-BC con respecto al grupo de PBS: p = 0,031; las MBP-MMC-BC con respecto al grupo
de las MBP-BC: p = no significativo).

La invencion se explica adicionalmente con los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Procedimientos Experimentales
(a) Ratones

Los ratones B10.PL se obtuvieron en Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine). Los ratones Tg4 transgénicos para
TCR (fondo de I-A") expresan un TCR derivado de un clon de linfocitos CD4+ T encefalitogénico especifico para un
péptido MBP (aa 1-9) (9).

(b) Generacién de células dendriticas

Las DC de murino se generan a partir de células de médula dsea de ratones B10.PL de acuerdo con el protocolo de
Lutz et al. (10). Para activacion, se afiade CpG-ODN 1668 0,5 yM. 90 min mas tarde, se obtienen BMDC no
adherentes. Se afiade MMC (50 pg/ml) durante 30 min de cultivo y las células (10°/ml) se lavan minuciosamente. El
péptido Ac-ASQKRPSQRS (Ac1-10) de MBP1.1o acetilado N-terminal se afiade a una concentracion de 5 pM en
combinacién con CpG-ODN. Las DC humanas se generan de acuerdo con un protocolo convencional como se ha
descrito anteriormente (11). Para estudios de linfocitos T especificos para MBP, se afiaden 30 pg/ml de MBP
(Sigma-Aldrich) a las DC inmaduras hasta maduracion. Se afiade MMC (10-100 ug/ml) al medio de cultivo de DC;
después de 30 min de incubacion, las células se lavan.

(c) Estudios de linfocitos T in vitro

Los linfocitos de murino se cultivan con las BC derivadas de BM. Los linfocitos de sangre periférica humana de
pacientes con MS se coincuban con las BC autélogas cargadas con MBP. En un experimento en paralelo, las
DRB1*0301-BC de donantes sanos se cargan con MBP y se coincuban con linfocitos CD4" T especificos para MBP
(clon ES-BP8T) como se ha descrito anteriormente (11). En un experimento de control, las BC se cargan con un
péptido irrelevante con interaccién comparable con DRB1*0301. La restricciéon de HLA se puede calcular con el
software SYFPEITHI (www.uni-tuebingen.de/uni/kxi). Los cocultivos se realizan a una proporcién de BC:linfocitos T
de 1:10. La proliferacion de linfocitos T se mide mediante la incorporacion de [3H]timidina.

(d) Sobrenadantes de las MMC-BC

Las BC maduras se tratan con 25, 50 o 75 yg/ml de MMC y se lavan. Después de 72 h de incubacion adicional, los
sobrenadantes se recogen y se usan como medio de cultivo celular en un ensayo de proliferacion de linfocitos T. Se
estimulan 2 x 10° células/pocillo durante 4 dias con anticuerpo monoclonal anti-CD3 (dilucion a 1:6400).

(e) Andlisis del ciclo celular

Los linfocitos se estimulan durante 2 dias con anticuerpo monoclonal anti-CD3 y el andlisis del ciclo celular se realiza
usando el Kit de Flujo de BrdU (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania). Las células (10°) se incuban durante la
noche con BrdU 10 pM. Después de fijacion, permeabilizacion y tratamiento con 300 ug/ml de DNasa, las células se
tifien con anticuerpo anti-BrdU etiquetado con FITC y 7-AAD y se analizan mediante citometria de flujo.

(f) Modelo de EAE

La EAE se induce mediante inyeccion i.v. de 5 x 10° BC activadas (en 0,2 ml) pulsadas con 5 uM de péptido MBP
autoantigénico (+/- MMC). En el dia 1 y 2 después de la inmunizacién, cada ratén se inyecta i.p. con 200 ng de
toxina Pertussis (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) en 50 yl de DPBS. Los sintomas se evaluan diariamente de
acuerdo con la puntuacion de Coligan.

(g) Micromatriz de Affymetrix

El ARN se convierte en ds-cADN usando cebadores de T7-(dT)s y el sistema Superscript Choice (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania). EI ARNc etiquetado con biotina se genera a partir de la muestra de ADNc, se hibrida con chips
genéticos de U133 Plus 2.0 (Affymetrix, High Wycombe, UK), se tifie con estreptavidina-ficoeritrina (MoBiTec,
Gottingen Alemania) y se escanea usando el Escaner GeneArray (Affymetrix). Los datos de micromatriz de muestras
derivadas de 3 donantes de BC sin relacionar se analizan usando la herramienta de Mineria de Datos de Affymetrix
(DMT 4.0), la herramienta de publicacion de Affymetrix (MDB 3.0), y el software de analisis de datos estadisticos
(Affymetrix Microarray Suite 5.0). Se realizan comparaciones entre las BC tratadas con MMC y sin tratar para genes
con una llamada de deteccion positiva en al menos un grupo experimental y con un numero de veces de cambio de
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al menos 3 (que corresponde a una proporcion log de la sefial entre los dos grupos experimentales inferior a -1,5 o
superior a 1,5). Se asignan clasificaciones funcionales del Consorcio de Ontologia Genética (GO)
(http://www.geneontology.org) a cada gen identificado.

(h) Analisis de FACS

Las BC humanas se tifien con anexina V etiquetada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y 7-amino-actinomicina
(7-AAD) para confirmar la muerte celular apoptética.

La tincion de BC se realiza con anticuerpos monoclonales etiquetados con fluorescencia (FITC, PE) (para MHC I,
CD80, CD86,) hasta concentraciones indicadas por los fabricantes (BD Biosciences).

(i) Aprobacion para estudios en animales y seres humanos

los experimentos en animales se aprueban en el Animal Welfare Board del Governmental Office Karlsruhe. Los
estudios de sueros y células de seres humanos se aprueban en la University of Heidelberg Ethics Committee.

(k) Estadisticas

Los resultados se muestran como media + SD o ETM segun se indique. Los valores individuales de la proliferacion
de linfocitos T representan la incorporacién media de [3H]timidina (cpm) de cultivos por triplicado y se proporcionan
en porcentaje del control positivo (= 100 % de proliferacion) o cpm. Los valores de P se calculan con el ensayo de t
de Student sin emparejar usando el software SigmaStat (SPSS). La significancia estadistica se establece en p <
0,05.

EJEMPLO 2: RESULTADOS

Se ha propuesto que los linfocitos T especificos de mielina desempefian un papel en la patogénesis de la MS (1, 4).
Por lo tanto, la MBP representa un antigeno candidato para inmunoterapia especifica en MS. En los siguientes
experimentos, los inventores estudiaron la capacidad de las MMC-BC cargadas con MBP para controlar la actividad
de los linfocitos T especificos derivados de pacientes con MS en cultivos celulares, y los inventores sometieron a
ensayo su accion en un modelo de EAE en raton.

(a) Las MMC-BC cargadas con proteina basica de mielina inhiben linfocitos T especificos de pacientes con
esclerosis multiple in vitro

Las BC derivadas de pacientes con MS se cargan con MBP y se coincuban con linfocitos T autélogos. En un
experimento en paralelo, las BC se cargan con MBP y se tratan con MMC. Mientras que las BC sin tratar inducen
una fuerte estimulacién de los linfocitos T, las MMC-BC no lo hacen (Fig. 1A).

La terapia de pacientes con MS activa se deberia dirigir a los linfocitos T autorreactivos ya activados. Para descubrir
si estos linfocitos se pueden controlar mediante las BC inhibitorias, algunos linfocitos T especificos para MBP
activados previamente derivados de un paciente con MS se incuban con las MMC-BC cargadas con MBP,
emparejadas con HLA-DR. La respuesta de estos linfocitos T se redujo de forma significativa (Fig. 1B).

En el siguiente experimento, los inventores investigaron si los linfocitos T suprimidos se podian volver a estimular
con las BC cargadas con MBP sin tratamiento previo del mismo donante. Los resultados muestran que, una vez que
se suprimen con las MMC-BC, los linfocitos T no se pueden reactivar o solamente se pueden reactivar débilmente
(Fig. 1C, Fig. 1 D).

(b) Los sobrenadantes de las BC tratadas con mitomicina no inhiben los linfocitos T

Después del tratamiento de las BC con MMC, una cierta cantidad de sustancia se podria haber difundido desde el
compartimento intracelular en el medio de cultivo y bloquear la proliferacion de linfocitos T. Con el fin de excluir eso,
los sobrenadantes de las células BC tratadas con MMC se recogen y se usan como medio en ensayos de
proliferacion de linfocitos T. Los resultados mostraron que la proliferacién de linfocitos T no se ve afectada (Fig. 2), lo
que indica que la pérdida de MMC a partir de células tratadas no es la razén de la supresion.

(c) Los linfocitos T se bloquean en la fase GO/G1

Cuando se analiza el mecanismo de supresion, se deben considerar dos aspectos: la reaccion de los linfocitos T
hacia las BC inhibitorias y los cambios moleculares de las BC inducidos por el tratamiento con MMC.

Como se ha mostrado el experimento anterior, la reestimulacion de los linfocitos T suprimidos no es posible o
solamente lo es parcialmente, lo que indica que las células llegan a ser arreactivas o mueren. El analisis del ciclo
celular reveld una acumulacion significativa en la fase GO/G1 de los linfocitos T coincubados con las MMC-BC (Fig.
3). Este hallazgo argumenta la induccion de la arreactividad de los linfocitos T.
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(d) La mitomicina C no inhibe la expresion de MHC-Il y CD80/86 en las BC

La MMC podria haber cambiado la expresién de MHC 1l o CD80/86. El analisis de FACS mostré6 que MHC Il y
CDB80/86 no estan regulados de forma negativa después de incubacion con MMC (canal medio de las BC tratadas
con MMC/sin tratar: MHC Il = 757/745; CD80 = 759/728; CD86 = 751/744); por lo tanto, la disminucién de la
presentacion del antigeno con una densidad menor de MHC 1, o menos coestimulacion mediante la expresion de
C80/CD86 menor, no puede servir como una explicacién para la proliferacion de linfocitos T inhibidos.

(e) La mitomicina C modula la expresion de genes apoptoéticos e inmunorreguladores de las BC

Un barrido genético completo de 47.000 transcritos y variantes adicionales se realiz6 mediante analisis de
micromatriz de Affymetrix. Se analizaron adicionalmente genes cuya expresion cambié mas de 3 veces después del
tratamiento de las BC con MMC en 3 experimentos independientes. Basandose en este criterio, se identifican 116
genes. Entre los genes afectados, se encuentran dos grupos principales: uno implicado en la apoptosis y el otro que
media la inmunosupresion. Entre los genes relacionados con la apoptosis, 6 genes proapoptoticos se regulan de
forma positiva (LRDD, TNFRSF 10b, PERP, FDXR, TRAF4, DDIT3) y 5 genes antiapoptoticos se regulan de forma
negativa (NRG2, CFLAR, I-FLICE, Usurpin, FLAME-1), lo que apunta a la induccién de la muerte celular mediante
apoptosis. Se ha especulado que las células apoptéticas son tolerogénicas (12, 13). Por lo tanto, era importante
verificar mediante FACS si el cambio de expresion de estos genes tenia repercusiones en la viabilidad celular. Como
se muestra en la Fig. 4, las BC tratadas con MMC entran en apoptosis antes que las BC sin tratar. De forma
interesante, en paralelo a los genes apoptéticos, algunos genes inmunosupresores bien conocidos (ADM, TSC22D3,
LILRB4) (14-16) se regulan de forma positiva junto con una serie de genes potencialmente inhibidores (MAFB,
CSF2RA, MAP4K4, GAB2) (17-21). Tomados en conjunto, estos hallazgos indican induccion de la apoptosis y
aumento de la expresion de genes inmunosupresores en las BC tratadas con MMC.

(f) Las MMC-BC cargadas con proteina basica de mielina inhiben los linfocitos T especificos de ratén in vitro

Los inventores abordaron la cuestion de si el efecto supresor mediado por las MMC-BC in vitro también funcionaba
in vivo. Para aclarar este punto, se elige un modelo de EAE de raton - un contexto en el que los linfocitos T
especificos de MBP provocan una enfermedad inflamatoria, similar a la inflamacién de MS en seres humanos. Un
requisito previo para su eficacia in vivo es que, del mismo modo a las BC humanas, las BC de ratén tratadas con
MMC son supresoras de linfocitos T in vitro. Algunos estudios en cultivo celular mostraban que las BC de raton
cargadas con MBP y tratadas con MMC suprimian de forma significativa los linfocitos T singeneicos especificos de
los ratones Tg4 (MBP-MMC-BC + linfocitos T = 12.653 + 923 con respecto a MBP-BC + linfocitos T = 24.727 + 3197;
BC sin tratamiento previo + linfocitos T = 7007 + 1591) (media de cpm + ETM) (p = 0,022).

Las observaciones previas de Liu et al. (13) mostraban que, cuando se inyectan en ratones, algunas células
tolerogénicas cargadas con antigeno conducen primero a los linfocitos T especificos de antigeno en el ciclo celular, y
posteriormente los linfocitos T se inactivan. Este hallazgo llevo a los inventores a trazar el destino de los linfocitos T
autorreactivos perjudiciales en animales tratados con las BC inhibitorias. Los linfocitos T especificos de MBP se
marcan ex vivo con CFSE y se inyectan en ratones singeneicos. A partir de ese momento, los animales se inyectan
i.v. con las BC cargadas con MBP tratadas con MMC, y los linfocitos T se aislan y se analizan con FACS. Los
linfocitos especificos T de MBP presentaban un grado de proliferacion significativo (MBP-MMC-BC = 25 % con
respecto a MBP-BC = 22 %). Evidentemente, a pesar de la estimulacion inicial, los linfocitos T se deben haber
inactivado posteriormente porque, como se muestra en el siguiente experimento in vivo, no son capaces de provocar
la EAE. Este hallazgo esta en linea con la observacion que se describe en Liu et al. (13).

(9) La vacunacioén con las MMC-BC cargadas con proteina basica de mielina protege a los ratones de la encefalitis
autoinmune experimental

Las BC sin tratar cargadas con MBP se inyectan en animales y, como se esperaba, se produce una EAE grave en 2-
3 semanas (Fig. 5A). Sin embargo, si las BC cargadas con MBP se tratan previamente con MMC y a continuacion
se inyectan, los animales permanecen totalmente libres de sintomas, lo que muestra que los linfocitos T especificos
de MBP no se activan. Una cuestion interesante es si los animales libres de sintomas llegaban a ser resistentes a la
EAE. Con este fin, los animales tratados se vuelven someter a exposiciéon inmune con las MBP-BC. Se debe tener
en cuenta que los ratones Tg4 transgénicos usados en el estudio de los inventores portan > 90 % de linfocitos T
especificos de MBP, como contraste con solamente < 0,0001 % en roedores normales (9, 22). Los inventores
sospechan que podria ser dificil inactivar un numero tan grande de linfocitos T solamente con una inyeccion. Por lo
tanto, en un experimento posterior, los animales se tratan 5x con las MBP-MMC-BC y a continuacion se vuelven a
someter a exposicion inmune (Fig. 6A). Como se muestra en la Fig. 6B, en esta ocasion el resultado es positivo:
mientras que los controles, que no se habian vacunado con las MBP-MMC-BC, desarrollaban EAE grave con
resultado letal, los ratones vacunados previamente se recuperaban después de un episodio leve de la enfermedad.
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EJEMPLO 3: DISCUSION

Recientemente se han descrito intentos para generar células sanguineas reguladoras, en particular células
dendriticas (DC) para el control de reacciones autoinmunes. El grupo de Enk generaba las DC supresoras mediante
la incubacién de las células in vitro con IL-10 e inhibia las respuestas de los linfocitos CD4 T especificos de
ovoalbumina en ratones sin tratamiento previo y sensibilizados (23). Huang et al. (24) observaron que una
subpoblacién de las DC derivadas de médula désea inmaduras, usaban con MBP y se inyectaban en ratas
singeneicas, se protegian de la EAE clinica. Otros mostraban que, al contrario, las DC maduras pero no las
inmaduras inyectadas en ratones con EAE reducian la gravedad de los signos clinicos e inflamacién en el SNC (25).
Estos hallazgos contradictorios hacen énfasis en la plasticidad funcional, desde la inmunoestimulacién a la
supresion, de las DC en diversas condiciones. Los signos clinicos de enfermedad también se podrian reducir si las
ratas o ratones con EAE incipiente se inyectan con las DC tratadas con interferon-y (26). En ninguno de los dos
ultimos estudios se usan las DC especificas de antigeno. Por el contrario, Menges et al. (27) usaron las DC pulsadas
maduradas con factor a de necrosis tumoral competido autoantigénico y observaron proteccion de la EAE si los
ratones se inyectan antes inducir la inmunizacion. Otro estudio experimental sugiere que la inhibicion de NF-kB
mediante agentes farmacolégicos aumentaba la capacidad de las DC inmaduras para inducir supresion especifica
de antigeno a autoantigenos en ratones (28). Cuando las de DC se transducen con el gen para supresion de la
sefializacion de citoquina (SOCS)-3, estas presentaban un fenotipo DC2 que estimulaba la diferenciaciéon de las
células Th2 e influenciara débilmente las reacciones autoinmunes in vivo (29). La gravedad de la EAE en ratones
también se podria reducir con las DC cargadas con autoantigeno que expresan los transgenes TRAIL o PDL1 (30).

Diferentes comportamientos funcionales de las DC que pertenecen a la misma etapa de maduracion (5, 6), la
dificultad para estandarizar la generacion de las DC supresoras mediante agentes bioldgicos, y las modificaciones
reversibles inducidas por citoquinas u otros agentes bioldgicos, todos son obstaculos para el uso de las DC
supresoras en ensayos clinicos, lo que implica el riesgo de estimulacion en lugar de inhibicion de la respuesta
inmune. Idealmente, las DC inhibidoras para aplicacion clinica se deberian generar con facilidad y de manera
reproducible, ser estables en su accidon supresora, y ser capaces de inactivar irreversiblemente los linfocitos T
autorreactivos.

Basandose en la experiencia previa de los inventores en ratas (8), en la que el rechazo del aloinjerto se control6 con
éxito mediante las MMC-BC, las DC inhibitorias de forma estable para control de la autoinmunidad se generan en el
presente estudio mediante tratamiento de las células con MMC y cargando con autoantigeno. Estas células
protegian a los animales de la EAE letal, mostrando que, en principio, es posible una vacunacion profilactica eficaz
frente a la autoagresion mediada por linfocitos. MMC es un agente de alquilacién usado en terapia para el cancer
que se une fuertemente a distintos sitios del ADN, une de forma cruzada las hebras de la doble hélice, inhibe la
sintesis del ADN, y en consecuencia suprime la proliferacion celular. Ademas, MMC inhibe el ARN y la sintesis de
proteinas. De forma interesante, algunos agentes de alquilacion no solamente inhiben sino que también activan
algunas rutas normalmente accionadas por agentes estimulantes (31). Por lo tanto, no es sorprendente que en el
modelo de los inventores, la expresion de ciertos genes de DC estuviera regulada de forma positiva y no de forma
negativa. Debido a la interaccion irreversible de MMC con compuestos intracelulares, algunas células no liberan
MMC después de incubacion con esta sustancia. Esto se confirmé con el hallazgo de los inventores de que los
sobrenadantes de las DC tratadas con MMC no suprimen reacciones de los linfocitos T. Lo mas importante, al
contrario que las manipulaciones de las DC con agentes biolégicos (por ejemplo citoquinas), el tratamiento con MMC
induce de forma irreversible las DC supresoras mediante induccion de apoptosis, una caracteristica que ofrece un
potencial de desarrollo de una herramienta terapéutica estable. Otra ventaja de este modelo es el uso de dosis no
téxicas de un farmaco clinicamente aprobado. La dosis terapéutica de MMC es de 10-20 mg/mz; la concentracion de
MMC usada en este estudio para incubacion de las células fue de 0,05-0,100 mg/ml. Los analisis de los inventores
mostraron que después de un lavado minucioso, la suspension celular contenia, en todo caso, trazas no activas de
MMC. No se esperan efectos secundarios clinicos a estas cantidades minimas de MMC libre en la solucion
inyectada.

Los hallazgos de los inventores demuestran que las MMC-BC son eficaces para controlar linfocitos T autorreactivos
tanto de raton como del ser humano. Algunos estudios previos en el laboratorio de los inventores mostraron que las
MMC-BC son fuertemente inhibitorias en ratas (8). A diferencia con otros modelos, la herramienta terapéutica que se
describe en el presente documento funciona entre especies. Ademas, en el presente estudio, el efecto in vivo se
sometid a ensayo en condiciones agravantes. Los proveedores normales portan menos de 10°® linfocitos T reactivos
para MBP en su repertorio (22). Los inventores usaron ratones transgénicos TG4 con > 90 % de linfocitos T
reactivos para MBP y en consecuencia con una tendencia extrema hacia la EAE (9). Si este nimero muy elevado de
linfocitos T "peligrosos" se pueden mantener bajo control, los inventores pueden esperar un efecto fiable cuando
estan implicados bajos numeros de linfocitos T autorreactivos.

con respecto al mecanismo de supresion de los linfocitos T autorreactivos derivados de pacientes con MS, los
inventores estaban preocupados con que las MMC-BC simplemente podrian "perder" su capacidad estimulada
debido a la muerte celular. Los hallazgos de los inventores, sin embargo, muestran que los linfocitos T suprimidos no
se pueden reactivar. Ademas, algunos animales vacunados con las DC inhibitorias cargadas con autoantigeno
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llegan a ser arreactivas para reestimulacion con el mismo antigeno. Estos son signos de suspension activa en lugar
de una falta de respuesta inmune.

Un estudio previo mostré que la exposicién a células tumorales necroéticas, al contrario que la exposicion a células
apoptoticas, induce la inmunoestimulacion (12). Esto, asi como otras observaciones (13), condujo a la hipétesis de
que la muerte celular necrética es inmunogénica, mientras que la muerte celular apoptética es escasamente
inmunogénica o incluso tolerogénica. Desde un punto de vista fisioldgico esto tiene sentido, porque la apoptosis es el
proceso normal de la muerte celular en nuestros tejidos. Si la apoptosis indujera respuestas inmunes, esto
conduciria a inflamacion y autoinmunidad. Liu ef al. (13) usaron este fendbmeno para inducir tolerancia de forma
activa. Los esplenocitos apoptéticos en fase de muerte se cargan con ovoalbumina y se inyectan en ratones
singeneicos. Después de una fase inicial de estimulacion de linfocitos T, los receptores llegaron a ser tolerantes a la
ovoalbumina (13). Es interesante indicar que los informes muestran que la esperanza de vida de DC tiene
consecuencias importantes para la interaccion de DC-linfocitos T, y de este modo determina el resultado
inmunoldgico. Hugues et al. concluyeron que las interacciones estables favorecen el cebado de linfocitos T, mientras
que breves contactos entre las DC y linfocitos T pueden contribuir a la induccién de tolerancia de linfocitos T (32). En
la presente serie de experimentos, MMC aceleraba el proceso natural de la apoptosis, acortando la esperanza de
vida de las DC inyectadas y por lo tanto su contacto con los linfocitos T. Esto proporciona una posible explicacion
para el efecto tolerogénico observado. Obeid et al. (33) analizado recientemente el potencial inmunogénico de
células tumorales convertidas en apoptéticas mediante diversos farmacos quimioterapéuticos y observaron que las
antraciclinas generan células estimuladoras mientras que otros farmacos, tales como la mitomicina C, no lo hacen.
Si se usan antraciclinas, la proteina de chaperdn, calreticulina, estaba regulada de forma positiva y era responsable
de la accion estimuladora. Este hallazgo es importante para terapia tumoral, que se dirige a la eliminacion de células
malignas y a la estimulacion de forma simultanea de la respuesta inmune frente al tumor. Los hallazgos de los
inventores son interesantes en este contexto al demostrar que el tratamiento con MMC convierta a las células en
apoptoticas pero - como se muestra mediante micromatriz de Affymetrix - no regula de forma positiva la calreticulina;
en su lugar, regula de forma positiva algunas moléculas inmunosupresoras. Aunque la observacion de Obeid ef al.
(33) se puede usar para mejorar la terapia en cancer, la observacion de los inventores tiene un potencial terapéutico
para controlar enfermedad autoinmune o rechazo al injerto.

En el presente estudio, la regulacion positiva de genes proapoptoéticos, incluyendo LRDD (que codifica PIDD),
TNFRSF10b (que codifica TRAIL-R2), PERP, FDXR, TRAF4, y DDIT3 sugeria la induccién de apoptosis.
Adicionalmente, los inventores observaron regulacion negativa de genes que protegen de la apoptosis, tales como
NRG2 y CFLAR (que codifica cFLIP y sus variantes I-FLICE, usurpina, FLAME-1). De la forma mas importante, la
apoptosis de las DC tratadas con MMC se demostré con FACS.

El anadlisis de expresion genética mostraba que, de forma simultanea a la induccion de la apoptosis, una serie de
genes fuertemente inmunosupresores se regulan de forma positiva. La ADM (adrenomedulina), cuya expresion
aumento 10 veces, es un péptido que previene la mortalidad inducida por sepsis, anula la colitis, y proporciona una
terapia altamente eficaz para la artritis mediante la disminucion de la presencia de células Th1 autorreactivas,
induciendo la regulacion de los linfocitos T e inhibiendo las respuestas autoinmunes e inflamatorias (14). Otro gen
cuya expresion estaba regulada de forma positiva por MMC era TSC22D3 (que codifica GILZ). De forma interesante,
el mismo gen esta regulado de forma positiva después de la exposicion de las DC a glucocorticoides, IL-10, o TGF-
B, todos inhibidores inmunolégicos bien conocidos (15). GILZ confiere un fenotipo supresor a las DC vy las previene
de la activacion de los linfocitos T (15). Una molécula inducida por GILZ es LILRB4 (que codifica ILT3), una proteina
que hace que los monocitos y las DC se hagan tolerogénicos y tiene importancia clinica (16). Algunos receptores
humanos de trasplante de corazén con injertos estables tienen linfocitos T supresores en circulacion que regulan de
forma positiva ILT3 en células de presentacion de antigeno al donante (16). Estos hallazgos demuestran una funcion
inmunorreguladora importante de ILT3. Los inventores encontraron un aumento significativo de la expresién de ILT3
en las MMC-BC. Otros genes funcionalmente importantes cuya expresion estaba modulada por MMC son MAFB -
que dirigen la diferenciacion mas alla de las DC hacia los monocitos (17), CSF2RA - que transduce sefiales de GM-
CSF (18), MAP4K4 - que media la sefalizacion y la migracion celular de TNF-a (19, 20), y GAB2 - que transmite
sefiales repartidas por receptores de citoquina, factor de crecimiento, y antigeno (21). Todos ellos podrian
desempeiiar un papel en la inmunosupresioén inducida por las DC tratadas con MMC.

Tomadas en conjunto, las observaciones de Obeid et al. (33) y las de los inventores sugieren que la induccion de la
apoptosis con regulacion positiva simultdnea de moléculas activadoras convierte a las células en inmunogénicas,
mientras que la apoptosis y la regulacion positiva de las moléculas inhibidoras convierte a las células en
inmunosupresoras.

En la década de 1970, un copolimero de aminoacidos aleatorio, denominado acetato de glatiramer, se desarrolld
para imitar la composiciéon de MBP. En ensayos clinicos, el glatiramer reducia la evolucion de la discapacidad y
reducia de forma significativa la tasa de recaida de MS (34). Algunos estudios mostraban que el copolimero se
toleraba frente a una diversidad de antigenos de mielina diferentes. Mas recientemente, algunos ligandos cientificos
de MBP alterados y otros autoantigenos formados por sustitucion de aminoacidos en los sitios de contacto de estos
epitopo con el receptor de linfocitos T mostraban efectos similares en modelos animales (4). Estas y otras
observaciones (35) indican que el uso de un solo epitopo puede inhibir una enfermedad causada por la reactividad

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2552678 T3

hacia multiples autoepitopos al dirigirlos algunos mecanismos reguladores no especificos hacia un cierto érgano.
Aparentemente, al contrario que la "propagacion” del epitopo, también es posible la "contencion" del epitopo.
Basandose en estas observaciones, se puede concebir que las MMC-BC cargadas con MBP, aunque dirigiendo la
respuesta inmune a un antigeno, también pueden controlar algunas reacciones para moléculas vecinas. Una
variante elegante del modelo de los inventores seria la carga de las DC inhibitorias con acetato de glatiramer u otros
péptidos alterados derivados de autoantigenos. Seria de esperar que la accidon supresora de los péptidos se
amplificara.

Los datos in vivo de los inventores se derivan de estudios en el modelo de EAE de murino. Se ha cuestionado hasta
que punto este modelo refleja la patogénesis de la MS en seres humanos (1). Por supuesto, ningun dato en ratén,
incluyendo los derivados a partir de estudios de EAE, se puede extrapolar de forma automatica a seres humanos.
Merece la pena mencionar, sin embargo, que a pesar de todas las criticas, los 3 compuestos terapéuticos 3
aprobados para uso en MS - acetato de glatiramer, mitoxantrona y natlizumab - aparecieron directamente a partir de
hallazgos en el modelo de EAE (36). Las observaciones de los inventores en ratones ganan relevancia adicionalcon
el hallazgo de que los linfocitos T de los pacientes con MS también se suprimen con las MMC-BC cargadas con
MBP.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, rechazo de injerto
de organo o enfermedad del injerto frente al huésped en un paciente, comprendiendo dicha composiciéon sangre
completa aislada o Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) tratada

(i) con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico, o
(i) con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico y un autoantigeno;

y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el agente quimioterapéutico se
selecciona entre el grupo que consiste en mitomicina C, ceramida C2, tunicamicina, micofenolato mofetilo,
metabolitos de triptdfano y derivados semisintéticos del mismo, e inhibidores del proteasoma o una combinacién de
dos o mas agentes.

3. La composiciéon para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el agente quimioterapéutico es
mitomicina C.

4. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el autoantigeno se
selecciona entre el grupo que consiste en antigenos naturales, péptidos sintéticos y péptidos naturales.

5. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el autoantigeno es un péptido sintético
de la proteina basica de mielina, preferentemente copaxone.

6. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en el tratamiento
de una enfermedad inflamatoria.

7. La composiciéon para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en la que la enfermedad inflamatoria es una
enfermedad autoinmune.

8. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que las PBMC
comprenden monocitos y linfocitos.

9. La composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la enfermedad es rechazo
de injerto de 6rgano o enfermedad del injerto frente al huésped y las células sanguineas se tratan solamente con un
agente quimioterapéutico.

10. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que el agente
quimioterapéutico es mitomicina C.

11. El uso de una composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad autoinmune.

12. El uso de una composicién farmacéutica como se define mediante cualquiera de las reivindicaciones 1, 10 u 11
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad autoinmune.

13. Un método de produccién de células sanguineas completas o PBMC inmunosupresoras, que comprende
exponer una muestra de sangre completa o PBMC aislada in vitro (i) a un agente quimioterapéutico o (ii) a un agente
quimioterapéutico y un autoantigeno.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la muestra de sangre completa o PBMC se trata en
primer lugar con el autoantigeno y posteriormente con el agente quimioterapéutico.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 5 (hoja de sustitucién)
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FIGURA 6
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FIGURA 9 {(hoja de sustitucion)
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