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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedad autoinmune
Antecedentes de la invencion

La diabetes mellitus de comienzo temprano, o diabetes tipo |, es una enfermedad autoinmune grave, de la nifiez,
caracterizada por deficiencia de insulina que evita la regulacion normal de los niveles de glucemia. La insulina es
una hormona peptidica producida por las células B en los islotes de Langerhans del pancreas. La insulina promueve
la utilizacién de glucosa, la sintesis de proteinas, la formacion y almacenamiento de lipidos neutros, y es la fuente
principal de energia para el cerebro y el tejido muscular. La diabetes tipo | esta provocada por una reaccion
autoinmune que da como resultado la destruccion completa de las células  del pancreas, que elimina la produccién
de insulina y eventualmente da como resultado hiperglucemia y cetoacidosis.

La terapia de inyeccion de insulina ha sido util para prevenir hiperglucemia y cetoacidosis graves, pero no normaliza
completamente los niveles de glucemia. Aunque la terapia de inyeccion de insulina ha sido bastante exitosa, no evita
el deterioro vascular prematuro que es actualmente la causa principal de morbidez entre diabéticos. El deterioro
vascular relacionado con la diabetes, que incluye tanto el deterioro microvascular como la aceleracion de la
aterosclerosis, puede provocar eventualmente insuficiencia renal, deterioro retiniano, angina de pecho, infarto de
miocardio, neuropatia periférica, y aterosclerosis.

Un tratamiento prometedor para la diabetes, el transplante de islotes, ha estado en ensayos clinicos humanos
durante alrededor de diez afios. Desafortunadamente, los resultados en los que la diabetes tipo | es la etiologia
subyacente son pobres. Ha habido muchos éxitos con el transplante de los islotes en animales, pero solamente
cuando los animales son diabéticos debido a tratamiento quimico, en lugar de a la enfermedad natural. Los Unicos
estudios sustanciados evaluados por nuestros colegas que usan métodos no de barrera y no téxicos y que muestran
éxito con transplantes de islotes en ratones naturalmente diabéticos usan (auto) islotes isogénicos. Los islotes
isogénicos se transplantaron en ratones NOD ya diabéticos pretratados con TNF-alfa (factor o. de necrosis tumoral);
BCG (bacilo Calmette-Guérin, una cepa atenuada de Mycobacterium bovis); y CFA (adyuvante completo de Freund),
que es un inductor de TNF-alfa (Rabinovitch et al., J. Immunol. (1997) 159(12):6298-303). Este enfoque no es
clinicamente aplicable debido principalmente a que los islotes singénicos no estan disponibles. En el marco del
aloinjerto del transplante de islotes, los injertos son rechazados presuntamente debido a autoinmunidad. Ademas,
los tratamientos para los hospedantes diabéticos, tales como irradiacion del cuerpo y transplante de médula ésea,
son demasiado toxicos en pacientes con diabetes tipo |, haciendo mas atractiva a la alternativa a corto plazo de la
terapia con insulina.

He desarrollado previamente un método de transplante para introducir tejidos alogénicos y xenogénicos en
hospedantes no inmunosuprimidos, en los que las células se modifican de manera que los antigenos del donante
estan disfrazados del sistema inmune del hospedante (Faustman patente U.S. 5.283.058). Generalmente, los islotes
enmascarados o islotes transgénicos con clase | extirpada estan solamente protegidos de forma parcial de la
autoinmunidad recurrente en ratones diabéticos no obesos (NOD) espontaneos (Markmann et al., Transplantation
(1992) 54(6):1085-9). Existe la necesidad de un tratamiento para la diabetes y otras enfermedades autoinmunes que
detenga el proceso autoinmune Shehadeh et al., Lancet (1994) 343:706-707, describen la vacunacion de pacientes
diabéticos de tipo 1 recientemente diagnosticados usando una unica dosis de BCG.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona bacilo Calmette-Guérin (BCG) para uso en el tratamiento de enfermedad
autoinmune probada en un ser humano, en el que la enfermedad autoinmune se selecciona de diabetes mellitus
insulinodependiente, esclerosis multiple, insuficiencia ovarica prematura, esclerodermia, enfermedad de Sjogren,
lupus, vitiligo, alopecia, insuficiencia poliglandular, enfermedad de Grave, hipotiroidismo, polimiositis, pénfigo,
enfermedad de Crohn, colitis, hepatitis autoinmune, hipopituitarismo, miocarditis, enfermedad de Addison, una
enfermedad de la piel autoinmune, uveitis, anemia perniciosa, hipoparatiroidismo, y artritis reumatoide, caracterizado
por que dicho uso comprende ademas:

i) monitorizar periddicamente la tasa de muerte celular de células autoinmunes en dicho ser humano; y

ii) ajustar periddicamente la dosis de BCG administrada a dicho ser humano basado en la monitorizacion de
la etapa i),

en el que dicho uso da como resultado un aumento del nimero de células funcionales de un tipo predeterminado en
dicho ser humano.

Ademas, la presente descripcion describe un método para invertir la autoinmunidad existente.

La presente descripciéon describe un método para incrementar o mantener el nimero de células funcionales de un
tipo predeterminado (por ejemplo, células de los islotes) en un mamifero, que implica las etapas de: (a) proporcionar
una muestra de células del tipo predeterminado, (b) tratar las células para modificar la presentacion de un antigeno
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de las células que es capaz de provocar una respuesta de rechazo mediada por células autoinmunes in vivo, (c)
introducir las células tratadas en el mamifero, y (d) antes de, después de, o concurrentemente con la etapa (c), tratar
al mamifero para exterminar o inactivar las células autoinmunes del mamifero.

La etapa (b) puede implicar eliminar, reducir, o enmascarar el antigeno, que es preferiblemente MHC clase |. Tales
métodos son conocidos, y se describen, por ejemplo en Faustman, patente U.S. n° 5.283.058.

La etapa (d) puede implicar administrar al mamifero factor alfa de necrosis tumoral (“TNF-alfa”), o una sustancia que
induzca TNF-alfa, (es decir, un agonista). Como se explicara con mas detalle mas abajo, la ruta de sefializacion de
TNF-alfa es una ruta inflamatoria que provoca eficazmente el exterminio de las células autoinmunes que atacan a
las células deseadas. Hay muchos métodos para estimular la produccion de TNF-alfa, incluyendo los siguientes:
vacunacion con bacterias muertas o toxoides, por ejemplo BCG, toxoide del colera, o toxoide de la difteria; induccion
de infecciones viricas limitadas; administracién de LPS, interleucina-1, o luz UV; activacién de células productoras
de TNF-alfa, tales como macroéfagos, linfocitos B y algunos subconjuntos de linfocitos T; o la administracion del
péptido quimiotactico fMET-Leu-Phe; toxoide CFA-pacellus, bacilo de Mycobaterium bovis, TACE (una
metaloproteinasa que media la liberacion de TNF-alfa celular), hidrozamatos, p38 proteina cinasa activada por
mitégeno (“MAP”), y antigenos viricos que activan factores de transcripcion NF-B que protegen normalmente a las
células de la apoptosis (es decir, muerte celular). El uso de BCG para tratar una enfermedad autoinmune probada en
un ser humano es parte de la presente invencion.

El exterminio de células autoinmunes indeseadas también se puede lograr administrando agentes que actuan como
agonistas para la enzima, enzima conversora de TNF-alfa, que escinde el precursor de TNF-alfa para producir TNF-
alfa biolégicamente activo.

Las células autoinmunes también se pueden exterminar administrando agentes que interrumpen las rutas que
protegen normalmente a las células autoinmunes de la muerte celular, incluyendo formas solubles de receptores de
antigenos tales como CD28 en células T autorreactivas, CD40 en células B que estan implicadas en la proteccién de
células autoinmunes, y CD95 (es decir, Fes) en linfocitos T. Otro de tales agentes incluyen p75NTF y el receptor de
linfotoxina beta (LtbetaR).

Los métodos como se citan anteriormente y BCG para uso segun la presente invencion en algunos aspectos corren
en contracorriente a regimenes de tratamiento para enfermedades autoinmunes. Muchas de las terapias principales
probadas para tales enfermedades implican la administracion de farmacos antiinflamatorios que inhiben la
produccion de TNF-alfa, incluyendo inhibidores de COX-2, y antagonistas de TNF. Mis estudios indican que estas
terapias convencionales son en realidad dafinas, por cuanto provocan la expansion de la poblacién de células
autoinmunes nocivas en el paciente, incrementando el nimero y gravedad de lesiones autoinmunes e infiltrados
autorreactivos. Ademas, muchas de estas terapias con farmacos antiinflamatorios provocan una enfermedad de
rebote grave tras descontinuarlas. Por ejemplo, el tratamiento con agente antiinflamatorios incrementa realmente el
numero de infiltrados linfociticos en el pancreas de un diabético. Una vez que se descontinta el tratamiento, estos
linfocitos vuelven a ganar su funcién normal, dando como resultado una respuesta autoinmune intensificada.

Los métodos como se citan anteriormente y BCG para uso segun la invencion se pueden usar para tratar cualquiera
de las enfermedades autoinmunes principales relacionadas con HLA clase |l caracterizadas por la interrupcion en la
presentacion del péptido de MHC clase | y la sensibilidad a TNF-alfa. Estas enfermedades incluyen, por ejemplo,
diabetes tipo |, artritis reumatoide, SLE, y esclerosis miltiple. El método se puede usar en cualquier mamifero, por
ejemplo pacientes humanos, que tienen signos presintomaticos tempranos de la enfermedad, o que tienen
autoinmunidad probada.

La descripciéon también describe un método para incrementar o mantener el nimero de un tipo predeterminado, por
ejemplo células de los islotes, en un mamifero mediante las etapas de (a) tratar el mamifero con un agente que
extermina o inactiva células autoinmunes del mamifero; (b) monitorizar periédicamente la tasa de muerte celular de
las células autoinmunes; y (c) ajustar periédicamente la dosis del agente en base a la informacion obtenida en la
etapa (b) de monitorizacion.

En cualquiera de los métodos citados anteriormente en los que se administra o estimula TNF-alfa, se pueden usar
dos agentes para ese fin, por ejemplo se pueden usar TNF-alfa e IL-1 en una terapia de combinacion, al igual que se
puede usar cualquier otra combinacion de agentes.

Por “célula funcional” se quiere decir células que portan su actividad in vivo normal. En ciertas realizaciones
preferidas de la invencion, se prefiere que las células sean capaces de expresar autopéptido enddgeno en el
contexto de MHC clase I.

Por “tipo predeterminado”, cuando se usa en referencia a células funcionales, se quiere decir que se puede
seleccionar un tipo celular especifico. Por ejemplo, un experto en la técnica puede decidir llevar a cabo el método de
la presente invencién a fin de incrementar o mantener el nimero de células de los islotes funcionales en el pancreas.
En este ejemplo, el tipo celular predeterminado es células de los islotes.
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Por “clase | y péptido” se quiere decir presentacion de péptido de MHC clase | (es decir, autopéptido) en la superficie
celular. Se cree que los antigenos citoplasmicos son procesados en péptidos mediante proteasas citoplasmicas y al
menos en parte por el proteosoma, un complejo de proteinasas multicatalitico del que la proteina Lmp2, explicada
aqui, esta asociada. Se piensa que el proceso de presentacion de MHC clase | incluye la formacion de un complejo
entre la molécula de MHC clase | recientemente sintetizada, incluyendo una cadena pesada glicosilada asociada no
covalentemente con f2-microglobulina, y el péptido en el reticulo endoplasmico rugoso de la célula. De este modo,
“clase | y péptido” se refiere al complejo de MHC clase |/péptido como se presenta en la superficie celular para
educacion del sistema inmune.

Por “exterminar” o “extermina” significa que provoca la muerte celular por apoptosis. La apoptosis puede estar
mediada por cualquier ruta de muerte celular. Segun la presente invencion, las células que son susceptibles al
exterminio son defectuosas en la proteccién frente a la apoptosis debido a un defecto en una ruta de la muerte
celular.

“Células autoinmunes”, como se usa aqui, incluye células que son defectuosas en la proteccion frente a la apoptosis.
Este defecto en la proteccion frente a la apoptosis puede estar en la ruta ligada a la apoptosis inducida por TNF, o
una ruta apoptética no relacionada con TNF. Las células autoinmunes de la presente invencién incluyen, por
ejemplo, esplenocitos adultos, linfocitos T, linfocitos B, y células de origen de médula dsea, tales como células
presentadoras de antigeno defectuosas de un mamifero.

Por “defectuosa” o “defecto” se quiere decir un defecto en la proteccion frente a la apoptosis.

Por “exposicion” se quiere decir exposicion de un mamifero a MHC clase | y péptido (es decir, autopéptido o péptido
enddgeno) por cualquier medio conocido en la técnica. En una realizacion preferida, la exposicion a MHC clase | y
péptido se lleva a cabo administrando al mamifero un complejo de MHC clase |/péptido. En otras realizaciones
preferidas, la exposicion a MHC clase | y péptido se produce exponiendo el mamifero a células que expresan MHC
clase | y péptido.

Por “células capaces de expresar MHC clase | y péptido” se quiere decir, por ejemplo, células que son clase I" o
células que son clase I (por ejemplo, células que tienen una mutacion en el gen B2M) pero que se reconstituyen in
vivo mediante un componente compensatorio (por ejemplo, p2M sérico).

Por “mantenimiento de los niveles normales de glucemia” se quiere decir que un mamifero es tratado, por ejemplo,
mediante inyeccion de insulina o mediante implante de una pinza euglucémica in vivo, dependiendo del hospedante
que se esté tratando.

Por “gen Imp2 o un equivalente del mismo” se quiere decir una célula que tiene un defecto a la hora de prevenir la
muerte celular apoptética, por ejemplo una célula que tiene una ablacién en un punto critico en una ruta de muerte
celular apoptoética. En un aspecto, “gen Imp2 o un equivalente del mismo” significa que una célula tiene una
mutacion en el gen Imp2 o un gen que porta una funcién igual o similar al gen Imp2 (es decir, un gen que codifica
una subunidad de proteosoma). Como alternativa, la frase “gen /Imp2 o un equivalente del mismo” se puede usar
para referirse a una célula que tiene una mutacién en un gen que codifica un regulador del gen Imp2 u otro
componente del complejo proteosdémico. Por ejemplo, un homologo humano del gen Imp2 murino es un equivalente
del gen Imp2 segun la presente invencion. Como otro ejemplo, un gen que porta la misma funcion o similar que el
gen Imp2, pero que tiene una baja similitud de secuencia de aminoacidos, también se consideraria como un
equivalente del gen Imp2 segun la presente invencion.

“Terapia de combinaciéon” o “terapia combinada”, como se usa aqui, se refiere al tratamiento en dos partes para
incrementar el nimero de células funcionales de un sitio predeterminado, que incluye tanto la (1) ablacion de células
autoinmunes como la (2) reeducacion del sistema inmune del hospedante.

n oo«

“Induccién de TNF-alfa”, “régimen de tratamiento de TNF-alfa” o “TNF-alfa” incluye la administracion de TNF-alfa,
agentes que inducen la expresion o actividad de TNF-alfa, agonistas de TNF-alfa, agentes que estimulan la
sefializacion de TNF-alfa, o agentes que actian sobre rutas que provocan la muerte celular acelerada de células
autoinmunes, segun la invencion. La estimulacion de la induccion de TNF-alfa (por ejemplo, mediante administracion
de CFA) se lleva a cabo preferiblemente antes de, después de, o durante la administracion (via implante o inyeccion)
de células in vivo.

Por “eficaz” se quiere decir que la dosis administrada de TNF-alfa, o de agente inductor de TNF-alfa, incrementa o
mantiene el nimero de células funcionales de un tipo predeterminado en un individuo autoinmune, a la vez que
minimiza los efectos téxicos de la administracion de TNF-alfa. Tipicamente, una dosis eficaz es una dosis reducida,
en comparacion con dosis que previamente se ha mostrado que son ineficaces en el tratamiento de enfermedad
autoinmune, particularmente enfermedad autoinmune probada.

BCG para uso segun la invencion y los métodos como se citan anteriormente proporcionan, por primera vez, la
impresion eficaz de enfermedades mediadas (en oposicidon a quimicamente inducidas) de origen natural tales como
diabetes tipo I.
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Otras caracteristicas y ventajas de la invenciéon seran manifiestas a partir de la siguiente descripcion de la
realizacion preferida de la misma, y de la reivindicacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra tres graficas que representan la concentracion de glucosa en sangre en tiempos indicados
tras el transplante (paneles de la izquierda) y seis fotografias que muestran la histologia de los pancreas
(paneles centrales) y el sitio de injerto bajo la capsula renal (paneles de la derecha) de ratones hembra NOD
diabéticos sometidos a transplantes con islotes procedentes de diversos tipos de donantes y una Unica
inyeccion de CFA. Los injertos de los islotes procedieron de ratones NOD jévenes (panel A), ratones C57
(panel B), o ratones B2M”C57 (panel C).

La Fig. 2 es una grafica que representa las caracteristicas histologicas del sitio de injerto y los pancreas de
hospedantes NOD individuales sometidos a transplante de islotes de diversos tipos de donantes en ausencia
o presencia de induccion de TNF-alfa. Los cuadrados en blanco indican la falta de estructuras visibles de los
islotes y de acumulacion linfocitica visible; los cuadrados blancos con puntos indican acumulacion linfocitica
masiva que oscurece el resto de los islotes; los cuadrados sombreados indican islotes viables sin linfocitos;
los cuadrados sombreados con puntos indican estructuras de islotes viables con acumulacién linfocitica
solamente circunferencial; panc indica pancreas.

La Fig. 3 muestra cinco graficas que representan los niveles de glucemia (paneles de la izquierda) y cinco
fotografias que muestran la histologia del pancreas (paneles de la derecha) de ratones hembra NOD
diabéticos sometidos a transplantes con islotes procedentes de ratones B2M"'CS7 y una unica inyeccion de
CFA. La flecha indica el momento de la retirada del rifidn que contiene el injerto de islotes mediante
nefrectomia.

La Fig. 4 muestra dos graficas (paneles A y B) y tres fotografias (paneles C, D, y E) que demuestran el efecto
de la induccion de TNF-alfa y la exposicion repetida a esplenocitos C57 sobre la regeneracion de los islotes y
la restauracion de la normoglucemia en hospedantes NOD diabéticos. El panel A representa hembras NOD
tratadas con inyecciones diarias de insulina sola (controles, n = 5). El panel B representa hembras NOD
tratadas con insulina (hasta que se restauré la normoglucemia) mas una Unica inyeccion de CFA e
inyecciones bisemanales de 9 x 10° esplenocitos C57 (n = 9). Las flechas representan el momento de la
muerte. Histologia pancreatica de un animal de control (panel C); un animal que permanecié hiperglucémico
(panel D); y un animal en el que se restaurd la normoglucemia (panel E).

La Fig. 5 muestra cuatro graficas (panel de la izquierda) que representan el efecto del mantenimiento de la
normoglucemia durante la inducciéon de TNF-alfa y el tratamiento con esplenocitos sobre la regeneracion de
los islotes en ratones NOD diabéticos. Las graficas van acompafiadas de ocho fotografias que muestran la
histologia de los pancreas, especificamente islotes e infiltrados linfociticos asociados (paneles centrales) y
contenido de insulina de los islotes (paneles de la derecha). Las flechas representan el momento de la
retirada de la pinza euglucémica. Los ratones recibieron una Unica inyeccion de CFA solo (panel A), CFA mas
inyecciones bisemanales de esplenocitos (9 x 10°) de ratones C57 normales (panel B), ratones B2M™, TAP1"
C57 (panel C), o ratones MHC clase Il”” C57 (panel D).

La Fig. 6 muestra seis graficas que representan el analisis citométrico de flujo del efecto de la generacion de
los islotes sobre el porcentaje de células T CD3" entre esplenocitos de ratones NOD. El porcentaje de células
CD3" se muestra en la esquina superior derecha de cada gréafica. El panel A representa ratones hembra C57
de 6 a 7 meses; el panel B representa una hembra NOD diabética tratada con insulina sola durante 12 dias;
los paneles C a F representan hembras NOD diabéticas a las que se les implanté una pinza euglucémica
durante ~40 dias y fueron tratadas con una uUnica inyeccion de CFA ya sea solo (panel D) o junto con
inyecciones bisemanales de esplenocitos C57 normales (panel C), esplenocitos MHC clase Il”” C57 (panel E),
o esplenocitos p2M™, TA P” C57 (panel F).

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona BCG para uso en un método para incrementar o mantener el nimero de células
funcionales de un tipo predeterminado en un mamifero al evitar la muerte celular establecida para tratar una
enfermedad autoinmune en la que se desea la regeneracion de células y/o tejidos enddgenos, en el que las
enfermedades autoinmunes son diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple, insuficiencia ovarica
prematura, esclerodermia, enfermedad de Sjogren, lupus, vitiligo, alopecia (calvicie), insuficiencia poliglandular,
enfermedad de Grave, hipotiroidismo, polimiositis, pénfigo, enfermedad de Crohn, colitis, hepatitis autoinmune,
hipopituitarismo, miocarditis, enfermedad de Addison, enfermedades autoinmunes de la piel, uveitis, anemia
perniciosa, hipoparatiroidismo, y artritis reumatoide. Un aspecto de la invencién proporciona un nuevo enfoque
terapéutico en dos partes para extirpar la autoinmunidad existente a la vez que reeducar el sistema inmune via MHC
clase |y péptido. Una caracteristica clave de la invencion es el descubrimiento de que la reexpresion de antigenos
enddgenos en el contexto de MHC clase | es esencial para terminar una respuesta autoinmune en curso.
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Como se menciona anteriormente, la diabetes tipo | resulta de la destruccién de las células de los islotes de
Langerhans del pancreas via un proceso autoinmune grave. La meta del tratamiento de pacientes diabéticos tipo |
es detener permanentemente el proceso autoinmune de manera que se conserven los islotes pancreaticos. Como
alternativa, en casos en los que la destruccion de los islotes por autoinmunidad es completa, la meta es proporcionar
un método para reemplazar las células de los islotes, o permitir que se generen. De este modo, la invencion describe
un nuevo método para incrementar o mantener el nimero de células funcionales de un tipo predeterminado para el
tratamiento de casos probados de diabetes mellitus, en el que se invierte la autoinmunidad existente.

En diabetes de comienzo durante la adultez, o diabetes tipo I, las células B de los islotes del pancreas a menudo
son defectuosas en la secrecion de insulina. Sin embargo, estudios recientes indican que, en algunos pacientes, la
destruccion autoinmune de las células B de los islotes desempefia un papel importante en la progresiéon de la
enfermedad (Willis et al., Diabetes Res. Clin. Pract. (1998) 42(1):49-53). De este modo, la presente invencion
también se puede usar para tratar diabetes tipo Il en la que esta presente un componente autoinmune.

Relacion de la presente invencion con informacion genética y funcional conocida

Estudios genéticos y funcionales han identificado mutaciones en el gen Imp2 en ratones diabéticos NOD, un modelo
murino de diabetes tipo | humana (Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA (1994) 91:11128-32; Yan et al., J. Immunol.
(1997) 159:3068-80; Fu et al., Annals of the New York Academy of Sciences (1998) 842:138-55; Hayashi et al.,
Molec. Cell. Biol. (1999) 19:8646-59). Imp 2 es una subunidad esencial del proteosoma, una particula
multisubunitaria responsable del procesamiento de un gran numero de proteinas intracelulares. El defecto
proteosémico pronunciado en Lmp2 da como resultado la produccion y activacion defectuosas del factor de
transcripcion NFkB a través del procesamiento proteolitico dafiado de NFkB para generar las subunidades de NFkB
p50 y p52 y la degradacion dafiada de la proteina inhibidora de NFkB, IkB. NFkB desempefia un papel importante en
las respuestas inmune e inflamatoria asi como también en la prevencién de la apoptosis inducida por el factor alfa de
necrosis tumoral (TNF-alfa). Las células linfoides autorreactivas que expresan el defecto de Imp2 son eliminadas
selectivamente mediante tratamiento con TNF-alfa, o con cualquier agente inductor de TNF-alfa, tal como adyuvante
completo de Freund (CFA), o un agente que actia sobre una ruta requerida para la proteccion frente a la muerte
celular, por ejemplo cualquier ruta que converja en el mecanismo de activacién apoptotico defectuoso. Esto esta
bien ilustrado por la proteccién fallida frente a la apoptosis en el ratdn NOD, que carece de la formacién de
complejos de NFkB protectores.

El gen Imp2 esta ligado genéticamente al locus de MHC (Hayashi et al., mas arriba). Las células presentadoras de
antigeno de ratones NOD cesan la produccion de la proteina LMP2 a aproximadamente 5-6 semanas, un proceso
que termina el procesamiento apropiado de péptidos endégenos para la presentacion en el contexto de MHC clase |
sobre la superficie celular. La presentacion en la superficie de péptido endégeno en el contexto de moléculas del
MHC clase | es esencial para la eliminacion selectiva de células T reactivas a autoantigenos (Faustman et al.,
Science (1991) 254:1756-61; Ashton-Rickardt et al., Cell (1993) 73:1041-9; Aldrich et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1994) 91(14):6525-8; Glas et al., J. Exp. Med. (1994) 179:661-72). La teoria actual sugiere que la interrupcion de la
presentacion de péptidos enddgenos via MHC clase | evita la educacion apropiada de las células T y es responsable
de un conjunto diverso de enfermedades autoinmunes (Faustman et al., mas arriba; Fu et al., J. Clin. Invest. (1993)
91:2301-7). Estos datos también son consistentes con las claras diferencias especificas del sexo, del tejido y de la
edad en la expresion de este error que va en paralelo con el inicio y transcurso de la enfermedad de diabetes
insulinodependiente (tipo I). Se teoriza que el desencadenante para el inicio de la autoinmunidad es la desregulacion
del proteosoma (o MHC clase 1) especifica del tejido y del desarrollo en células de los islotes, en oposicion a
linfocitos. Como se menciona anteriormente, es posible que este defecto desencadene una respuesta patolégica de
las células T a células de los islotes via la interrupcion de la educacion apropiada de las células T (Hayashi et al.,
mas arriba).

En un ser humano o animal normal, no diabético, los tejidos periféricos, incluyendo los islotes, expresan de forma
consistente antigenos enddgenos en el contexto de MHC clase | (Hayashi et al., mas arriba). La presentacion
constitutiva de autopéptido especifica de tejidos via MHC clase | podria mantener la tolerancia periférica en el
contexto de linfocitos seleccionados apropiadamente (Vidal-Puig et al., Transplant (1994) 26:3314-6; Markiewica et
al. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (1998) 95(6):3065-70). En
ausencia de tal presentacion especifica de tejidos, una seleccion negativa pobre de linfocitos T podria conducir a la
sobreexpansion de linfocitos autorreactivos, una caracteristica notoria en modelos de enfermedad humana y murina.

Como se menciona anteriormente, las células linfoides autorreactivas que expresan el defecto de Imp2 son
eliminadas selectivamente, por ejemplo, mediante tratamiento con TNF-alfa, o cualquier agente inductor de TNF-
alfa, tal como adyuvante completo de Freund (CFA). Aunque el defecto génico especifico no se ha identificado en
pacientes autoinmunes humanos, se sabe que los esplenocitos humanos en el paciente diabético humano, al igual
que los esplenocitos murinos en el ratén NOD, tienen defectos en la resistencia a la apoptosis inducida por TNF-alfa
(Hayashi et al., mas arriba). Células especificas en pacientes autoinmunes humanos pueden expresar un defecto
genético, similar al defecto proteosémico en ratones, que incrementa la susceptibilidad a la apoptosis inducida por
TNF-alfa o a una ruta analoga de muerte celular apoptotica. Por lo tanto, en pacientes que expresan el defecto
genético, solamente son exterminadas las células autoinmunes.
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Segun la presente teoria no limitante de la invencion, existen multiples rutas de muerte celular en una célula, y una
cualquiera o mas de estas rutas relacionadas con la muerte celular pueden ser defectuosas, acentuando la
sensibilidad de estas células a la muerte celular. Por ejemplo, la susceptibilidad a la apoptosis inducida por TNF-alfa
podria ocurrir via una ruta de inhibicion fallida de muerte celular (por ejemplo, por produccién y activacion
defectuosas del factor de transcripcion NFkB, como en el raton NOD). Ademas, es bien conocido que hay dos
receptores diferentes de TNF-alfa. La sefializacion defectuosa a través de cualquier receptor podria hacer a las
células autoinmunes susceptibles a la apoptosis inducida por TNF-alfa. Como otro ejemplo, la sefializacion celular
defectuosa a través de receptores de la superficie que estimulan rutas que interaccionan con la ruta de la muerte
celular, es decir, LPS, IL-1, TPA, luz UV, etc., podria hacer a las células autoinmunes susceptibles a la apoptosis
segun la teoria de la presente invencion. Por lo tanto, BCG para uso segun la presente invencion y los métodos
citados anteriormente que son beneficiosos en el tratamiento de enfermedad autoinmune son aplicables a cualquier
paciente autoinmune que tenga un defecto en una ruta de muerte celular.

Como se menciona anteriormente, las terapias actuales para enfermedad autoinmune estan dirigidas a disminuir la
reaccion inflamatoria que se piensa que es responsable de la propia destruccién. TNF-alfa es parte de la respuesta
inflamatoria. De este modo, segun la presente teoria, la induccion de una respuesta inflamatoria, en lugar de la
inhibiciéon de una respuesta inflamatoria, es el método preferido para tratar a un individuo autoinmune. Esta teoria va
en contra de un dogma existente que rodea actualmente a la terapia autoinmune.

Es posible que TNF-alfa induzca una citocina, toxoide, u otra molécula relacionada inducida en la respuesta
inflamatoria que es la responsable del beneficio del tratamiento con TNF-alfa. Si es asi, la induccion de inflamacién
via tratamiento con TNF-alfa esta todavia de acuerdo con la teoria de la invencion. En una realizacion preferida, la
induccién de la inflamacion via tratamiento con TNF-alfa induce mediadores de la muerte de células autoinmunes.

Un nuevo ensayo para monitorizar el tratamiento

Es bien conocido que el tratamiento prolongado con TNF-alfa es en si mismo muy téxico. A la luz de la elucidacion
de la ruta de la muerte celular descrita anteriormente, se teoriza que el conocimiento de esta ruta podria permitir el
desarrollo de un ensayo in vitro sensible que se podria usar para monitorizar el efecto in vivo de un régimen de
tratamiento con TNF-alfa particular (es decir, cualquier régimen de tratamiento que dé como resultado la induccién
de TNF-alfa e inflamacién). Mas particularmente, se podria desarrollar un sistema de monitorizacién que combinase
la administracion de TNF-alfa solo con un ensayo capaz de medir el efecto del tratamiento con TNF-alfa sobre la
apoptosis de células autoinmunes en un mamifero diagnosticado con una enfermedad autoinmune. Tal sistema de
monitorizacion haria posible medir el efecto de dosis particulares de TNF-alfa sobre la apoptosis de células
autoinmunes concurrentemente con el tratamiento de un individuo autoinmune. Ademas, tal sistema de
monitorizacion permitiria la optimizacion o ajuste de la dosis de TNF-alfa (es decir, o de agente inductor de TNF-alfa)
para maximizar la muerte de células autoinmunes, a la vez que se minimiza la exposicion del mamifero a dosis
toxicas de TNF-alfa.

De este modo, la descripcion describe un método para incrementar o mantener el nimero de células funcionales de
un tipo predeterminado en un mamifero, que implica a) tratar un mamifero para exterminar o inactivar células
autoinmunes del mamifero; b) monitorizar periédicamente la tasa de muerte celular de las células autoinmunes (por
ejemplo, evaluando la tasa de muerte celular de células autoinmunes en el mamifero, en el que un incremento de la
tasa de muerte celular de linfocitos T autorreactivos indica un incremento en el nimero de células funcionales del
tipo predeterminado (es decir, resistentes a la muerte celular)); y (c) ajustar periédicamente la dosis del agente en
base a la informacion obtenida en la etapa (b). Las células autoinmunes descritas en la presente invencion incluyen
cualquier célula defectuosa en la proteccion frente a la muerte celular apoptética mediante cualquier estimulo, por
ejemplo TNF-alfa, CD40, CD40L, CD28, IL1, Fas, FasL, etc. Segun la presente invencion, BCG se usa en el método
anterior para tratar una enfermedad autoinmune probada en un ser humano.

El ensayo de la etapa b) permite identificar nuevas formulaciones de TNF-alfa, de agentes inductores de TNF-alfa,
de agonistas de TNF-alfa, o de agentes que actian sobre la ruta de sefalizacién de TNF-alfa eficaces en la
induccion de la apoptosis de linfocitos T o de células presentadoras de antigeno, que se pueden administrar a lo
largo de un curso de tratamiento mas largo que el que fue posible antes de la presente invencion (por ejemplo,
preferiblemente a lo largo de un periodo de meses, mas preferiblemente a lo largo de un periodo de afios, lo mas
preferible a lo largo de toda la vida).

En una realizacion relacionada, el presente sistema de monitorizacion se puede usar para identificar nuevas dosis,
duraciones de tratamiento, y regimenes de tratamiento para agentes inductores de TNF que se descontaron
previamente como tratamientos Utiles debido a que no hubo manera de monitorizar su efecto. Por ejemplo, en
contraste con un informe preliminar que identifica BCG, un agente inductor de TNF-alfa, como un tratamiento Uutil
contra la diabetes tipo | (Shehadeh et al., Lancet, (1994) 343:706), los investigadores no pudieron identificar una
dosis terapéutica de BCG debido a que no hubo manera de monitorizar el efecto de BCG in vivo (Allen et al.,
Diabetes Care (1999) 22:1703; Graves et al., Diabetes Care (1999) 22:1694).

El ensayo de la etapa b) también se puede usar para adaptar la terapia de induccion de TNF-alfa a las necesidades
de un individuo particular. Por ejemplo, como se menciona anteriormente, en una realizacion preferida, el ensayo de
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la etapa b) se puede llevar a cabo cada dia o en dias alternos a fin de medir el efecto de la terapia de induccién de
TNF y/o de agentes inductores de la muerte celular sobre la tasa de muerte de células autoinmunes de manera que
se pueda realizar el ajuste de la dosis administrada, de la duracion del tratamiento (es decir, el periodo de tiempo
durante el cual el paciente recibira el tratamiento), o del régimen de tratamiento (es decir, cuantas veces el
tratamiento se administrara al paciente) de TNF-alfa para optimizar el efecto del tratamiento con TNF-alfa y
minimizar la exposicion del paciente a TNF-alfa o a otros agentes inductores de la muerte celular. Por supuesto, el
experto apreciara que el ensayo se puede llevar a cabo en cualquier momento considerado necesario para evaluar
el efecto de un régimen particular de terapia de induccion de TNF-alfa sobre un individuo particular (es decir, durante
la remisién de la enfermedad o en un individuo preautoinmune o cuantas veces sea oportuno).

El ensayo se puede usar para adaptar un régimen particular de induccion de TNF-alfa a cualquier enfermedad
autoinmune dada. Por ejemplo, la monitorizacion in vitro del exterminio selectivo de células autoinmunes se puede
usar para corregir selectivamente el farmaco (es decir, ajustar la dosis administrada para maximizar el efecto
terapéutico). El sistema de monitorizacion descrito aqui se puede usar para monitorizar in vivo ensayos de
tratamiento con TNF-alfa midiendo de forma continua la eliminacion de células autoinmunes, por ejemplo linfocitos T
autorreactivos, con sensibilidad continuada. Por supuesto, el experto apreciara que el presente sistema de
monitorizacion se puede usar para medir el efecto de TNF-alfa sobre el exterminio in vivo de células autoinmunes en
casos en los que la terapia de induccion de TNF-alfa se cita junto con cualquier otra terapia, por ejemplo
reeducacioén de células T, como se describe aqui.

Es bien sabido que se ha mostrado que la terapia de induccién de TNF-alfa es ineficaz en pacientes con
autoinmunidad probada, por ejemplo diabetes probada, pero es eficaz en pacientes en un estado preautoinmune,
por ejemplo pacientes en un estado pre-diabético o pre-lupus. Ademas, se ha demostrado que la induccién de TNF-
alfa en ratones NOD y NZB (una raza murina susceptible a la enfermedad semejante a lupus) adultos disminuye los
sintomas diabéticos o de lupus respectivamente. Segun la invencion, la terapia con TNF-alfa puede ser eficaz
incluso en pacientes con enfermedad probada, al monitorizar la eliminacién de células autoinmunes y optimizar la
dosis, duracion de tratamiento, y/o programacion del tratamiento de nuevo consiguientemente. De este modo, el
ensayo de la etapa b) se puede usar para identificar una dosis eficaz, una duracion de tratamiento, o el régimen de
tratamiento de TNF-alfa (por ejemplo, menores que las dosis que previamente se mostré que eran ineficaces en el
tratamiento de diabetes, particularmente en el tratamiento de diabetes probada) que se puede usar como un
tratamiento eficaz para enfermedad autoinmune.

En otro aspecto preferido, el ensayo de la etapa b) se usa para identificar una dosis, una duracion de tratamiento, o
un régimen de tratamiento de TNF-alfa que pueda reducir o eliminar los efectos secundarios asociados con una
enfermedad autoinmune particular. Se puede identificar una dosis particular de TNF-alfa que reduzca o elimine los
sintomas asociados con, por ejemplo, colapso vascular asociado con diabetes, ceguera o insuficiencia renal
asociada con diabetes tipo |, o erupciones cutaneas asociadas con lupus. Esta bien probado que son los efectos
secundarios asociados con la reacciéon autoinmune quienes son a menudo responsables de la mortalidad de los
pacientes autoinmunes. De este modo, en un aspecto preferido, el sistema de monitorizacién de la presente
invencion identifica un régimen de tratamiento para TNF-alfa que reduce los sintomas y/o complicaciones de la
enfermedad autoinmune, de manera que se mejora la calidad de vida del paciente y/o se prolonga el tiempo de vida
del paciente que esta siendo tratado. En un aspecto relacionado, el sistema de monitorizacién de la presente
invencion identifica un régimen de tratamiento para TNF-alfa que evita la progresion de la enfermedad o incluso
detiene la enfermedad en un paciente diagnosticado con una enfermedad autoinmune.

De este modo, en otro aspecto, la presente descripcidon proporciona un sistema de monitorizaciéon para medir la tasa
de muerte celular en un mamifero autoinmune, que incluye a) un régimen de tratamiento para exterminar o inactivar
células autoinmunes en un mamifero; y b) un ensayo capaz de medir el efecto del régimen de tratamiento sobre la
tasa de muerte celular de células autoinmunes en el mamifero, en el que un incremento en la tasa de muerte celular
indica una disminucion en la autoinmunidad.

Ensayo in vitro para monitorizar la muerte celular

La presente descripcidon proporciona un ensayo para monitorizar la apoptosis de células autoinmunes en un
mamifero. En una realizaciéon preferida, la presente invencion proporciona un ensayo que implica a) aislar una
muestra de sangre de un mamifero, preferiblemente un ser humano, y b) ensayar la muestra de sangre in vitro para
determinar el exterminio de células autoinmunes en comparacién con células no autoinmunes usando técnicas
disponibles en la técnica. Como se menciona anteriormente, las células no autoinmunes son generalmente
resistentes a la apoptosis inducida por TNF-alfa. Un incremento en la muerte celular de células autoinmunes en
comparacion con células no autoinmunes indica que la dosis de TNF-alfa o de otro agente inductor de la muerte
celular es suficiente para inducir el exterminio de las células autoinmunes o células defectuosas de procedentes de
la médula dsea.

Terapia de induccion de TNF combinada (para fines ilustrativos solamente)

La presente descripcion también describe una combinacion farmacéutica que incluye dos o mas agentes inductores
de TNF-alfa. Un tratamiento con TNF-alfa combinado particularmente preferido es la combinacién de TNF-alfa e IL1.
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Esta estrategia de tratamiento va contra el dogma actual que envuelve al tratamiento de enfermedad autoinmune.
Por ejemplo, en la TNF Second International Meeting (A Validated Target with Multiple Therapeutic Potential, 24-25
de febrero, 1999, Princeton, NJ, USA) se describié que una combinacion de un anticuerpo anti-TNF-alfa y anti-IL1
seria ventajosa en el tratamiento de enfermedad autoinmune. El tratamiento describe la induccion de la inflamacion,
que es lo opuesto del tratamiento que se cree que es eficaz por aquellos expertos en la técnica, esto es, la supresion
de la inflamacién. Por supuesto, en el tratamiento, actual, la inflamacién no se produce debido a que las células
inflamatorias mueren realmente antes de llegar al sitio diana, o son exterminadas en el sitio diana.

La presente descripcion describe, aparte de la terapia de induccion de TNF combinada que incluye solamente la
combinacion de TNF-alfa e IL1, cualquier combinacion de terapias inductoras de TNF-alfa, por ejemplo vacunacion
con BCG, etc., infeccidon virica, LPS, activacién de células que normalmente producen TNF-alfa (es decir,
macrofagos, células B, células T), el péptido quimiotactico fMet-Leu-Phe, proteinas bacterianas y viricas que activan
NFkB, agentes que inducen rutas de sefalizacion implicadas en respuestas inmunes adaptativas (es decir,
receptores de antigenos en células By T, CD28 en células T, CD40 en células B), agentes que estimulan receptores
especificos de la muerte de células autorreactivas (es decir, TNF, Fas (CD95), CD40, p75NF, y receptor de
linfotoxina beta (LtbetaR), farmacos que estimulan la enzima conversora de TNF-alfa (TACE), que escinde el
precursor de TNF-alfa (es decir, para proporcionar actividad biolégica capaz de estimular la produccién potenciada o
la vida potenciada de citocinas tras la secrecion), etc.

Una terapia de combinacion (para fines ilustrativos solamente)

Los datos presentados en la Tabla 1 y descritos con detalle en el Ejemplo 1, mas abajo, demuestran el éxito
extraordinario de combinar dos métodos para inducir normoglucemia a largo plazo con transplante de aloinjerto de
los islotes en un hospedante NOD ya diabético. La descripcion describe la combinaciéon de dos terapias dirigidas a
dos dianas distintas del sistema inmune. Este concepto se ensaya combinando mi tecnologia de transplante previa
con una estrategia autoinmune para frustrar la enfermedad subyacente, y por primera vez proporciona
normoglucemia a largo plazo en hospedantes naturalmente diabéticos via transplante con islotes alogénicos. De
este modo, el problema del rechazo se aborda como aquél que implica dos barreras inmunes, es decir, la berrera de
rechazo de injerto y la barrera de autoinmunidad recurrente. Para abordar la barrera del rechazo de injerto, usé
islotes modificados con antigeno del donante, y para la barrera autoinmune recurrente | usé CFA, un fuerte inductor
de TNF-alfa.

TABLA 1

Grupos Donante Hospedante Supervivencia individual (dias)

Raza Raza Tratamiento Dias de normoglucemia Media
1. C57BL/6 NOD-IDDM* - 2,2,3,9,23 7,8
2 2M-1- NOD-IDDM - 5,9,12,12,17,18,71 20,0
3 C57BL/6 BALB/C - 5,5,7,10 6,7
4 2M-1- BALB/C - >100,>100,>100, >100 >100
5. NOD NOD-IDDM - 5,10,12,13 10
6 NOD NOD-IDDM CFA 12,26,30,>38,>66, >120,>122 >59
7 C57BL/6 NOD-IDDM CFA 10,10,10 10
8 2M-1- NOD-IDDM CFA 5,14,32,36,>59,>79, >115,>115 >57

* IDDM representa diabetes mellitus insulinodependiente

La Tabla I, anterior, representa una serie de experimentos que se llevaron a cabo en los que ratones hospedantes
se trataron para evitar la autoinmunidad recurrente, via el exterminio o inactivacion de linfocitos autorreactivos, y
después se transplantaron con células de los islotes donantes en las que los antigenos que disparan el rechazo se
habian eliminado o modificado.

A los ratones se les inyectd una vez intraperitonealmente adyuvante completo de Freund (CFA) (100 ml/50 g de
peso corporal) para inducir TNF-alfa.

El mismo dia, el transplante de las células de los islotes se llevd a cabo segun lo siguiente. Las células de los islotes
con antigenos modificados donantes se aislaron de ratones genosuprimidos para M (2 microglobulina) transgénicos
adquiridos de Jackson Labs. Como se menciona anteriormente, el gen 2M codifica una proteina chaperona critica
esencial para la expresion superficial de proteinas de clase |. ;M del hospedante, una proteina muy conservada,
puede reconstituir en parte oM.
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Células de los islotes transgénicas o normales se transplantaron en nueve grupos de ratones. Tres de los grupos
(grupos 6, 7, y 8) se trataron previamente con CFA,; los otros seis grupos no fueron pretratados.

Como se muestra en la Tabla 1, los ratones naturalmente diabéticos (NOD-IDDM) que recibieron transplantes
transgénicos pero no fueron pretratados con CFA (grupo 2) tuvieron tiempos medios de supervivencia de 20 dias,
sugiriendo que la proteccion del tejido del donante frente al rechazo de injerto no protege al tejido de una
autoinmunidad probada. Igualmente, el grupo 7 establece que el tratamiento del hospedante con CFA, un
inmunomodulador que se cree ahora que modifica exclusivamente la respuesta autoinmune, no protege a las células
donantes alogénicas normales del rechazo rapido de injerto. Por el contrario, los ratones diabéticos tratados con
CFA que recibieron transplantes transgénicos (grupos 6 y 8) sobrevivieron durante 57 dias (media). (Los grupos
restantes fueron controles adicionales: grupo 1 (nada de CFA; hospedante diabético, células donantes no
transgénicas); grupo 3 (nada de CFA; hospedante no diabético, células donantes no transgénicas); grupo 4 (nada de
CFA; hospedante no diabético; células donantes no transgénicas); y grupo 7 (CFA; hospedante diabético; raza
donante no transgénica). Como se muestra en la Tabla 1, el uUnico de estos grupos de control que muestra
longevidad fueron los hospedantes no diabéticos que recibieron células donantes transgénicas, una terapia que se
sabe que impide el rechazo del injerto (grupo 4).

A aproximadamente 120-130 dias después del transplante, los islotes singénicos y alogénicos transplantados se
retiraron mediante nefrectomia. Esto fue un experimento de control para demostrar que los animales volvieron
nuevamente a hiperglucemia.

Los ratones NOD que recibieron el transplante singénico tuvieron, en 24 h, azucares en sangre superiores a 500
mg/ml, y necesitaron ser sacrificados inmediatamente debido a su estado diabético grave. La histologia en estos
ratones mostré que los islotes transplantados en el rifidon sobrevivieron en algunos casos pero no parecieron, en
todos los casos, sanos. Hubo islotes granulados, pero infilirados linfociticos masivos rodearon e invadieron el tejido
de los islotes. La invasion de los islotes por linfocitos del hospedante es un rasgo histolégico indicativo de
autorreactividad frente al tejido de los islotes. El pancreas endégeno demostré que los islotes no sobrevivieron y
estaba salpicado de racimos linfociticos, presumiblemente en sitios de tejido de islotes previo.

Los ratones NOD que recibieron los islotes alogénicos, por el contrario, permanecieron normoglucémicos después
de que se hubieron realizado las nefrectomias para retirar el tejido de los islotes alogénico. No se observé cambio en
el azucar en sangre. Tras aproximadamente siete dias de este control perfecto de azlcar en sangre, los ratones se
sacrificaron. El examen histolégico mostrd que los islotes enddgenos en el pancreas se regeneraron. El nimero de
islotes fue menor que el normal, pero los islotes presentes eran grandes, sanos, y no tuvieron invasion linfocitica
(aunque si tuvieron un borde NOD caracteristico de linfocitos que rodea al islote sano). Por el contrario, los injertos
alogénicos se perdieron en la mayoria de los casos al final del punto de tiempo de 120-140 dias después del
transplante. Estos resultados apoyan la tesis de que lo que ocurrié fue un rescate y regeneracion del pancreas
enddgeno. Los resultados apoyan el hecho de que el sistema inmune se reeducé adicionalmente.

Presentacion de antigeno clase | (para fines ilustrativos solamente)

Antes de los experimentos descritos anteriormente, observé que una pequefia cantidad de ablacién de clase | fue
beneficiosa para la inhibicion del rechazo de islotes donantes en ratones NOD diabéticos (Faustman et al., Science
(1991) 252(5013):1700-2). En base a estos resultados, propuse que una ablacion de clase | mas completa y
permanente podria ser incluso mejor para la supervivencia a largo plazo del injerto. Para lograr una ablacion de
clase | mas permanente, transplanté islotes F2 a los que se les habia extirpado tanto el gen 2M (2 microglobulina)
como Tap 1 en ratones NOD ya diabéticos (MHC clase I”> ™) (véase el Ejemplo 3). El gen 2M codifica una proteina
chaperona critica esencial para la expresion superficial de péptidos de clase I. El gen Tap 1 codifica una proteina
requerida para el transporte de autopéptidos enddgenos al reticulo endoplasmico para péptido estable y ensamblaje
de clase | antes de la presentacion sobre la superficie celular. Sorprendentemente, solamente uno de los seis
ratones mostrd supervivencia a largo plazo del injerto. Los tiempos individuales de supervivencia del injerto (dias)
para los seis ratones fueron: 11, 12, 13, 14, 14, y 71. Estos resultados inesperados sugirieron que la reexpresion de
péptido y clase | fue una etapa que no solamente no fue perjudicial, sino que realmente fue necesaria para la
reeducacion del sistema inmune que conduce a la regeneracion y rescate de islotes endoégenos. De este modo,
propongo, sin limitar el mecanismo bioquimico de la invencién, que son necesarias algunas moléculas del MHC
clase | intactas para que se produzca el proceso de reeducacion.

En base a los resultados descritos anteriormente, parece que la barrera de rechazo del injerto sirve realmente a dos
funciones importantes que parecen contribuir a la regeneracion exitosa de las células de los islotes en este modelo.
La ablacion temporal de clase | (clase I"') sirve inicialmente para proteger el injerto del rechazo inmediato.
Subsiguientemente, las proteinas del MHC clase | se vuelven a expresar y se intercambian en el injerto hacia las 24-
72 horas después del transplante a través de abundantes proteinas M del hospedante procedentes del suero
(Anderson et al., J. Immunol. (1975) 114(3):997-1000; Hyafil et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA (1979) 76(11):5834-8;
Schmidt et al., Immunogenetics (1981) 13:483-91; Bernabeu et al., Nature (1984) 308(5960):642-5; Li et al.,
Transplantation (1993) 55(4):940-6). Sorprendentemente, la reexpresion subsiguiente del péptido enddgeno via
MHC clase | parece contribuir a la reeducacion de los linfocitos T con seleccidon negativa apropiada de células
autorreactivas. Acoplada con la eliminacion selectiva de células linfoides autorreactivas mediante tratamiento con
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CFA, la terapia de combinacién proporciona un tratamiento poderoso para enfermedad autoinmune en la que se
desea la regeneracion de tejido.

El mantenimiento de células de los islotes transplantadas no es necesario para la regeneracion de pancreas
enddgeno (para fines ilustrativos solamente)

Los experimentos descritos anteriormente me sugieren ademas que el mantenimiento de los islotes transplantados
in vivo puede no ser necesario para la regeneracion de las células de los islotes pancreaticas endogenas. A fin de
ensayar esta teoria, se transplantaron injertos de islotes de MHC clase I transgénicos en ratones NOD ya
diabéticos con induccion de TNF-alfa. Los injertos de los islotes de MHC clase I” transgénicos colocados bajo el
rindn de ratones NOD diabéticos se retiraron mas tarde mediante nefrectomia en diversos momentos después del
transplante. Como se describe en el Ejemplo 2, todos los ratones permanecieron normoglucémicos durante al
menos 120 dias tras la nefrectomia, y la histologia pancreatica reveld una regeneracion excelente de los islotes
pancreaticos enddgenos. Por el contrario, los ratones NOD que recibieron transplantes de islotes singénicos
volvieron rapidamente a la hiperglucemia tras la nefrectomia.

Como se propone anteriormente, estos datos apoyan la teoria de que, para la regeneracion endoégena de los islotes,
u otro tejido regenerante sujeto a ataque inmune (por ejemplo, células hepaticas), el mantenimiento de las células de
los islotes transplantadas no es esencial para la regeneracion y rescate de las células de los islotes pancreaticas
enddgenas. De este modo, la invencion, en un aspecto, describe el problema de la regeneracion y rescate tisular en
autoinmunidad como aquel que implica dos barreras diferentes (es decir, la barrera de autoinmunidad recurrente y la
barrera de reeducacion). Las etapas requeridas para la regeneracion tisular parecen ser:

1): ablacion de las células autoinmunes del hospedante (por ejemplo, mediante exterminio o inactivacion), y
2) reeducacion del sistema inmune con clase | y péptido para proteger el pancreas que se regenera.

De este modo, la presente invencion describe un método para reestablecer la tolerancia sistémica y eliminar la
autoinmunidad existente que promueve la regeneracion y rescate de células y tejido.

Tratamiento mediante inyeccion de MHC clase | y péptido (para fines ilustrativos solamente)

En base al descubrimiento de que la presentacion del péptido de clase | es necesaria para reeducar el hospedante
NOD, y al conocimiento de que el mantenimiento de las células de los islotes transplantadas no es necesario para la
regeneracion de las células de los islotes enddégenos, propongo que el transplante y aislamiento de los islotes
pueden no ser necesarios para la regeneracion in situ de los islotes en el marco de la autoinmunidad. El aislamiento
y transplante de los islotes son procedimientos laboriosos con limitaciones de suministro y demanda asociadas en el
marco clinico. Un procedimiento para incrementar el nUmero de células de los islotes funcionales que no requiera el
aislamiento y transplante de los islotes proporcionaria un gran beneficio al tratamiento de la diabetes. Este método
de tratamiento se podria extender a otras enfermedades autoinmunes en las que se desea la reeducacién inmune
(patente U.S. n° 5.538.854).

Propongo que la simple inyeccion de células funcionales que expresan clase | (clase I*), o incluso del complejo de
MHC clase |/péptido, en un mamifero, con la ablaciéon concurrente de células autoinmunes, seria beneficiosa en el
tratamiento de un conjunto diverso de enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, los islotes pancreaticos normales
expresan MHC clase | y tienen pocos linfocitos pasajeros asociados que expresan moléculas tanto el MHC clase |
como clase Il (esta preparacion se denomina aqui como esplenocitos B6). En el caso de diabetes, se puede inyectar
una preparacion de células de los islotes pancreaticas normales en un paciente para lograr exposicion al antigeno
de clase |. Aunque la supervivencia de las células donantes puede ser de vida corta, la exposicion repetida puede
ser suficiente para reeducar al sistema inmune del hospedante con la ablacién concurrente de células autoinmunes.
En los casos en los que la preparacion de células donantes es tediosa, o el tiempo de supervivencia pobre de las
células donantes limita la eficacia del método, se puede administrar directamente al hospedante el complejo de clase
I/péptido.

A fin de ensayar esta hipétesis, ratones NOD diabéticos iniciaron un régimen de 40 dias de una inyeccion de bolo de
CFA para inducir transitoriamente TNF-alfa y exposicion bisemanal mediante inyeccion intravenosa a esplenocitos
B6 (clase I") (Ejemplo 4). Como se predijo, los esplenocitos inyectados sobrevivieron solo transitoriamente en el
hospedante debido a rechazo. Sin embargo, la eliminacion transitoria de células autoinmunes (es decir, via
induccion de TNF-alfa mediada por CFA) combinada con exposicion repetida a MHC clase | de B6 y péptido fue
suficiente para invertir la diabetes en aproximadamente 30% de los hospedante NOD diabéticos. La proteccion
parcial se logré en aproximadamente 50% de los hospedantes NOD diabéticos.

Los niveles de azucar en sangre estaban pobremente controlados en ratones que recibieron la terapia de inyeccion
descrita anteriormente. Las fluctuaciones en el nivel de azicar en sangre podrian influir negativamente en el
beneficio de la terapia de inyeccién combinada. A fin de controlar esta variante, grupos adicionales de ratones NOD
diabéticos se trataron de forma similar con induccién de TNF-alfa e inyeccién de esplenocitos B6, pero con implante
intraperitoneal simultaneo de islotes de B6 encapsulados con alginato (denominado aqui como una pinza
euglucémica). Una pinza euglucémica proporciona un sistema de barrera de membrana que permite el control
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glucémico a corto plazo del intercambio de insulina pero evita el contacto directo de célula-célula (es decir, para la
educacion de células T). Tras 40 dias, los islotes encapsulados se retiraron quirdrgicamente, y los niveles de azucar
en sangre de los ratones NOD diabéticos se monitorizaron en busca de signos de regeneracion in situ del pancreas.
Sorprendentemente, los ratones NOD diabéticos que habian recibido inmunizaciones bisemanales de esplenocitos
B6 y una uUnica dosis de terapia de induccion de TNF-alfa permanecieron normoglucémicos durante 40 dias tras la
retirada de la pinza en el 78% de los casos. Ademas, después de que la terapia se detuvo y se elimind la
autoinmunidad, la expansion continua del pancreas endogeno fue suficiente para la tolerancia sostenida a
autoantigenos. Por el contrario, en experimentos de control, en los que los esplenocitos extirparon
permanentemente proteinas del MHC clase | (MHC clase 1> "), se observé una regeneracion pobre de los islotes in
situ (Tabla 3, grupo 4, Fig. 5). Sin embargo la inyeccion de esplenocitos que carecen de proteinas del MHC clase I
(MHC clase 1) permiti6 la regeneracién de los islotes in situ, presuntamente debido a la expresion continuada de
péptido enddgeno en el contexto de MHC clase | (Tabla 3, grupo 5, Fig. 5). Por lo tanto, el restablecimiento de la
autotolerancia y la eliminacion de la autorreactividad dependié del MHC clase |.

Por lo tanto, he identificado y optimizado un nuevo tratamiento de combinacion para diabetes mellitus. De este
modo, la presente invencién describe un método para incrementar y conservar el nimero de células funcionales de
un tipo predeterminado en un paciente diabético, que incluye las etapas de (1) la ablacién de células autoinmunes,
(2) la exposicion a MHC clase | y péptido, y (3) el mantenimiento del control de la glucosa. Como se menciona
anteriormente, la exposicién puede producirse, por ejemplo, mediante transplante de células funcionales que
presentan MHC clase | y péptido de un tipo predeterminado, o preferiblemente mediante inyeccion repetida de tales
células. Como alternativa, la exposicion a MHC clase | y péptido se puede producir mediante inyeccién de complejos
de clase I/péptido, alimentacion de células autélogas mediante péptido, etc.

En un aspecto particularmente preferido del método anterior, la presente invencién describe un método para
incrementar el nimero de células funcionales de un tipo predeterminado en un paciente diabético, que incluye las
etapas de (1) la ablacién de células autoinmunes (es decir, células que son defectuosas en la muerte celular), (2) la
exposicién a MHC clase | y péptido mediante inyeccion repetida de células funcionales de un tipo predeterminado,
que expresan péptido en el contexto de MHC clase | (o complejo de MHC clase |/péptido), y (3) el mantenimiento del
control de la glucosa. En el caso de diabetes, las células funcionales de un tipo predeterminado incluyen células de
los islotes, por ejemplo esplenocitos B6. El mantenimiento de los niveles de glucemia se puede lograr por cualquier
medio conocido en la técnica, por ejemplo inyeccion de insulina, o mediante uso de una pinza euglucémica. El
paciente diabético puede ser cualquier mamifero, preferiblemente un paciente humano.

Tratamiento de enfermedad autoinmune

En base a los descubrimiento descritos aqui, he concebido una nueva terapia para la correccién de cualquier
autoinmunidad probada. Usada en combinacion, la exposicién a autopéptido en el contexto de MHC clase | y el
exterminio o inactivacién de linfocitos autorreactivos permite poner en accién el potencial regenerativo endégeno de
tejido de mamifero. Ademas, este tratamiento permite la conservacion y el rescate de tejido existente. El efecto de
esta terapia de combinacion es la reeducacion del sistema inmune con la inversién simultanea de la autoinmunidad
en el hospedante.

Con respecto al tratamiento de la diabetes, teorizo ademas que las células de los islotes B6 pancreaticas
regeneradas con éxito que hiperexpresan MHC clase | y péptido (por ejemplo, determinado mediante examen
histolégico) mantienen la tolerancia periférica una vez que se ha consolidado un crecimiento suficiente de los islotes.
La exposicion in vivo a células que expresan MHC clase | y péptido mediante transplante o inyeccién parece iniciar
el proceso educacional para la tolerancia estable y a largo plazo, mas alla del periodo de tratamiento.

Existen varias similitudes sorprendentes entre el ratébn NOD y pacientes diabéticos humanos, sugiriendo que este
nuevo enfoque terapéutico se puede aplicar facilmente para tratar pacientes diabéticos humanos. Por ejemplo, los
esplenocitos humanos diabéticos, al igual que los esplenocitos murinos, tienen defectos en la resistencia a la
apoptosis inducida por TNF-alfa (Hayashi et al., mas arriba). Ademas, al igual que los ratones NOD, los esplenocitos
humanos tienen defectos relacionados con la edad en la presentacion del MHC clase | de autopéptidos para la
seleccion apropiada de células T (Faustman et al., mas arriba; Fu et al.,, J. Clin. Invest. (1993) 91:2301-7).
Finalmente, se ha reconocido durante afios que incluso tras un episodio hiperglucémico grave, los seres humanos
diabéticos contintan produciendo autoanticuerpos frente a dianas de los islotes, indicando que las células de los
islotes o células precursoras de los islotes del pancreas no estaban completamente extirpadas. Esto indica que los
seres humanos diagnosticados con autoinmunidad diabética pueden tener un potencial regenerativo de los islotes
elevado.

De este modo, en un aspecto, la descripcion describe un método para incrementar el nimero de células funcionales
de un tipo predeterminado en un individuo diagnosticado con una enfermedad autoinmune, (1) proporcionando una
muestra de células funcionales que expresan MHC clase | y péptido, (b) exponiendo un mamifero al MHC clase | y
péptido, y (c) antes de, después de o concurrentemente con la etapa (b), tratando el mamifero para exterminar o
inactivar células autoinmunes (es decir, células defectuosas en la apoptosis) en el mamifero.
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Cuando el mamifero es un paciente humano diabético, puede ser deseable afadir una etapa adicional de
mantenimiento de los niveles normales de glucosa antes de, después de, o concurrentemente con la etapa (b).
Como se describe anteriormente, el mantenimiento de los niveles normales de glucemia en un paciente con diabetes
probada puede mejorar la eficacia del método.

Como se menciona previamente, la reeducacion del sistema inmune con MHC clase | y péptido puede emplear
células que expresan péptido enddgeno en el contexto de MHC clase | o complejos de clase I/péptido solos. Se
conoce un numero de tales métodos de reeducacion del sistema inmune, por ejemplo como se describe en la
patente U.S. n° 5.538.854.

De forma similar, en la presente invenciéon se puede usar una variedad de métodos bien conocidos para lograr la
ablacion de las células autoinmunes. Un tratamiento preferido es la administracion de TNF-alfa, que esta disponible
de Genentech Corporation, South San Francisco, CA; Roache; Boehringer Ingelheim; Asahi Chemical Industry; y
Sigma Chemicals. La administracion intraperitonealmente de TNF-alfa para disminuir el rechazo en ratones con
tendencia a la diabetes se describe en Rabinovitch et al., J. Autoimmunity (1995) 8(3):357-366.

Igualmente se pueden usar otros métodos de tratamiento de hospedantes para extirpar células autoinmunes, por
ejemplo la administracion de CFA, interleucina-1 (IL-1), inhibidores del proteosoma, inhibidores de NFkB, farmacos
antiinflamatorios, activador del plasminégeno tisular (TPA), lipopolisacarido, luz UV, o un mediador intracelular de la
ruta de sefializacion de TNF-alfa. Tales agentes inducen la apoptosis de linfocitos autorreactivos interrumpiendo la
ruta aguas abajo de la sefalizacion del receptor de TNF-alfa. Otros agentes utiles son farmacos que actian aguas
abajo de la uniodn al receptor de TNF-alfa. (Baldwin et al., Ann. Rev. Immunol. (1996) 12:141; Baltimore, Cell (1996)
87:13).

En otros aspectos, la descripcidon describe un método para incrementar el nimero de células funcionales de un tipo
predeterminado en un individuo diagnosticado con una enfermedad autoinmune, a) proporcionando una muestra de
células del tipo predeterminado, b) tratando las células para modificar la presentacion de un antigeno de las células
que es capaz de provocar una respuesta de rechazo mediada por linfocitos T in vivo, c) introduciendo las células
tratadas en el mamifero, y d) antes de, después de, o concurrentemente con la etapa c), tratando el mamifero para
exterminar o inactivar linfocitos T del mamifero. Este método puede ser particularmente util para el tratamiento de
enfermedad autoinmune de etapa avanzada, en la que se ha logrado la destruccion completa de un tipo celular o
tejido particular.

La etapa b) puede implicar eliminar, reducir o enmascarar el antigeno. Se puede usar un nimero de métodos para
modificar, eliminar, o enmascarar antigenos de las células donantes; algunos de éstos se describen en la patente
U.S. 5.283.058 de Faustman mencionado anteriormente. Por ejemplo, la etapa b) puede implicar alterar
genéticamente el animal donante de manera que se suprima genéticamente HLA clase | o una molécula en esta
ruta, o se estirpe una chaperona para evitar la expresion superficial. Como alternativa, la etapa b) puede implicar
enmascarar el antigeno de HLA clase | usando un fragmento de anticuerpo F(ab1)2 que forma un complejo con HLA
clase I.

El régimen terapéutico se puede usar no solo para inhibir el rechazo de células que se regeneran, sino también para
tratar enfermedades autoinmunes en las que se desea la regeneracion de células o tejidos enddégenos, por ejemplo
para permitir la regeneracion de mielina (o la simple conservacion de las células diana autoinmunes que quedan que
sobreviven) en esclerosis multiple, o la regeneracion articular en artritis reumatoide.

Cuando no se pretende solamente la proteccion de células endégenas que se regeneran, por ejemplo células de los
islotes, frente al ataque autoinmune, sino también la proteccion de células y tejidos transplantados, los métodos
descritos anteriormente se pueden combinar con otros métodos conocidos para inhibir el rechazo de aloinjertos.
Tales métodos incluyen la administracion de anticuerpos anti-alfa CD3, anticuerpos anti-CD40L (ligando de CDA40,
un correceptor para el desencadenamiento de células T) (para prevenir la reduccion de tolerancia en el hospedante),
FK506, tacrolimus, sirolimus, inducciéon de alfa-CD25, etc., y ciclosporina A. Como se explica anteriormente, los
linfocitos de la diabetes mellitus insulinodependiente (IDDM) autoinmunes son particularmente sensibles a la muerte
celular via la ruta de TNF-alfa, y de este modo se pueden emplear farmacos que potencian esta ruta aguas abajo de
la union al receptor. Los ejemplos de tales farmacos potenciadores son dianas de TRIP, NIK, IKK, TRADD, JUN,
NFkB, Traf2, y procesamiento del proteosoma, etc.

Incluso cuando la meta principal es la regeneracion o rescate de células endégenas en lugar del injerto permanente
de aloinjertos, puede ser util implantar un aloinjerto y promover su supervivencia temporal, a la vez que se promueve
simultaneamente la reeducacion del sistema inmune de manera que se puedan regenerar las células endégenas; los
linfocitos autorreactivos son perjudiciales tanto para el aloinjerto como para las células que se regeneran, y por lo
tanto el exterminio o inactivacion de esas células es doblemente ventajoso.

De este modo, en el caso de diabetes, por ejemplo, los islotes transplantados se pueden proteger temporalmente del
rechazo mediante encapsulamiento temporal o mediante control meticuloso del azucar en sangre con insulina
exdgena, mientras que el hospedante es tratado, como se describe anteriormente, para exterminar linfocitos
autorreactivos y el sistema inmune es reeducado mediante métodos que usan clase | y péptido o clase Il y péptido.
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Una ventaja adicional de usar transplantes de islotes alogénicos durante esta fase es que los islotes normales que
son protegidos temporalmente pueden proporcionar capacidades hormonales y secretoras normales que optimizaran
la regeneracion y rescate in situ. La presente invencion se demostrara ahora mediante los siguientes ejemplos no
limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1: Terapia de combinacion (para fines ilustrativos solamente)

Para idear un protocolo clinicamente aplicable para la regeneracion de islotes en un hospedante diabético, se
combinaron dos terapias y se ensayaron en el ratén NOD diabético (un modelo murino para diabetes tipo | humana).
En primer lugar, los islotes B6 donantes se protegieron del rechazo del injerto mediante ablacion temporal de clase |
(clase'/') del gen oM (Anderson et al., mas arriba; Hyafil et al., mas arriba; Schmidt et al., mas arriba; Bernabeu et al.,
mas arriba; Li et al., mas arriba). Los islotes B6 donantes transgénicos se retiraron entonces del ratén donante y se
transplantaron en el raton NOD hospedante. Subsiguientemente, se administr6 simultdneamente una Unica
inyeccion de CFA en la almohadilla de la pata; un tratamiento que sostiene los niveles de TNF-alfa durante dias
(Sadelain et al., Diabetes, (1990) 39:583-589; Mclnerey et al., Diabetes, (1991) 40:715-725; Lapchak et al., Clin.
Immunol. Immunopathol. (1992) 65(2):129-134).

La respuesta de ratones hembra NOD severamente diabéticos a los tratamientos de islotes B6 donantes con o sin
interrupcion transitoria de MHC clase I”" e induccién de TNF-alfa se resume en la Tabla 2.

Tabla 2. Control de azucar en sangre en ratones NOD diabéticos que reciben transplantes de islotes

Grupo | Donante Induccion de | Dias de normoglucemia Media +
TNF-alfa* SD

#1 NOD - 4,6,6,8,10 9+2,3

#2 B6 - 2,2,3,9,9,23 848,0

#3 B6-Clase I - 5,9,12,12,17,18,71 22424

#4 NOD + 30,55,61,70,72,121,136 ,137 85140

#5 B6 + 9,9,9,10,11 1040,9
#6' B6-Clase™ + 13,14,14,15,25,32,32,3 2,36,>133,>133,>131,>129,>132 | >62154
#7"7 | B6-Clase I"™" + 11,12,13,14,14,>148 3555

* La induccion de TNF-alfa se logré con una unica inyeccion de CFA en la almohadilla de la pata en el momento del
transplante.

1 Los islotes donantes B6-clase I representan islotes con interrupcion transitoria de clase | debido a la ablacion del
gen de Bz-microglobulina donante (BoM).

11 Los islotes donantes B6-clase Y77 con ablacién mas permanente de clase | se aislaron de ratones con
interrupcion tanto del gen de B;M como de Tap2, dos proteinas chaperonas esenciales para la expresion de clase |
en la superficie.

Todos los hospedantes fueron ratones NOD diabéticos hembra, tipicamente mayores de 20 semanas, con niveles de
azucar en sangre sostenidos en exceso de 400 mg/dl durante al menos 7 dias con administracion de insulina de 0,5
U/kg para prevenir la muerte. Esta dosis de insulina mantiene tipicamente los niveles de azucar en sangre de
ratones NOD diabéticos en el intervalo normal de 100-200 mg/dl. Ocho a doce horas antes del transplante, la
insulina se detiene. Todos los transplantes de los islotes se llevan a cabo unilateralmente bajo la capsula del rifidn
para facilitar la histologia de los islotes después del transplante usando técnicas estandar.

Tipicamente, islotes de NOD aislados de ratones NOD hembra prediabéticos de 5-10 semanas son rapidamente
rechazados cuando se transplantan en ratones NOD severamente diabéticos (Tabla 2, grupo 1). De forma similar,
los islotes B6 transplantados bajo la capsula renal de ratones NOD diabéticos también son rechazados rapidamente
con un tiempo medio de supervivencia de 8 + 8,0 (Tabla 2, Grupo 2). Como se publica en la bibliografia, aunque los
islotes donantes con ablacién de MHC clase | ” sobreviven indefinidamente en hospedantes no autoinmunes
(Faustman, 1991, mas arriba), la ablacion transitoria de MHC clase | solamente permite un incremento de tres veces
en la supervivencia de los islotes en el hospedante NOD diabético expuesto. Todos los hospedantes NOD diabéticos
rechazan eventualmente los islotes donantes B6 clase | *; la supervivencia media se prolonga hasta 22 + 24 dias
(Tabla 2, grupo 3). Como se muestra en la Tabla 2, grupo 4, aunque la induccién de TNF-alfa facilita el transplante
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de islotes singénico en hospedantes NOD, esta terapia dirigida contra la autoinmunidad tiene un efecto minimo de la
supervivencia de los islotes B6. Los islotes B6 transplantados en ratones NOD diabéticos con induccién de TNF-alfa
son rechazados uniformemente hacia el dia 10 después del transplante en todos los receptores NOD diabéticos
(Tabla 2, grupo 5).

Como se muestra en la Fig. 1, los islotes B6 aislados de ratones NOD jovenes y transplantados en un ratén NOD
diabético con induccidon de TNF-alfa demuestran graves infiltrados linfociticos bajo la capsula renal en el sitio del
transplante de los islotes (véase también la Fig. 2). Al mismo tiempo, los niveles de azlcar en sangre han
aumentado hasta los que eran antes del transplante. Ademas, el pancreas endégeno no muestra islotes intactos; las
estructuras de islas restantes en el pancreas estan oscurecidas por bolsillos densos o linfocitos infiltrantes. De forma
similar, los islotes B6 transplantados en un raton NOD tratado con induccion de TNF-alfa son rechazados; la
histologia es virtualmente indistinguible; infiltrados lipociticos masivos bajo la capsula renal en el sitio del transplante
con el pancreas endégeno mostrando estructuras de los islotes arrasadas con invasion linfocitica (Fig. 1B).

De forma importante, la combinacion del transplante de islotes de MHC clase | " con induccién de TNF-alfa en
hospedantes diabéticos NOD tuvo éxito (Tabla 2, grupo 6). Se observé normoglucemia continua y sostenida en 5 de
los 14 hospedantes NOD diabéticos; la normoglucemia continué mas alla de 129 dias después del transplante de los
islotes en los ratones NOD previamente diabéticos que reciben el tratamiento combinado. El tiempo medio de
supervivencia para la normoglucemia super6 62 + 54 dias. Los ratones NOD normoglucémicos a largo plazo se
sacrificaron después de al menos 129 dias de monitorizar el post-transplante para evaluar el sitio de transplante de
los islotes en la capsula subrenal y el pancreas enddgeno.

Sorprendentemente, los 5 ratones NOD normoglucémicos a largo plazo que recibieron islotes B6 clase | " con
tratamiento de induccion de TNF-alfa demuestran histolégicamente que no hay injertos de los islotes que sobreviven
bajo la capsula renal a los 130 dias después del transplante. El pancreas endégeno de estos ratones demostré una
regeneracion significativa de los islotes (Fig. 3). Ademas, los islotes en el pancreas carecieron de invasion linfocitica
0, como mucho, demostraron ocasionalmente linfocitos circunferenciales rodeando a los islotes regenerados. Como
resume la histologia de los animales individuales en la Tabla 3, la regeneracion in situ del pancreas fue
exclusivamente un rasgo de ratones NOD diabéticos tratados con TNF-alfa en combinacion con transplante de
islotes donantes que tienen interrupcién transitoria de MHC clase I, Estos resultados demuestran que la terapia de
comblnaC|on anterior (administracion de TNF-alfa y células de los islotes temporalmente extirpadas para clase |
(clase | ~ )) elimina con éxito la autoinmunidad existente en ratones NOD severamente diabéticos y promueve la
regeneracion del pancreas endogeno.

Ejemplo 2: El mantenimiento de las células de los islotes transplantadas no es necesaria para la
regeneracion del pancreas endégeno (para fines ilustrativos solamente)

Para confirmar la capacidad para eliminar autoinmunidad existente y regenerar el pancreas enddgeno, ratones NOD
diabéticos adicionales fueron transplantados con islotes de MHC clase I bajo la capsula renal con induccion de
TNF-alfa. En diversos momentos después del transplante, en presencia de normoglucemia inducida sostenida, los
injertos de los islotes colocados bajo el rifidon se retiraron mediante nefrectomia y se llevd a cabo la cirugia de
supervivencia para evaluar si el mantenimiento de los niveles normales de azicar en sangre dependia de la
presencia del injerto. La Fig. 3 muestra que los cinco ratones severamente diabéticos que recibieron con éxito la
induccion de TNF-alfa y la terapia con islotes B6 MHC clase I permanecieron normoglucémicos en los momentos
del sacrificio 3 a 60 dias después de la nefrectomia. Ademas, la histologia pancreatica en los cinco hospedantes
revelé un niumero sorprendente de islotes pancreaticos, con muy pocos nimeros de linfocitos circunferenciales o sin
linfocitos rodeando a los islotes regenerados y rescatados. La evaluacion de todos los sitios del transplante de los
islotes bajo el rifidn demostré que no habia islotes transplantados que sobreviven.

En contraste notable, todos los ratones NOD que reciben células de los islotes NOD singénicas mediante
transplante, junto con induccion de TNF-alfa, volvieron rapidamente a hiperglucemia después del transplante,
demostrando el fracaso de este protocolo de transplante que usa islotes NOD singénicos para promover la
regeneracion de células de los islotes pancreaticas endégenas.

Ejemplo 3: La ablacion temporal de clase | " es critica para el tratamiento exitoso con la terapia de
combinacion (para fines ilustrativos solamente)

A fin de comenzar a analizar minuciosamente el mecanismo del restablecimiento sistémico de la tolerancia suficiente
para el recrecimiento de los islotes pancreaticos, se llevaron a cabo experimentos adicionales. A fin de lograr una
mayor tasa de éxito de la regeneracion de los islotes pancreaticos con autoinmunidad eliminada, en el tratamiento
de la terapia de combinacién se ensay6 un islote con MHC clase | extirpado mas permanente. Los islotes
procedentes de donantes B6 con genes tanto M como Tap1 extirpados (MHC clase I ) la chaperona obligatoria y
las proteinas de transporte para el ensamblaje del MHC, respectivamente, se transplantaron en ratones NOD
severamente diabéticos con induccion de TNF-alfa. Encontré que aunque este enfoque es eficaz para prolongar la
normoglucemia en hospedantes murinos sin autoinmunidad, este tratamiento no pudo prolongar la normoglucemia
en el hospedante NOD diabético autoinmune. La eliminacion de MHC clase | donante mas permanente con
induccion de TNF-alfa en el hospedante NOD diabético culminé en el rechazo rapido del injerto de islotes y una mala
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capacidad para lograr la regeneracion de los islotes endégenos (Tabla 2, grupo 7). Aparentemente, cierta expresion
de MHC clase | donante y autopéptido es esencial para la induccion de tolerancia de NOD a autoantigenos, incluso
si es solamente durante un tiempo limitado, de media 20 dias (Tabla 2, grupo 3) antes del rechazo del transplante.

Ejemplo 4: La inyeccion de células de los islotes temporalmente extirpadas es suficiente para la induccién
de la regeneracion del pancreas endégeno (para fines ilustrativos solamente)

En base a los datos del Ejemplo 3, anteriormente, he propuesto que las inmunizaciones con linfocitos clase I*
podrian ser una terapia eficaz, incluso si las células donantes sobrevivieran solamente un tiempo corto in vivo tras la
inyeccion. A fin de ensayar esta teoria, nueve ratones NOD diabéticos con hiperglucemia severa iniciaron un
régimen de 40 dias de una inyeccion de CFA en bolo para inducir transitoriamente TNF-alfa y exposiciones
bisemanales mediante inyeccion intravenosa (IV) de esplenocitos B6 (9 x 10° esplenocitos 1V). Los esplenocitos B6
son una poblacion de células linfoides con presentacion intacta de MHC clase | y autopéptido que sobrevive solo
transitoriamente in vivo debido a rechazo por el hospedante.

Adicionalmente, cuatro ratones NOD diabéticos de control se mantuvieron durante el mismo periodo de tiempo con
un tratamiento solamente a base de insulina. Todos los ratones NOD del control se monitorizaron en dias alternos
para la hiperglucemia, y la insulina se administré diariamente salvo que volvieran a la normoglucemia. Después de
aproximadamente 40 dias de tratamiento, todos los ratones NOD del control que recibieron solamente insulina
estaban muertos. El control pobre del nivel de azicar en sangre, la caquexia y la pérdida de peso dieron cuenta de
la mortalidad uniforme de todos los hospedantes NOD diabéticos hacia el dia 20 (Fig. 4A). Los ratones del control
tratados solamente con insulina también tuvieron histologia pancreatica que demuestra infiltrados linfoides
impresionantes que oscurecen cualquier estructura de islotes reconocible (Fig. 4C).

En notable contraste, nueve ratones NOD severamente diabéticos que recibieron exposiciones repetidas a
esplenocitos B6 mas induccion de TNF-alfa estaban vivos en ocho de nueve casos, y tres de los ratones NOD
habian vuelto a la normoglucemia hacia el dia 40. Ademas, cuatro ratones NOD diabéticos tratados con
inmunizacion repetida de esplenocitos B6 e induccion de TNF-alfa tuvieron histologia mejorada de los islotes hacia
el dia 40 (Fig. 4D). Los islotes pancreaticos eran visibles y los infiltrados linfoides se redujeron significativamente de
forma circunferencial asi como adyacentemente a las estructuras de los islotes. Este patron es caracteristico de un
patron de histologia de infiltrados linfociticos protectores, no destructivos (Gazda et al., Journal of Autoimmunity
(1997) 10(3):261-70; Dilts et al., Journal of Autoimmunity (1999) 12(4):229-32). Tres ratones NOD diabéticos con
induccion de TNF-alfa e inmunizaciones con esplenocitos B6 produjeron la regeneracion completa de los islotes y la
independencia de la insulina. La histologia en estos tres ratones reveld autorreactividad linfocitica drasticamente
reducida y mayor abundancia de islotes (Fig. 4D). Por lo tanto, el tratamiento combinado con induccién de TNF-alfa
y exposicion repetida a linfocitos B6 MHC clase | unidos a péptido fue suficiente para destruir células T
autorreactivas e invertir la diabetes NOD durante al menos 40 dias en aproximadamente 30% de los hospedantes
ensayados (Fig. 4). La terapia fue parcialmente protectora en aproximadamente 50% de los hospedantes NOD (Fig.
4).

A fin de eliminar los niveles pobremente controlados de azicar en sangre como factor que obstaculiza la
regeneracion mas completa de los islotes, grupos adicionales de ratones NOD diabéticos se trataron de forma
similar, con induccion de TNF-alfa e inyeccion de esplenocitos B6, pero con el implante simultaneo
intraperitonealmente de una pinza euglucémica, durante 40 dias. Una pinza euglucémica murina en estos estudios
consistio en islotes de B6 encapsulados en alginato. La capsula de alginato proporciona un sistema de barrera de
membrana que permite el control glucémico a corto plazo del intercambio de insulina pero evita el contacto directo
de célula-célula (es decir, para la educacion de células T). Después de 40 dias, los ratones NOD euglucémicos con
los islotes encapsulados sufrieron la retirada quirdrgica de las capsulas de alginato, y los niveles de azucar en
sangre de los ratones NOD diabéticos se monitorizaron en busca de signos de regeneracion in situ del pancreas.

La Tabla 3 muestra que, tras 40 dias, tanto los ratones tratados con la pinza euglucémica en ausencia de induccion
de TNF-alfa (Tabla 3, grupo 1) como los ratones tratados con la pinza euglucémica e induccién de TNF-alfa (Tabla 3,
grupo 2) mostraron una ausencia de regeneracion de islotes endégenos y volvieron rapidamente a hiperglucemia
tras la retirada de la pinza. Los resultados indican que en condiciones de control excelente de la glucosa e induccién
de TNF-alfa, se induce apoptosis de células autorreactivas existentes durante las fases tempranas de diabetes
aguda, pero no se puede alterar ni el estado degenerativo del pancreas (como se evalia mediante histologia) ni el
curso de la autoinmunidad preexistente. La histologia de los grupos de tratamiento de control NOD consistié en la
eliminacion linfocitica severa de los islotes en el pancreas (Tabla 3, Fig. 4).

Tabla 3. Impacto del control de azdcar en sangre a corto plazo (40 dias) sobre la regeneracion de islotes endégenos
en ratones NOD diabéticos tras la retirada de la pinza euglucémica

Grupo Donante de células del bazo | Induccién de TNF-alfa * | N° de receptores normoglucémicos %

N° total de receptores

1 - - 0/7 0
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2 - + 0/6 0

3 B6 + 7/9 78

4 B6 clase I, + 2/6 33
C57 clase II"™" + 8/11 73

* La euglucemia se mantuvo durante 40 dias con un aloinjerto de islotes encapsulado que se retir6 quirirgicamente
en el dia 40. Todos los injertos encapsulados se retiraron en el dia 40 después del transplante.

9] Otros cinco receptores rechazaron los injertos encapsulados antes de la retirada de los injertos, descartando la
determinacion de la euglucemia en la regeneracion de los islotes.

11 Las células C57-clase II-/- procedieron de la destruccion del gen Abb y no expresan moléculas A o E de MHC
clase ll, y se adquirieron de Taconic Research Laboratories (Germantown, NY).

* La induccién de TNF-alfa se logré con una Unica inyeccion de CFA en la almohadilla de la pata en el momento de
la primera inyeccion de células del bazo de XX 10” células IV.

T Los esplenocitos donantes B6 clase | -/-, -/- procedieron de ratones con interrupcion tanto del gen 2M como Tap2.

En notable contraste, los ratones NOD diabéticos que habian recibido semanalmente inmunizaciones de
esplenocitos B6 en combinacion con una Unica dosis de terapia de induccién de TNF-alfa permanecieron
normoglucémicos durante 40 dias después de la retirada de la pinza en el 78% de los casos. Un total de nueve
ratones NOD diabéticos se trataron con esta terapia, y siete de los nueve ratones NOD tuvieron histologia
pancreatica que demostrd la regeneracion sostenida y continuada de los islotes durante dias a semanas tras la
retirada de la pinza euglucémica (Tabla 3, Fig. 5). En general, los islotes hospedantes tuvieron acumulaciones
linfociticas circunferenciales, y en algunos casos fueron positivas a aldehido fucsina (es decir, tuvieron insulina en
exceso, mas alla de la cantidad para mantener la normoglucemia).

Por lo tanto, la regeneracion de los islotes se optimizé en ratones NOD diabéticos probados mediante el
mantenimiento de los niveles de glucemia (usando una pinza euglucémica), ablacion de linfocitos autorreactivos
(mediante induccién breve de TNF-alfa), y exposicion repetida a células que presentan MHC clase | y péptido,
después de un curso de 40 dias de inyecciones bisemanales de esplenocitos B6. Ademas, después de que la
terapia se detuvo y se elimind la autoinmunidad, el rescate inmediato y la expansion continua del pancreas
enddgeno fueron suficientes para la tolerancia sostenida a autoantigenos. EI mecanismo de reeducacion de
esplenocitos se definid como dependiente del complejo de educacion de MHC clase | y péptidos endégenos. Como
se demostro en la Tabla 3, la inyeccion de esplenocitos a los que se les extirpé permanentemente las proteinas del
MHC clase | (MHC clase 1) en ratones NOD diabéticos con pinzas euglucémicas condujo a una regeneracion
pobre in situ de los islotes (Tabla 3, grupo 4, Fig. 5). La inyeccion de esplenocitos que carecen de proteinas del MHC
clase Il (MHC clase II"") permitié la regeneracion in situ de los islotes, presumiblemente debido a la expresion
continuada de péptido enddgeno en el contexto de MHC clase | (Tabla 3, grupo 5, Fig. 5). El reestablecimiento de la
autotolerancia y la eliminacion de la autorreactividad dependié de MHC clase | y fue independiente de MHC clase II.
La capacidad de sostenimiento de este tratamiento se demuestra en la Fig. 5. El mantenimiento del azucar en
sangre se observo mas alla de 20 dias tras la retirada de la pinza euglucémica.

Ejemplo 5: Regeneracion del pancreas endogeno (para fines ilustrativos solamente)

Generalmente, el porcentaje de células T CD3" en ratones NOD jévenes (< 12 semanas) es bajo, pero después de
30 semanas el porcentaje de células T CD3" aumenta drasticamente y supera el de los ratones del control. A fin de
evaluar el impacto de la regeneracion exitosa del pancreas y del rescate sobre la seleccion de linfocitos NOD, se
llevé a cabo el anélisis citométrico de flujo en células T CD3" procedentes de ratones NOD tratados.

Los porcentajes de células T CD3" esplénicas se evaluaron en 5 NOD tratados que reciben diversos tratamientos;
representados en la Fig. 6 a 5 hasta 26 dias después de que el tratamiento se detuvo. Un raton hembra NOD de
edad parecida sin tratar, tratado con insulina, tuvo 56% de tincién de esplenocitos con anticuerpos anti-CD3. El ratdon
hembra B6 de edad parecida tuvo 27% de esplenocitos positivos (Fig. 6), una tendencia previamente dada a
conocer (Miyazaki Clin. Exp. Immunol. 85:60,622; Pontesilli Clin. Exp. Immunol. 97:70,84). Dos ratones se trataron
con éxito a través de inmunizaciones de esplenocitos B6 o B6 clase " junto con induccion de TNF-alfa, y
presentaron rescate y regeneracion del pancreas. Sorprendentemente, ambos ratones NOD tratados con éxito
tuvieron 40% de tincion de esplenocitos con anticuerpos anti-CD3" (Fig. 6). En notable contraste, los ratones NOD
de edad parecida tratados sin éxito (tratados con solamente la terapia de induccion de TNF-alfa o con la terapia de
induccion de TNF-alfa junto con esplenocitos B6-MHC clase 1) no tuvieron alteraciones en el nimero elevado de
células CD3" esplénicas (Fig. 6). Por lo tanto, el impacto de la autoinmunidad detenida y el restablecimiento de la
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tolerancia fue sistémico, e incluyo la seleccién notablemente alterada de células T que normaliz6 parcialmente los
numeros de linfocitos T CD3" en el bazo.

Ejemplo 6: Monitorizacion in vitro
Escenario Il de tratamiento

Cribado previo: Un sujeto humano que presenta los sintomas de diabetes tipo | se llevara al hospital para hacer una
Unica donacion de sangre que se dividira en dos tubos. Un tubo se usara para identificar la presencia de
autoanticuerpos, y el otro tubo se usara en una identificacion in vitro de muerte celular apoptética (es decir, inducida
mediante TNF) o muerte celular acelerada debido a cualquier agente medioambiental o quimico. Esta muestra inicial
se usara para obtener un nivel de péptido C de linea base para verificar la ausencia de islotes funcionales. La
sensibilidad in vitro aumentada a la muerte celular mediante cualquier ruta de muerte celular apoptética sera un
requisito previo para la terapia futura.

Tratamiento de diabetes de comienzo juvenil: Si los autoanticuerpos frente a células de los islotes estan presentes,
concluiremos que el pancreas esta todavia intentando regenerarse. De este modo, si la autoinmunidad existente se
eliminé mediante tratamiento, los islotes podrian volver a crecer con éxito.

Un enfoque barato para intentar rescatar inmediatamente el pancreas seria llevar a cabo repetidamente
administraciones de BCG, como un inmunoestimulante no especifico que podria elevar con éxito los niveles de la
actividad de TNF alfa endogeno. TNF-alfa endégeno exterminara solamente las células autoinmunes (es decir, las
células con un defecto en la proteccion frente a la apoptosis). Inicialmente comenzaremos con una inmunizacion
semanal de BCG. Se recogeran muestras de sangre a las 24-48 horas después de la inmunizacién de BCG y se
ensayaran in vitro (en cultivo celular) para determinar la persistencia de células autoinmunes sensibles a TNF-alfa.
Las células aisladas, que se hacen crecer en cultivo celular, se examinaran para determinar si las células
autoinmunes, sensibles a la muerte, son eliminadas o reducidas mediante esta administracion.

Si la respuesta a la inmunizacion de BCG es positiva, entonces comenzaremos la inmunizaciéon con linfocitos
donantes. Idealmente, estas inmunizaciones linfociticas podrian ser de ambos progenitores e implicarian infusiones
semanales en el nifio diabético, para ser administradas simultaneamente con inmunizaciones de BCG. En algunos
casos, los linfocitos donantes seran irradiados para disminuir el riesgo de transferencia de infecciones.
Introduciremos los linfocitos intravenosamente a una dosis de aproximadamente 9 x 10°a 9 x 10° para comenzar.
Con el ensayo de monitorizacion in vitro, esperamos ser capaces de identificar una dosis 6ptima. Nuestra meta es
continuar este tratamiento desde un minimo de 40 dias hasta alrededor de 6 meses, o hasta que se encuentra
péptido C humano positivo en la sangre y se reduce la dosificacion de insulina. Los signos tempranos de posible
éxito de la induccion de la tolerancia pueden no ser solamente la presencia de péptido C, sino también la presencia
de células sensibles a TNF-alfa (autorreactivas). Esto seria una indicacion de que la reeducacion es completa.
También, se predice que el fenotipo de células linfoides periféricas se convertiria posiblemente a un fenotipo mas
maduro (mostrado por una relacion menor de CD45RA a CD45R0). De este modo, la identificacion en el laboratorio
implicara ensayos de muerte celular y marcadores superficiales de linfocitos de selecciéon de células T mejorada.
Esperamos también observar cambios totales, tales como la reseleccion de células T periféricas y nimeros totales
de células CD3 que disminuyen debido a la reintroduccion directamente de células linfoides, o debido a la
regeneracion de islotes que reseleccionan células T periféricas.

Tratamiento de comienzo en la adultez: Si el paciente tiene 40 afios y ha tenido diabetes durante 20 afios o mas,
seguiremos el mismo protocolo de tratamiento, pero extenderemos el tratamiento durante un periodo de tiempo mas
largo. En enfermedad de larga duracion, es posible que las células precursoras de los islotes del pancreas sean
efectivamente inactivas y ya no puedan multiplicarse debido a afios de ataque autoinmune. Este tratamiento puede
proteger al paciente de las complicaciones de la enfermedad, que en algunos casos pueden estar relacionadas
directamente con las citocinas alteradas de las células linfoides pobremente seleccionadas que provocan fibrosis.
Ademas, este tratamiento puede eliminar las células autorreactivas que provocan fibrosis y otras complicaciones.
Finalmente, este tratamiento puede permitir, por primera vez, que los islotes sean transplantados con la barrera
siendo solamente supervivencia de los islotes, no supervivencia de los islotes del rechazo de injerto o supervivencia
de los islotes frente a autoinmunidad.

Escenario Il de tratamiento

Sujetos: Para este estudio se reclutaran pacientes que son mayores de 18 afios pero menores de 45 afios y que
tienen diabetes tipo 1 (insulinodependiente y con tendencia a la cetosis). Los participantes tendran que tener una
duracion de la diabetes tipo 1, fechada desde el momento de la administracion de insulina, de al menos un mes,
pero no mas de 5 afios. La razén para el criterio de duracién se afirma en la esperanza de que las personas con
menos de 5 afios de duracién todavia tendran masa residual de células beta que se puede recuperar. Los pacientes
se identificaran para determinar si tienen autoanticuerpos (anticuerpos anti-GAD y anti-IA-2 o células de los islotes)
presentes. Ademas, se determinara la presencia de masa de células beta que funcionan, segin se mide mediante
niveles detectables (0,2 pmoles/ml) de péptido C tras la estimulacién con glucagén, aunque no sera un requisito para
la inclusion en el estudio. Los criterios de exclusion incluiran a personas que han tenido una vacunacion previa con
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BCG, un historial de tuberculosis clinica, o un ensayo de PPD positivo, una respuesta positiva a un ensayo de PPD
intermedio (5 Ul), o cualesquiera condiciones afecciones de la piel agudas o crénicas.

Procedimientos del estudio: A los voluntarios idoneos, segun se juzga mediante revision de los historiales médicos,
se les pedira que vengan al Diabetes Research Center donde se les medira tanto la secrecién en ayunas como la
estimulada (6 min. después de 1 mg de glucagén administrado iv) de péptido C (insulina endégena). Ademas, se
obtendran muestras de sangre para medir el estado de autoanticuerpos (véase anteriormente) y el nivel de TNF y
linfocitos T autorreactivos o células linfoides periféricas con sensibilidad a la apoptosis. Finalmente, si no hay un
nivel reciente de hemoglobina A1c (dentro de las cuatro semanas), se obtendra uno. También se obtendra un panel
estandar de ensayos de funcion hepatica y un CBC con diferencial.

La induccion de TNF-alfa, por ejemplo mediante administracion de CFA o “vacunacion” de BCG, se llevara a cabo
con un método estandar con una inyeccion percutanea de 0,3 ml de una disoluciéon 50 mg/ml (Organon) en el area
del deltoides. Después de que la disolucion de BCG se aplica tépicamente a la piel, se demanda un disco de
multipuncién estéril para administrar percutaneamente BCG.

A los voluntarios se les pedira que vuelvan a intervalos semanales durante cuatro semanas para tener una muestra
de sangre obtenida para las medidas repetidas de TNF y linfocitos autorreactivos (1 tubo de tapa verde y 1 tubo de
tapa roja). El sitio de vacunacion (area del deltoides) se examinara en cada una de estas ocasiones para determinar
si se ha producido cualquier ulceracion o reaccion local significativa. Ademas, a los pacientes se les preguntara con
respecto a cualesquiera sintomas febriles u otros sintomas sistémicos que puedan haber ocurrido. Después de
cuatro semanas, se realizara en los pacientes una vacunacion repetida en el brazo opuesto y continuara una
monitorizacion semanal similar durante otros dos meses.

Dependiendo de los resultados del primer grupo de 5 sujetos, se realizaran ajustes en la dosis y/o frecuencia de la
vacunacion de BCG para un grupo subsiguiente de 5 individuos.

Riesgos: Los riesgos implicados en este estudio son pequefios e incluyen el malestar menor de obtener muestras de
sangre. El volumen total de sangre obtenido durante el transcurso del estudio de tres meses sera considerablemente
menor que el proporcionado habitualmente en una Unica donacién de sangre. El ensayo de péptido C estimulado
con glucagon se usa habitualmente en protocolos experimentales. La inyeccion de glucagén puede estar asociada
con una nausea leve que habitualmente desaparece en 5 minutos. Raramente (menos de 1 en 20), los sujetos
pueden vomitar después del glucagoén.

La vacunacion de BCG se ha usado durante mas de 30 afios en muchos paises, incluyendo Canada y en Europa del
Este, como vacunacién contra la tuberculosis. Los efectos secundarios reconocidos de la vacunacion de BCG
incluyen malestar local leve en el sitio de vacunacion con un exantema papuloso que se desarrolla en el sitio 10-14
dias después de la vacunacion y que alcanza un diametro maximo de 3 mm 4-6 semanas después de la vacunacion.
El exantema se puede descamar después, y raramente deja una cicatriz visible. Raramente se observa adenopatia
local en nifios, pero casi nunca en adultos. Sucesos raros incluyen osteomielitis, reacciones lupoides, infecciones
diseminadas por BCG, y muerte. La frecuencia de estas reacciones graves esta entre 1 en 1.000.000 y 1 en
5.000.000 de vacunaciones, y han ocurrido casi exclusivamente en nifios inmunosuprimidos. La mayoria de la
experiencia reciente con BCG ha sido en el tratamiento intravesicular de cancer de vejiga, en el que se realizan
instilaciones semanales de BCG durante 6 semanas. Finalmente, la vacunaciéon de BCG se ha usado en diabetes
tipo 1 sin que se hayan observado ninguna consecuencia adversa.
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REIVINDICACIONES

1. Bacilo Calmette-Guérin (BCG) para uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmune probada en un ser
humano, en el que la enfermedad autoinmune se selecciona de diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis
multiple, insuficiencia ovarica prematura, esclerodermia, enfermedad de Sjogren, lupus, vitiligo, alopecia,
insuficiencia poliglandular, enfermedad de Grave, hipotiroidismo, polimiositis, pénfigo, enfermedad de Crohn, colitis,
hepatitis autoinmune, hipopituitarismo, miocarditis, enfermedad de Addison, una enfermedad autoinmune de la piel,
uveitis, anemia perniciosa, hipoparatiroidismo, y artritis reumatoide,

caracterizado por que dicho uso comprende ademas:
i) monitorizar periddicamente la tasa de muerte celular de células autoinmunes en dicho ser humano; y

ii) ajustar periddicamente la dosis de BCG administrada a dicho ser humano basado en la monitorizacion de
la etapa i),

en el que dicho uso da como resultado un aumento del nimero de células funcionales de un tipo predeterminado en
dicho ser humano.
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