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DESCRIPCION
Nuevas composiciones y métodos para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y alérgicas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de inmunologia y medicina. La presente invencion proporciona métodos
mejorados y composiciones para el tratamiento y la prevencion de enfermedades autoinmunes y alérgicas. Mas
especificamente, la invencion se refiere a nuevos complejos inmunomoduladores que son proteinas de fusién que
comprenden subunidades mutantes de endotoxinas bacterianas, un péptido capaz de unirse a un receptor celular
especifico, y uno o mas epitopos que provocan alergia o autoantigénicos asociados con una enfermedad autoinmune o
alérgica.

Antecedentes
Enfermedad autoinmune y modulacién de la respuesta inmune

La enfermedad autoinmune es cualquier enfermedad causada por células inmunes que se convierten en mal dirigidas
en células y/o tejidos del cuerpo sanos. Enfermedad autoinmune afecta a 3% de la poblacion de los Estados Unidos, y
es probable un porcentaje similar de la poblacién mundial industrializada (Jacobson et al., Clin Immunol Immunopathol
84: 223-43, 1997). Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por los linfocitos T y B que se dirigen de forma
aberrante a autoproteinas, -polipéptidos, -péptidos, y/u otras automoléculas, causando lesiones y o mal funcionamiento
de un 6rgano, tejido, o tipo de célula dentro del cuerpo (por ejemplo, pancreas, cerebro, tiroides o tracto gastrointestinal)
para causar las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Marrack et al., Nat Med 7: 899-905, 2001). Las
enfermedades autoinmunes incluyen enfermedades que afectan a tejidos especificos, asi como enfermedades que
pueden afectar multiples tejidos. Para algunas enfermedades, esto puede, en parte, depender de si las respuestas
autoinmunes se dirigen a un antigeno limitado a un tejido particular, o a un antigeno que se encuentra ampliamente
distribuido en el cuerpo. El rasgo caracteristico de la autoinmunidad especifica de tejido es la direccion selectiva de un
solo tejido o tipo de célula individual. Sin embargo, ciertas enfermedades autoinmunes que se dirigen a las
autoproteinas ubicuas también pueden afectar a tejidos especificos. Por ejemplo, en la polimiositis, la respuesta
autoinmune se dirige a la proteina ubicua histidil-ARNt sintetasa, sin embargo, las manifestaciones clinicas implican
principalmente la destruccién autoinmune de musculo.

El sistema inmunitario emplea un mecanismo muy complejo disefiado para generar respuestas para proteger a los
mamiferos contra una variedad de patégenos foraneos, mientras que al mismo tiempo previenen las respuestas contra
autoantigenos. Ademas de decidir si responder (especificidad de antigeno), el sistema inmune también debe elegir las
funciones efectoras apropiadas para hacer frente a cada patdgeno (especificidad efectora). Una célula fundamental en
la mediacion y la regulaciéon de estas funciones efectoras es la célula T CD4+. Adicionalmente, es la elaboracion de
citocinas especificas de las células T CD4* que parece ser el principal mecanismo por el cual las células T median sus
funciones. Por lo tanto, la caracterizacion de los tipos de citoquinas producidas por las células T CD4* asi como cémo
se controla su secrecion es extremadamente importante en la comprension de como se regula la respuesta inmune.

La caracterizacion de la produccion de citoquinas de clones de células T CD4* de ratén a largo plazo se publicé por
primera vez hace mas de 20 afios (Mosmann et al., J Immunol 136: 2348- 2357,1986). En estos estudios, se demostro
que las células T CD4* producen dos patrones distintos de la produccion de citoquinas, que se designan células T
auxiliares 1 (Th1) y T auxiliares 2 (Th2). Se encontré que las células Th1 producen interleucina-2 (IL-2), interferén-y
(IFN-y) y linfotoxina (LT), mientras que los clones Th2 predominantemente producen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13 (Cherwinski
et al., J Exp Med 169:1229-1244, 1987). Algo mas tarde, las citoquinas adicionales, IL-9 e IL-10, se aislaron a partir de
clones Th2 (Van Snick et al., J Exp Med 169:363-368, 1989) (Fiorentino et al., J Exp Med 170:2081-2095, 1989). Por
ultimo, se encontrd que las citoquinas adicionales, tales como IL-3, factor de estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) y factor-o de necrosis tumoral (TNF-a) se secretan tanto por células Th1 como Th2.
Recientemente, se informé de que las células T CD4* aisladas a partir de las articulaciones inflamadas de pacientes con
la enfermedad de Lyme contienen un subconjunto de células T CD4* productoras de IL-17 que son distintas de Th1 y
Th2 (Infante-Duarte et al., J. Immunol 165:6107-6115, 2000). Estas células T CD4* productoras de IL-17 se designan
Th17. IL-17, una citoquina proinflamatoria producida principalmente por células T activadas, mejora la imprimacion de
células T y estimula fibroblastos, células endoteliales, macréfagos y células epiteliales para producir multiples
mediadores proinflamatorios, incluyendo IL-1, IL-6, TNF-a, NOS-2, metaloproteasas, y quimiocinas, lo que resulta en la
induccién de la inflamacion. La expresion de IL-17 se aumenta en pacientes con una variedad de enfermedades
alérgicas y autoinmunes, tales como RA, MS, enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), y asma, lo que sugiere la
contribucioén de la IL-17 a la induccion y/o desarrollo de dichas enfermedades.

Existe una amplia evidencia que muestra que las células T supresoras, ahora llamadas células T reguladoras (células
Treg), suprimen las células T autorreactivas como un mecanismo activo de la tolerancia inmune periférica. Hasta el
momento, se ha establecido firmemente que las células Treg se pueden dividir en dos subtipos diferentes, a saber, las
poblaciones naturales (o constitutivas) e inducible (o adaptativas) de acuerdo con sus origenes (Mills, Nat Rev Immunol
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4:841-855, 2004). Ademas, una variedad de subconjuntos de células Treg se han identificado de acuerdo a sus
marcadores de superficie o productos de citoquinas, tales como células Treg CD4+ (incluyendo las células naturales
Treg CD4+CD25+, células Tr1 productoras de IL-10, y células Th3 productoras de TGF-B), células Treg CD8+, células
Veto CD8+, células 3T, células NKT (NK1.1+CD4-CD8), células NK1.1- CD4-CD8-, etc. La acumulacion de pruebas ha
demostrado que las células Treg CD4+CD25+ de origen natural desempefian un papel activo en inhibicién de la
expresion de las respuestas autoinmunes patdégenos y en el mantenimiento de la homeostasis inmune (Akbari et al, Curr
Opin Immunol. 15: 627-633, 2003).

La enfermedad autoinmune abarca un amplio espectro de enfermedades que pueden afectar a muchos 6rganos y
tejidos diferentes dentro del cuerpo (véase, por ejemplo, Paul, W.E. (1999), Fundamental Immunology, Fourth Edition,
Lippincott-Raven, New York.)

Las terapias actuales para la enfermedad autoinmune humana incluyen glucocorticoides, agentes citotoxicos, y agentes
terapéuticos biologicos recientemente desarrollados. En general, el manejo de la enfermedad autoinmune sistémica
humana es empirica y poco satisfactoria. En su mayor parte, los farmacos inmunosupresores en términos generales,
tales como corticosteroides, se utilizan en una amplia variedad de trastornos autoinmunes e inflamatorias graves.
Ademas de los corticosteroides, otros agentes inmunosupresores se utilizan en el manejo de las enfermedades
autoinmunes sistémicas. La ciclofosfamida es un agente alquilante que causa profundo agotamiento de ambos linfocitos
T y B y el deterioro de la inmunidad mediada por células. La ciclosporina, tacrolimus, y micofenolato de mofetilo son
productos naturales con propiedades especificas de la supresion de los linfocitos T, y se han utilizado para tratar el
lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (RA) y, en una medida limitada, vasculitis y miositis. Estos
farmacos estan asociados con la toxicidad renal significativa. EI metotrexato también se usa como un agente de
"segunda linea" en la RA, con el objetivo de reducir la progresion de la enfermedad. También se utiliza en la polimiositis
y otras enfermedades del tejido conectivo. Otros enfoques que se han probado incluyen anticuerpos monoclonales
destinados para bloquear la accion de citoquinas o para agotar linfocitos (Fox, Am J Med 99:82-88, 1995). Los
tratamientos para la esclerosis multiple (MS) incluyen interferén g y copolimero 1, lo que reduce la tasa de recaidas en
un 20-30% y sélo tienen un impacto modesto sobre la progresion de la enfermedad. MS también es tratada con agentes
inmunosupresores, incluyendo metilprednisolona, otros esteroides, metotrexato, cladribina y ciclofosfamida. Estos
agentes inmunosupresores tienen una eficacia minima en el tratamiento de MS. La introduccién del anticuerpo Tysabri
(natalizumab), un antagonista alfa-4 integrina, como tratamiento para MS ha sido eclipsada por incidencias de
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML) en pacientes que reciben la terapia. La terapia actual para RA utiliza
agentes que no suprimen especificamente o modulan la funcién inmune, tales como metotrexato, sulfasalazina,
hidroxicloroquina, leuflonamida, prednisona, asi como los antagonistas TNFa recientemente desarrollados etanercept e
infliximab (Moreland et al, J Rheumatol 28.: 1431-1452, 2001). Etanercept e infliximab a nivel mundial bloquean TNFa,
haciendo los pacientes mas susceptibles a la muerte por sepsis, agravamiento de las infecciones micobacterianas
cronicas, y el desarrollo de eventos desmielinizantes.

En el caso de la autoinmunidad especifica de drgano, una serie de diferentes enfoques terapéuticos han sido juzgados.
Antigenos de proteinas solubles se han administrado sistémicamente para inhibir la respuesta inmune posterior a ese
antigeno. Tales terapias incluyen la entrega de la proteina basica de la mielina, su péptido dominante, o una mezcla de
proteinas de la mielina a los animales con encefalomielitis autoinmune experimental y los seres humanos con esclerosis
multiple (Brocke et al., Nature 379: 343-6, 1996; Critchfield et al., Science 263: 1139-43, 1994; Weiner et al., Annu Rev
Immunol 12: 809-37, 1994), administracion de colageno de tipo Il o una mezcla de proteinas de colageno a los animales
con artritis inducida por colageno y seres humanos con artritis reumatoide (Gumanovskaya et al., Immunology 91: 466-
73, 1999; McKown et al., Arthritis Rheum 42: 1204-8, 1999; Trentham et al., Science 261: 1727-30, 1993), entrega de
insulina a los animales y los seres humanos con diabetes autoinmune (Pozzilli and Gisella Cavallo, Diabetes Metab Res
Rev 16: 306-7, 2000), y la entrega de antigeno S a animales y seres humanos con uveitis autoinmune (Nussenblatt et
al., Am J Ophthalmol 123: 583-92, 1997). Otro enfoque es el intento de disefiar estrategias terapéuticas racionales para
la administracion sistémica de un antigeno de péptido basado en la interaccion especifica entre los receptores de las
células T y péptidos unidos a moléculas MHC. Un estudio utilizando el enfoque de péptido en un modelo animal de
diabetes resulté en el desarrollo de la produccion de anticuerpos para el péptido (Hurtenbach et al., J Exp Med
177:1499, 1993). Otro enfoque es la administracion de inmunizacion con péptidos del receptor de células T (TCR)
(véase, por ejemplo, Vandenbark et al., Nature 341:541, 1989). Otro enfoque es la induccion de la tolerancia oral por la
ingestion de antigenos de péptidos o proteinas (véase, Weiner, Immmunol Today 18:335, 1997).

La tolerancia de la mucosa se refiere al fendmeno de la tolerancia sistémica a desafiar con un antigeno que ha sido
previamente administrado a través de una via mucosal, por lo general por via oral, nasal o naso-respiratorio, sino
también vaginal y rectal (Weiner et al., Annu Rev Immunol 12:809-837, 1994). La tolerancia de la mucosa fue
descubierto a principios del siglo 20 en los modelos de tipo retardado y las reacciones de hipersensibilidad de contacto
en cobayas, pero los mecanismos de tolerancia permanecié mal definidos hasta la era de la inmunologia moderna. El
uso de técnicas de separacion de células, pruebas de la produccion de citoquinas y modelos transgénicos en los que las
células T especificas de antigeno pueden ser rastreadas in vivo han elucidado gradualmente mecanismos de tolerancia
de la mucosa (Garside and Mowat., Crit Rev Immunol 17:119-137, 1997). Se ha hecho evidente que la administracion
del antigeno a través de vias mucosas puede resultar en distintos tipos de tolerancia, dependiendo de la ruta de
administracion y la dosis de antigeno. Por ejemplo, una alta dosis de antigeno por via oral induce la activacion de
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células T seguido por delecion o anergia de las células T respondedoras (Chen et al., Nature 376:177-180, 1995),
analogas a la administracion parenteral de antigeno soluble de dosis alta. Esto resulta en la extincion de las células T
especificas a ese antigeno y la falta de respuesta a la exposicion al antigeno posterior, esto es, tolerancia pasiva. Por el
contrario, una dosis baja de antigeno por via oral no induce delecion o anergia, pero, cuando se administra
repetidamente, induce un tipo distinto de la respuesta inmune caracterizada por la aparicién de células T reguladoras
protectoras, células Treg, que secretan citoquinas anti-inflamatorias, esto es, tolerancia activa (von Herrath, Res
Immunol. 148:541-554, 1997). Estas células Treg generalmente pertenecen a la clase de células T CD4 (auxiliares). La
instilacion de antigeno de proteina intacta sobre la mucosa nasofaringea también induce a las células Treg que son de
proteccion. En este caso, las células T tanto CD4 como CD8 pueden ser inducidas. Las células Treg reguladoras
inducidas después de la administracion de antigeno oral o intranasal producen citoquinas anti-inflamatorias tales como
IL-4, IL-10 y TGF-B. Para inducir la tolerancia de la mucosa, el antigeno también se puede administrar en forma de
aerosol. La administracion a través de estas tres rutas, oral, intranasal e inhalacién de aerosol, se traduce en la
captacion y presentacion de antigenos en diferentes compartimentos linfoides en cada caso. De acuerdo con lo anterior,
el antigeno por via oral se presenta a las células T en su mayoria en los ganglios linfaticos mesentéricos y en cierta
medida en las placas de Peyer, antigeno intranasal en ganglios linfaticos cervicales profundos y antigeno inhalado en
los ganglios linfaticos mediastinicos. La exposicion repetida al antigeno en cada caso es capaz de inducir células T
reguladoras, pero la naturaleza de estas células difiere, dependiendo de la ruta y forma de antigeno. Mientras que las
células reguladoras inducidas por el antigeno oral son las células T CD4 y expresan los receptores de células T (TCR)
que consiste en heterodimeros of3, en el caso de antigeno naso-respiratorio, las células reguladoras también pueden
ser células T CD8 que expresan un TCR heterodimero yd (esto es, células Ty3). Algunas de estas células también
pueden tener un receptor CD8 que es un homodimero aa en lugar del TCR heterodimeroaf3 convencional. La mayoria
de las células que llevan el CD8aa. y TCRyd residen en la piel o tejidos de mucosas.

En las ultimas décadas, ha habido un aumento significativo tanto en la incidencia como la prevalencia de las
enfermedades alérgicas en los paises occidentales. La rinitis alérgica es la mas comin de estas enfermedades, que
afecta a 15 a 20% de la poblacién. La reaccion alérgica es provocada por entrecruzamiento mediado por alergeno de
IgE especifica en la superficie de los mastocitos y basofilos, conduciendo a la liberacién de histamina y otros
mediadores, lo que provoca una reaccion alérgica aguda, seguido por una reaccion de fase tardia caracterizada por una
afluencia de eosindfilos, neutréfilos y células Th2 que producen IL-4, IL-5y 1L-13.

La inmunoterapia especifica (SIT) se reconoce como un tratamiento eficaz de la rinitis alérgica. Tradicionalmente, SIT se
ha llevado a cabo mediante la administracion subcutanea repetida de pequefias cantidades de alergeno especifico.
Aunque esta forma de tratamiento puede ser una opcion terapéutica eficaz, existen preocupaciones con la seguridad de
esta forma de inmunoterapia, asi como con la dificultad de estandarizar el extracto de alergeno utilizado como vacuna.
Por consiguiente, hay un fuerte interés en el desarrollo de tratamientos alternativos y novedosos contra las
enfermedades alérgicas. Uno de los enfoques es la utilizacion de las vacunas mucosas (Widermann, Curr Drug Targets
Inflamm Allergy 4, 577-583, 2005). Otras alternativas se basan en el uso de derivados de alérgenos con reducida o no
alergenicidad como vacunas (Vrtala et al., Methods 32, 313-320, 2004). Estos incluyen alérgenos obtenidos por
ingenieria de proteinas y péptidos sintéticos que representan epitopos de células T inmunodominantes de alérgenos.
Por ejemplo, Ole e1 ha sido identificado como el alergeno mas relevante de polen de oliva (Wheeler et al., Mol Immunol
27,631-636, 1990).

Las respuestas inmunes estan actualmente alteradas por polipéptidos de entrega, solos o en combinacidon con
adyuvantes (agentes inmunomoduladores). Por ejemplo, la vacuna del virus de la hepatitis B contiene antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B recombinante, un no-auto antigeno, formulado en hidroxido de aluminio, que sirve
como un adyuvante. Esta vacuna induce una respuesta inmune contra el antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B para proteger contra la infeccion. Un enfoque alternativo implica la entrega de una forma atenuada, deficiente en
replicacion, y/o no patégena de un virus o bacteria, cada un no-auto antigeno, para provocar una respuesta inmune
protectora del huésped contra el patdgeno. Por ejemplo, la vacuna oral contra la poliomielitis se compone de un virus
vivo atenuado, un no-auto antigeno, que infecta a las células y se replica en el individuo vacunado para inducir una
inmunidad eficaz contra el virus de la polio, un foraneo o no-auto antigeno, sin causar enfermedad clinica.
Alternativamente, la vacuna de la polio inactivada contiene un virus inactivado o "muerto" que es incapaz de infectar o
replicarse y se administra por via subcutanea para inducir inmunidad protectora contra el virus de la polio.

Las terapias de ADN se han descrito para el tratamiento de enfermedades autoinmunes. Tales terapias de ADN incluyen
moléculas de ADN que codifican las regiones de unién a antigeno del receptor de células T para alterar los niveles de
células T autorreactivas que impulsan la respuesta autoinmune (Waisman et al., Nat Med 2:899-905, 1996; la Patente
de los Estados Unidos 5,939,400). Moléculas de ADN que codifican autoantigenos estaban unidos a las particulas y se
entregan por pistola de genes a la piel para evitar la artritis inducida por MS y colageno. (WO 97/46253; Ramshaw et al.,
Immunol Cell Biol 75:409-413, 1997). Moléculas de ADN que codifican las moléculas de adhesion, citoquinas (por
ejemplo, TNFa), quimiocinas (por ejemplo, quimiocinas CC), y otras moléculas inmunes (por ejemplo, Fas-ligando) se
han utilizado para el tratamiento de enfermedades autoinmunes en modelos animales (Youssef et al., J Clin Invest
106:361-371, 2000; Wildbaum et al., J Clin Invest 106:671-679, 2000; Wildbaum et al., J Immunol 165:5860-5866, 2000).
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Los métodos para tratar la enfermedad autoinmune por la administracion de un acido nucleico que codifica uno o mas
autoantigenos se describen en WO 00/53019, WO 2003/045316 y WO 2004/047734. Si bien estos métodos han tenido
éxito, todavia se necesitan mas mejoras.

Se utilizan enterotoxinas bacterianas como adyuvantes inmunoestimulantes en las vacunas para la prevencion de
enfermedades infecciosas. La toxina del célera (CT) y la estrechamente relacionada toxina labil al calor E. coli (LT) son
quizas los adyuvantes de la mucosa mas potentes y mejor estudiados en el uso experimental de hoy (Rappuoli et al.,
Immunol Today 20:493-500), pero cuando se utiliza en la clinica, su potencial toxicidad y la asociacion con los casos de
paralisis de Bell (paralisis del nervio facial) han dado lugar a su retirada del mercado (Gluck et al., J Infect Dis 181:
1129-1132, 2000; Gluck et al., Vaccine 20 (Suppl.1):S42-44, 2001; Mutsch et al., N Engl J Med. 350: 896-903, 2004).
Las enterotoxinas bacterianas CT y LT han demostrado ser eficaces inmunopotenciadores en animales de
experimentacion, asi como en los seres humanos (Freytag et al., Curr Top Microbiol Immunol 236: 215-236, 1999).
Estructuralmente, estas enterotoxinas son complejos de ABs, y consisten en una subunidad A1 ADP-ribosiltransferasa
activa y una subunidad A2 que une la A1 a un pentamero de subunidades B. Los holotoxinas se unen a la mayoria de
las células de mamifero a través de la subunidad B (CTB), que interactia especificamente con el receptor de
gangliésido GM1 en la membrana celular. Considerando que se han encontrado que las holotoxinas mejoran las
respuestas inmunitarias de las mucosas, conjugadas entre CTB y el antigeno se han usado para inducir tolerancia
especifica del sistema inmune (Holmgren et al., Am J Trop Med Hyg 50: 42-54, 1994). Los estudios en ratones han
demostrado que la CT y LT se pueden acumular en el nervio y bulbo olfatorio cuando se administra por via intranasal,
un mecanismo que depende de la capacidad de las subunidades B de CT o LT para unirse a receptores de gangliésido
GM1, presente en todas las células de mamiferos nucleadas (Fujihashi et al., Vaccine 20: 2431-2438, 2002). Aunque los
mutantes menos toxicos de CT y LT han sido disefiados con la funcién adyuvante sustancial, tales moléculas aun tienen
un riesgo significativo de causar reacciones adversas (Giuliani et al., J Exp Med 187: 1123-1132, 1998; Yamamoto et al.,
J Exp Med 185: 1203-1210, 1997), especialmente cuando se considera que la capacidad adyuvante de CT y LT parece
ser una combinacion de la actividad de ADP-ribosiltransferasa de la subunidad A y la capacidad de unirse a receptores
de gangliosidos en las células diana (Soriani et al., Microbiology 148:667-676, 2002). Estas observaciones y otras
impiden el uso de holotoxinas CT o LT en las vacunas para los seres humanos. Por otra parte, las observaciones
recientes han demostrado que es posible retener las funciones adyuvantes de estas moléculas sin toxicidad o muy
reducida toxicidad por la introduccion de mutaciones de localizacion dirigida en el gen que codifica para la subunidad
A1. Ejemplos de moléculas mutantes que han demostrado ser adyuvantes eficaces son LTK63 y LTR72 (Giuliani et al., J
Exp Med 187: 1123-1132, 1998), el primero sin actividad enzimatica y el segundo con capacidad de ribosilaciéon de ADP
reducida significativamente. A pesar de esto, la unién dependiente del receptor gangliésido GM1 sigue siendo un
problema en estos mutantes, y por lo tanto todavia puede causar acumulacion de las células nerviosas y neurotoxicidad.

Una mejor solucion a este dilema de la eficacia frente a toxicidad es la molécula CTA1-DD que ha demostrado ser una
de la mucosa muy eficaz y adyuvante sistémico (Agren et al., J Immunol 158: 3936-3946, 1997; US 5,917,026). Este
adyuvante unico se basa en la subunidad A1 enzimaticamente activa de CT, en combinacién con un dimero de un
elemento de unién de la inmunoglobulina de la proteina A de Staphylococcus aureus. La molécula de este modo evita la
union a todas las células nucleadas, lo que podria dar lugar a reacciones no deseadas, y explota plenamente la enzima
de CTA1 en la holotoxina. De acuerdo con lo anterior, todos los estudios realizados hasta la fecha han encontrado que
CTA1-DD no es toxica y ha conservado excelentes funciones inmunopotenciadoras. Cuando se administra
sistémicamente, CTA1-DD proporciona un efecto adyuvante comparable al de CT intacta, aumentando en gran medida
la inmunidad tanto celular como humoral contra inmundégenos especificos coadministrados con el adyuvante. También
funciona como un adyuvante de la mucosa y debe ser seguro, ya que carece de la subunidad B que es un requisito
previo de la toxicidad holotoxina de CT. CTA1-DD no puede unirse a los receptores de gangliésidos; mas bien, se dirige
a las células B, lo que limita el adyuvante de CTA1-DD a un repertorio limitado de células que puede interactuar. Sin
embargo, el efecto adyuvante no es completamente dependiente de las células B, como se muestra en la fuerte
induccién de la inmunidad especifica de células T CD4 después de las inmunizaciones intranasales utilizando el
adyuvante CTA1-DD en ratones con deficiencia de células B (Eliasson et al., Vaccine 25: 1243-52, 2008, Akhiani et al.,
Scand J. Immunol 63: 97-105,2006).

El efecto adyuvante de CTA1-DD estuvo ausente en los mutantes CTA1-E112K-DD y CTA1-R7K-DD, que carecen la
actividad enzimatica de ribosilacion de ADP (Lycke, Immunol Lett 97: 193-198, 2005).

WO 2009/078796 describe ademas complejos inmunomoduladores que comprenden el mutante CTA1-R7K-DD, y mas
especificamente los complejos inmunomoduladores que comprenden CTA1-R7K-DD unido al péptido de colageno I
inmunodominante compartido que comprende los aminoacidos 260-273 (Cl1260-273).

Un conjugado de CTB y un péptido derivado de colageno Il de bovino ha demostrado ser capaz de proteger a los
ratones de desarrollar una enfermedad del oido autoinmune inducida por colageno, asi como la artritis inducida por
colageno (Kim et al., Ann Otol Rhinol Laryngol 110: 646-654, 2001; Tarkowski et al., Arthritis Rheum 42: 1628-34, 1999).
Sin embargo, CTB puede no ser apropiado para uso humano debido a sus propiedades de unidn de gangliésido GM1 y
posibles efectos neurotdxicos, como se discutié anteriormente.

Los complejos inmunomoduladores de la presente invencion difieren de los complejos inmunomoduladores que
comprenden el mutante CTA1-R7K-DD de acuerdo con WO 2009/078796 al menos en que el aminoacido 187 se ha
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cambiado a partir de cisteina a alanina y, opcionalmente, en que un residuo de lisina, ademas, se ha insertado en el
terminal N de la subunidad CTA1 1 mutante.

Los inventores de la presente invencion han encontrado sorprendentemente que una sustitucion adicional del
aminoacido 187 cisteina por una alanina de los complejos inmunomoduladores que comprenden el mutante CTA1-R7K-
DD de acuerdo con WO 2009/078796, y en particular los complejos inmunomoduladores que comprende CTA1-R7K-DD
unido al péptido de colageno Il inmunodominante comun, proporciona un efecto terapéutico mejorado de forma
significativa sobre la artritis, con significativamente menor incidencia y gravedad de la artritis en ratones.

Sin limitarse a la teoria, el mecanismo detras de la sorprendente mejora en el efecto terapéutico de la CTA1-
R7K/C187A-DD de acuerdo con la presente invencion en comparaciéon con CTA1-R/K-DD de acuerdo con WO
2009/078796 pareceria explicable por el hecho de que la sustitucion del aminoacido 187 cisteina por alanina suprime la
formacion de dimeros a través de enlaces disulfuro.

A priori se desconocia si la obtencion de un efecto terapéutico seria dependiente de al menos algunos o incluso un
grado sustancial de la dimerizacion de la proteina de fusidon resultante. Por lo tanto, antes de los sorprendentes
descubrimientos de los presentes inventores, no fue predecible, ya sea tratando de evitar la dimerizacion de hecho seria
perjudicial para la actividad terapéutica de los complejos inmunomoduladores, y si hacer esta sustitucion de
aminoacidos daria lugar a una proteina de fusién que tiene al menos como buenos efectos terapéuticos como la
construccion CTA1-R7K-DD.

Adicionalmente, los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que la insercién de un residuo de lisina en
el terminal N de la proteina de fusidon aumenta drasticamente la expresion y produccion de la proteina de fusion, K-
CTA1-R7K/C187A-DD, sin ninguna pérdida con respecto a la eficacia terapéutica de la proteina debido a mal
plegamiento, translocacion o degradacién proteolitica. Por lo tanto, hasta ahora era desconocido si la insercion de un
residuo de lisina en el terminal N seria perjudicial para la disponibilidad bioldgica y actividad terapéutica de la proteina
de fusién (por ejemplo, debido a los efectos en el plegado, etc.), y si la inserciéon de lisina en el terminal N daria como
resultado una proteina de fusién con al menos tan buenos efectos terapéuticos como la construccién CTA1-R7K-DD.

Breve descripcion de la invencion

El alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones y cualquier informacion que no cae dentro de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente como informacion.

La presente invencion se refiere a la mejora de los complejos inmunomoduladores y composiciones que los
comprenden, asi como usos de los mismos para la produccion de medicamentos y en métodos para la profilaxis,
prevencion y/o tratamiento de enfermedades autoinmunes o alérgicas. Los complejos inmunomoduladores mejorados
de acuerdo con la invencién son proteinas de fusién que comprenden una subunidad mutante de la subunidad A1 de
ribosilacion de ADP de la toxina del coélera (CTA1), en donde en la subunidad CTA1 mutante, los aminoacidos que
corresponden al aminoacido 7, arginina, y aminoacido 187, cisteina, en la CTA1 nativa han sido reemplazados con lisina
en el aminoacido 7 y la alanina en el aminoacido 187, un péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico en
donde dicho péptido es dimero de la subunidad D de la proteina A de Staphylococcus aureus, y uno o mas epitopos
asociados con la enfermedad. La administracion de una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz del complejo
inmunomodulador a un sujeto provoca la supresion de una respuesta inmune contra un antigeno asociado a la
enfermedad, de ese modo, el tratamiento o prevencion de la enfermedad.

El epitopo puede ser un epitopo autoinmune cuando la enfermedad que se va a tratar es una enfermedad autoinmune y
un epitopo que provoca alergia cuando la enfermedad que se va a tratar es una enfermedad alérgica.

A continuacioén, se describe:

un complejo inmunomodulador que es una proteina de fusién que comprende:

(a) una subunidad mutante de la subunidad A1 de ribosilacion de ADP de la toxina del célera (CTA1),
(b) un péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico, y

(c) uno o mas epitopos asociados con una enfermedad autoinmune o alérgica

en donde, en la subunidad CTA1 mutante, los aminoacidos que corresponden al aminoacido 7, arginina y aminoacidos
187, cisteina, en la CTA1 nativa han sido reemplazados.

En una realizaciéon preferida, el aminoacido lisina ademas ha sido insertado en el terminal N de la subunidad CTA1
mutante.
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La proteina de fusién comprende el mutante CTA1-R7K/C187A (SEQ ID NO: 1), donde el aminoacido 7, arginina, en la
secuencia CTA1 nativa ha sido sustituido por una lisina, y donde el aminoacido 187 cisteina, en la secuencia CTA1
nativa ha sido sustituido por una alanina.

En una realizacion aun mas preferida, la proteina de fusion comprende el mutante K-CTA1-R7K/C187A (SEQ ID NO: 2),
donde el aminoacido 7, arginina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido sustituido por una lisina, en donde el aminoacido
187 cisteina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido sustituido por una alanina, y el aminoacido lisina se ha insertado en el
terminal N.

La sustitucion de aminoacido 7, arginina, por una lisina suprime la actividad de ribosilacion de ADP, la sustitucion del
aminoacido 187, cisteina, por una alanina impide la formacion de dimeros, y la insercidon de una lisina en el terminal N
aumenta drasticamente la expresion y produccion de proteina de fusion.

Por lo tanto, la proteina de fusiéon de acuerdo con la presente invencion, K-CTA1-R7K/C187A, proporciona un efecto
sorprendente y ventajoso en comparacion con CTA1-R7K de acuerdo con WO 2009/078796. Por lo tanto, se ha
encontrado sorprendentemente que el efecto terapéutico de KCTA1-R7K/C187A-COL-DD es significativamente mejor
que el efecto terapéutico de CTA1-R7K-COL-DD, como se puede ver en la disminucién de la gravedad e incidencia de
la artritis en comparacion con el grupo de control de ratones en los ensayos comparativos de los ejemplos 2 y 3.

La proteina de fusién comprende un péptido que se une especificamente a un receptor expresado en una célula capaz
de presentar los antigenos, especialmente células que expresan antigeno por MHC clase | o MHC clase Il. La célula
presentadora de antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste en linfocitos, tales como los linfocitos B, células
T, monocitos, macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans, células epiteliales y células endoteliales.

El péptido es un péptido que se une a los receptores de las células anteriores, preferiblemente a un receptor de Ig o Fc
expresado por dicha célula presentadora de antigeno y mas preferiblemente para los receptores de los linfocitos B y
células dendriticas.

Ejemplos de péptidos especificos son péptidos capaces de unirse a receptores tales como:

(i) factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-C SF), capaz de unirse al receptor de heterodimero
o/p GM-CSF presente en monocitos, neutrofilos, eosindfilos, fibroblastos y células endoteliales,

(ii) CD4 y CD8, expresados en las células T que, junto con el receptor de células T (TcR), actian como correceptores
para moléculas de MHC clase | y MHC clase I, respectivamente. MHC clase | se expresa en la mayoria de células
nucleadas, mientras que moléculas MHC clase Il se expresan en las células dendriticas, células B, monocitos,
macrofagos, mieloides y células precursoras de eritroides y algunas células epiteliales,

(iii) CD 28 y CTLA-4, dos proteinas homodiméricas expresadas principalmente en células T que se unen a CD80 y
CD86B7 expresadas en células B,

(iv) CD40, presente principalmente en la superficie de las células B maduras que interactdan con CD40L (gp39 o CD
154) expresadas en células T,

(v) diferentes isotipos de las regiones constantes de cadena pesada Ig que interactian con un nimero de receptores Fc
de alta o baja afinidad presentes en los mastocitos, basdfilos, eosindfilos, plaquetas, células dendriticas, macréfagos,
células NK y células B,

(vi) receptores del complemento (CRs), CR1, CR2 y CR3, expresados en las células B y células dendriticas foliculares
han demostrado ser importantes en la generacion de respuestas inmunes humorales normales, y probablemente
también participan en el desarrollo de autoinmunidad,

(vii) receptores de lectina tipo C (CLR), como el Dectin-1 expresado en células dendriticas,

(viii) DEC205, un receptor endocitico para la captacion de antigeno y procesamiento expresado en altos niveles en un
subconjunto de células dendriticas,

(ix) CD11c, un receptor de superficie de células de numerosos factores solubles y proteinas (LPS, fibrinogeno, iC3b)
encontrado principalmente en las células mieloides,

(x) el receptor de manosa, presente en las células dendriticas, macrofagos y otras células presentadoras de antigenos,
(xi) el receptor HSP60 especifica, presente en los macrofagos.

(xii) CD103, una cadena de integrina alfa expresada por un subconjunto de células dendriticas.
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(xii) el antigeno 33D1, presente en las células dendriticas.

De acuerdo con la invencion, dicho péptido esta constituido por la proteina A o un fragmento del mismo en una o varias
copias, tales como una o mas subunidades D de los mismos. Dicho péptido puede estar constituido por un fragmento de
anticuerpo, tal como un fragmento de anticuerpo de una sola cadena, que se une especificamente a un receptor
expresado en una célula capaz de presentar los antigenos.

El péptido es preferiblemente tal que la proteina de fusion resultante esta en posesion de la solubilidad en agua y la
capacidad de dirigir la proteina de fusién a un receptor celular especifico diferente de los receptores de union a la toxina
nativa, mediando de este modo la captacion intracelular de al menos dicha subunidad.

Los epitopos autoantigénicos se pueden asociar con una enfermedad autoinmune, tal como diabetes mellitus
dependiente de la insulina (IDDM), esclerosis multiple (MS), lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (RA),
o sindrome de Sjogren (SS).

En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con IDDM es un epitopo derivado del grupo que consiste
en: preproinsulina; proinsulina, insulina, y cadena B de la insulina; descarboxilasa del acido glutamico (GAD)-65 y -67;
tirosina fosfatasa |A-2; proteina relacionada a la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes (IGRP) y antigeno de
células de los islotes 69 kD.

En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con MS es un epitopo derivado del grupo que consiste en
proteina basica de la mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), proteina basica de los oligodendrocitos asociados
con la mielina (MOBP), glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y glicoproteina asociada a la mielina (MAG).

En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con RA es un epitopo derivado del grupo que consiste en
colageno tipo I, I, lll, IV, V, IX, y XI, GP-39, filagrina, y fibrina. En una realizacién preferida, el epitopo se deriva de
colageno tipo I, preferiblemente el epitopo es el péptido colageno Il inmunodominante compartido que comprende los
aminoacidos 260 a 273 (Cl1260-273).

Los epitopos alérgicos pueden estar asociados con asma alérgica, rinitis alérgica, alveolitis alérgica, dermatitis atopica,
o hipersensibilidad alimentaria. En algunas realizaciones, el epitopo alérgico es un epitopo derivado de un polen de las
plantas, tales como alergeno Ole e1 del polen de olivo, el alergeno Cry jl y Cry jll del polen de cedro japonés, el polen
de pasto timothy nPhl p4, el alergeno principal del polen de abedul Bet v1, o el alergeno principal del polen de artemisia
Art v1; un antigeno de animales, tales como el alergeno del gato Fel d1, el alergeno del perro Can fl, o los alérgenos de
los acaros del polvo Der f1, Der p1, Der m1, Blo t4; un antigeno fungico, tal como el antigeno de Alternaria Alt a1, el
antigeno de Asperigullus Asp fl, los antigenos de Cladosporium C1A h1 y C1a h2, o el antigeno de Penicillum Pen chi3;
o un alergeno alimentario, tal como los alérgenos de huevo blanco de gallina Gal d1, Gal d2, y Gal d3, el alergeno de
cacahuete Ara h2, el alergeno de soja Gly m1, Gly m5 y Gly m6, el alergeno de pescado Gad c1, o el alergeno de
camarones Pen a.

En una realizacion preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina de fusion K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD (SEQ
ID NO: 4), donde COL es el péptido de colageno Il inmunodominante compartido que comprende los aminoacidos 260-
273 (ClI260-273) (SEQ ID NO: 5). En otra realizacion, el complejo inmunomodulador es la proteina de fusion CTA1-
R7K/C187A-COL-DD (SEQ ID NO:10). En otra realizacion preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina de
fusion K-CTA1-R7K/C187A-Ro169-DD (SEQ ID NO:11). En audn ofra realizacion preferida, el complejo
inmunomodulador es la proteina de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Ro0211-DD (SEQ ID NO: 12). En adn otra realizacion
preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Ro274-DD (SEQ ID NO:13). En
aun ofra realizacion preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina de fusiéon K-CTA1-R7K/C187A-Betv1-DD
(SEQ ID NO:17). En aun otra realizacion preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina de fusion K-CTA1-
R7K/C187A-Phip5-DD (SEQ ID NO:18). En aun ofra realizacion preferida, el complejo inmunomodulador es la proteina
de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Phip5-DD (SEQ ID NO:19).

Los métodos y composiciones para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de una enfermedad autoinmune se
describen, tal como esclerosis multiple, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de insulina, uveitis
autoinmune, enfermedad de Behcet, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar,
esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso sistémico (LES) y enfermedad de grave que comprende
administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador de acuerdo con la invencién comprende uno o mas epitopos
autoantigénicos asociados con la enfermedad.

La presente divulgacion proporciona métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de la enfermedad
autoinmune de diabetes mellitus dependiente de la insulina (IDDM), que comprende administrar a un sujeto un complejo
inmunomodulador de acuerdo con la invencién que comprende uno o mas epitopos autoantigénicos asociados con
IDDM. En algunas realizaciones, los epitopos autoantigénicos asociados con IDDM son epitopos derivados del grupo
que consiste en: preproinsulina; proinsulina, insulina, y cadena B de la insulina; descarboxilasa del acido glutamico
(GAD) -65 y -67; tirosina fosfatasa I1A-2; proteina relacionada con la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes (IGRP)
y antigeno de las células de los islotes 69 kD.
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En la presente divulgacion se proporcionan métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de la
esclerosis multiple (MS) que comprende administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador de acuerdo con la
invencion que comprende uno o mas epitopos autoantigénicos asociados con la MS. En algunas realizaciones, los
epitopos autoantigénicos son epitopos derivados del grupo que consiste en proteina basica de la mielina (MBP),
proteina proteolipidica (PLP), proteina basica de los oligodendrocitos asociados con la mielina (MOBP), glicoproteina de
oligodendrocitos de mielina (MOG) y glicoproteina asociada a la mielina (MAG).

Se proporcionan métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de artritis reumatoide (RA) que
comprenden administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador de acuerdo con la invencion que comprende uno o
mas epitopos autoantigénicos asociados con RA. En algunas realizaciones, los epitopos autoantigénicos son epitopos
derivados del grupo que consiste en colageno tipo I, II, IIl, IV, V, IX, y XI, GP-39, filagrina, y fibrina. En una realizacion
preferida, el epitopo se deriva del colageno tipo Il, preferiblemente el epitopo inmunodominante es el péptido compartida
colageno Il que comprende los aminoacidos 260-273 (Cl1260-273).

Complejos inmunomoduladores multiples que comprenden diferentes epitopos autoantigénicos se pueden administrar
como un céctel, y cada complejo inmunomodulador individual pueden comprender multiples epitopos autoantigénicos.
De manera similar, multiples complejos inmunomoduladores que comprenden diferentes epitopos alérgicos se pueden
administrar como un céctel, y cada complejo inmunomodulador individual pueden comprender multiples epitopos que
provocan alergia.

En ciertas variantes, los métodos y composiciones para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de una enfermedad
autoinmune o alérgica comprenden ademas la administracion del complejo inmunomodulador de acuerdo con la
invencion en combinacién con otras sustancias, tales como, por ejemplo, polinucledtidos que comprenden una
secuencia moduladora inmune, agentes farmacoldégicos, adyuvantes, citoquinas, o vectores que codifican citoquinas.

Sin embargo, otra realizacion de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
complejo inmunomodulador de acuerdo con la invencion. La composicion farmacéutica de la invencién se puede utilizar
para la profilaxis, prevencion y/o tratamiento de una enfermedad alérgica o autoinmune. La enfermedad autoinmune
puede ser seleccionada del grupo que consiste de diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis mdltiple, artritis
reumatoide, uveitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar,
esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso sistémico, y enfermedad de graves. La enfermedad alérgica se
puede seleccionar del grupo que consiste en asma alérgica, rinitis alérgica, alveolitis alérgica, dermatitis atopica, o
hipersensibilidad alimentaria.

Sin embargo, otra realizacion de la presente invencion proporciona el uso de un complejo inmunomodulador de acuerdo
con la invencion para la produccion de un medicamento para la profilaxis, prevencion y/o tratamiento de una
enfermedad alérgica o autoinmune. La enfermedad autoinmune puede ser seleccionada del grupo que consiste en
diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis multiple, artritis reumatoide, uveitis autoinmune, cirrosis biliar
primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso
sistémico, y enfermedad de graves. La enfermedad alérgica se puede seleccionar del grupo que consiste en asma
alérgica, rinitis alérgica, alveolitis alérgica, dermatitis atdpica, o la hipersensibilidad alimentaria.

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona secuencias de acido nucleico aisladas que codifican un
complejo inmunomodulador de acuerdo con la invenciéon. De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona
secuencias de acido nucleico aisladas que codifican un complejo inmunomodulador que es una proteina de fusiéon que
comprende una subunidad mutante de la subunidad A1 de ribosilacion de ADP de la toxina del célera (CTA1), un
péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico, y uno o mas epitopos asociados una enfermedad autoinmune
o alérgica tal como se define en las reivindicaciones.

En una realizacion, el acido nucleico de acuerdo con la invencion codifica un complejo inmunomodulador que es una
proteina de fusién que comprende:

(a) una subunidad mutante de la subunidad A1 de ribosilacion de ADP de la toxina del célera (CTA1),

(b) un péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico, en donde dicho péptido es un dimero de una subunidad
D de la proteina A del Staphylococcus aureus, y

(c) uno o mas epitopos asociados con una enfermedad autoinmune o alérgica

en donde, en la subunidad CTA1 mutante, los aminoacidos que corresponden al aminoacido 7, arginina y aminoacido
187, cisteina, en la CTA1 nativa han sido reemplazados.

En una realizaciéon preferida, el aminoacido lisina ademas ha sido insertado en el terminal N de la subunidad CTA1
mutante.
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El acido nucleico de acuerdo con la invencién codifica una proteina de fusién que comprende el mutante CTA1-
R7K/C187A (SEQ ID NO: 1), donde el aminoacido 7, arginina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido sustituida por una
lisina, y donde el aminoacido 187, cisteina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido sustituida por una alanina.

Adicionalmente, el acido nucleico de acuerdo con la invencion codifica una proteina de fusion que comprende el
mutante K-CTA1-R7K/C187A (SEQ ID NO: 2), donde el aminoacido 7, arginina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido
sustituido por una lisina, donde el aminoacido 187, cisteina, en la secuencia CTA1 nativa ha sido sustituido por una
alanina, y donde el aminoacido lisina se ha insertado en el terminal N.

El acido nucleico puede codificar una proteina de fusion que comprende un péptido que se une especificamente a un
receptor expresado en una célula capaz de presentar los antigenos, especialmente las células que expresan las
moléculas MHC clase | o MHC clase Il. La célula presentadora de antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste
en linfocitos, tales como los linfocitos B, células T, monocitos, macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans,
células epiteliales y células endoteliales.

En una realizacion, el acido nucleico de acuerdo con la invencién codifica una proteina de fusién que comprende un
epitopo autoantigénico asociado con una enfermedad autoinmune, tal como diabetes mellitus dependiente de la insulina
(IDDM), esclerosis multiple (MS), lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (RA), o sindrome de Sjogren
(SS).

En otra realizacion, el acido nucleico de acuerdo con la invencién codifica una proteina de fusién que comprende un
epitopo alérgico asociado con una enfermedad alérgica, tal como asma alérgica, rinitis alérgica, alveolitis alérgica,
dermatitis atépica, o hipersensibilidad alimentaria.

En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con IDDM es un epitopo derivado del grupo que consiste
en: preproinsulina; proinsulina, insulina, y cadena B de la insulina; descarboxilasa del acido glutamico (GAD) -65 y -67;
tirosina fosfatasa 1A-2; proteina relacionada con la glucosa 6 fosfatasa especifica de los islotes (IGRP) y antigeno de las
células de los islotes 69 kD. En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con MS es un epitopo
derivado del grupo que consiste en la proteina basica de la mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), proteina basica
de los oligodendrocitos asociados con la mielina (MOBP), glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (MOG), y
glicoproteina asociada a la mielina (MAG). En algunas realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con RA es un
epitopo derivado del grupo que consiste en colageno tipo I, II, Ill, IV, V, IX, y XI, GP-39, filagrina, y fibrina. En algunas
realizaciones, el epitopo autoantigénico asociado con SS es un epitopo derivado del grupo que consiste en proteina de
choque térmico HSP60, fodrina, ribonucleoproteinas Ro (o SSA) y La (o SSB).

Los acidos nucleicos de la invencién pueden ser ADN o ARN.

El acido nucleico de acuerdo con la invencion puede ser una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de
fusion KCTA1-R7K/C187A-COL-DD, tal como la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 3; una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina de fusion CTA1-R7K/C187A-COL-DD, tal como la secuencia de acido nucleico SEQ ID
NO: 9; una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Ro169-DD; una
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de fusion KCTA1-R7K/C187A-Ro0211-DD; una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Ro274-DD; una secuencia de acido nucleico que
codifica la proteina de fusién K-CTA1-R7K/C187A-Betv1-DD; una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina
de fusion K-CTA1-R7K/C187A-Phl p1-DD; y una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de fusion K-CTA1-
R7K/C187A-Phl p5-DD.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicidon farmacéutica que comprende un acido nucleico de
acuerdo con la invencién. La composicion farmacéutica se puede utilizar para la profilaxis, prevencion y/o tratamiento de
una enfermedad alérgica o autoinmune. La invencion proporciona ademas métodos para la profilaxis, prevencion y/o
tratamiento de una enfermedad autoinmune o alérgica en un sujeto, comprendiendo el método: administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un acido nucleico de acuerdo con la invencion.

En otra realizaciéon mas, la presente invencion proporciona plasmidos recombinantes, vectores y sistemas de expresion
que comprenden un acido nucleico de acuerdo con la invencién. Los sistemas de expresion recombinantes se adaptan
preferiblemente para la expresion bacteriana. La invencion proporciona ademas células transformadas que contienen un
plasmido, vector o un sistema de expresiéon de acuerdo con la invencién. Las células transformadas son preferiblemente
células bacterianas transformadas.

Definiciones
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que el comunmente entendido por aquellos de experiencia habitual en el arte a la que pertenece esta

invencion. Tal como se usa en este documento, los siguientes términos y frases tienen los significados atribuidos a los
mismos a menos que se especifique lo contrario.
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La secuencia de aminoacidos de la subunidad A1 de ribosilaciéon de ADP de la toxina del colera (CTA1) se puede
encontrar, por ejemplo, en Nos. de Acceso GenBank AAM22586.1, ADG44926.1, AAM74170.1, CAE11218.1, o
AAA27514.1. El término "una subunidad de la subunidad A1 de ribosilacién de ADP de la toxina del célera (CTA1)" se
refiere a un polipéptido que comprende al menos una secuencia que corresponde a la secuencia desde el aminoacido 7,
lisina, al aminoacido 187, cisteina, de la secuencia de la subunidad A1 de ribosilacién de ADP madura de la toxina del
coélera (CTA1), tal como un polipéptido que comprende al menos una secuencia que corresponde a la secuencia desde
el aminoacido 1, asparagina, al aminoacido 187, cisteina, de la secuencia de la subunidad A1 de ribosilacion de ADP
madura de la toxina del célera (CTA1), o al menos una secuencia que corresponde a la secuencia desde el aminoacido
1, asparagina, al aminoacido 194, serina, de la secuencia de la subunidad A1 de ribosilacion de ADP madura de la
toxina del colera (CTA1).

Los términos "polinucleétido” y "acido nucleico” se refieren a un polimero compuesto de una multiplicidad de unidades
de nucledtidos (ribonucledtidos o desoxirribonucledtido o variantes estructurales relacionadas) unidos a través de
enlaces fosfodiéster. Un polinucleétido o acido nucleico pueden ser de sustancialmente cualquier longitud, por lo general
desde aproximadamente seis (6) nucledtidos a aproximadamente 10° nucledtidos o mas grandes. Los polinucleétidos y
acidos nucleicos incluyen ARN, ADN, formas sintéticas, y polimeros mixtos, tanto cadenas sentido y antisentido, cadena
doble o sencilla, y también puede ser quimica o bioquimicamente modificados o pueden contener bases de nucledtidos
no naturales o derivadas, como sera facilmente apreciado por el experto en el arte.

"Antigeno”, como se usa en este documento, se refiere a cualquier molécula que puede ser reconocida por el sistema
inmune que es por las células B o células T, o ambas.

"Autoantigeno”, como se usa en este documento, se refiere a una molécula endégena, por lo general un polisacarido o
una proteina o fragmento de la misma, que provoca una respuesta inmune patogénica. Autoantigeno incluye proteinas
glicosiladas y péptidos, asi como proteinas y péptidos que llevan otras formas de modificaciones después de la
traduccion, incluyendo péptidos citrulinados. Cuando se hace referencia al autoantigeno o epitopo del mismo como
"asociado con una enfermedad autoinmune," se entiende en el sentido de que el autoantigeno o epitopo esta implicado
en la fisiopatologia de la enfermedad, ya sea mediante la induccién de la fisiopatologia (esto es, asociada con la
etiologia de la enfermedad), mediacion o facilitacion de un proceso fisiopatolégico; y/o al ser el objetivo de un proceso
fisiopatolégico. Por ejemplo, en la enfermedad autoinmune, el sistema inmune se dirige de forma aberrante
autoantigenos, causando dafio y disfuncion de las células y tejidos en los que se expresa y/o presente el autoantigeno.
En condiciones fisiolégicas normales, los autoantigenos son ignorados por el sistema inmune del huésped a través de la
eliminacién, inactivacion, o falta de la activacién de las células inmunes que tienen la capacidad de reconocer el
autoantigeno a través de un proceso denominado "tolerancia inmunolégica”.

"Alergeno" como se utiliza en este documento, se refiere a una molécula exégena, por lo general un polisacarido o una
proteina o fragmento de la misma, que provoca una respuesta inmune patogénica. Alergeno incluye proteinas
glicosiladas y péptidos, asi como proteinas y péptidos que llevan otras formas de modificaciones después de la
traduccion. El alergeno se puede derivar de, por ejemplo, polen, hongos, veneno de insectos, caspa, moho, productos
alimenticios. Numerosos alérgenos alimentarios se purifican y bien caracterizados, tal como cacahuete Ara h1, Ara h2,
Ara h3 y Ara h6; huevo blanco de gallina Gal d1, Gal d2, y Gal d3; soja Gly m1; peces-Gad c1; y camarones-Pen a1.
Los alérgenos principales gato (Fel d1) y perro (Can f1), asi como los alérgenos de acaros del polvo Der fl y Der p1
estan bien caracterizados. El polen de nativo de timothy nativo nPh1 p4, asi como un numero de alérgenos
recombinantes relacionados, rPh1 1p, rPh1 2p, rPh1 5p, rPh1 6p, rPh1 7p, rPh1 11p, rPh1 12p, el principal alergeno del
polen de abedul Bet v1, el principal alergeno del polen de platano Pla | 1, el principal alergeno del polen de olivo Ole e1,
el principal alergeno del polen de ambrosia Amb a1, los principales alérgenos del polen de artemisia Art v1 y Art v3,
estan bien definidos.

Como se utiliza en este documento, el término "epitopo” se entiende que significa una porcidon de un polisacarido o
polipéptido que tiene una forma o estructura particular, que es reconocido por cualquiera de las células B o células T del
sistema inmune del animal. Un epitopo puede incluir porciones tanto de un polisacarido como de un polipéptido, por
ejemplo, un péptido glicosilado.

"Epitopo autoantigénico" se refiere a un epitopo de un autoantigeno que provoca una respuesta inmune patogénica.

"Epitopo que provoca alergia" se refiere a un epitopo de un alergeno que provoca una respuesta inmune patogénica.
Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente en este documento para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los términos aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos
de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un correspondiente aminoacido de origen natural, asi como a
polimeros de origen natural de aminoacidos y polimeros de aminoacidos de origen no natural.

"Autoproteina”, "autopolipéptido”, o “autopéptido” se usan en este documento de forma intercambiable y se refieren a
cualquier proteina, polipéptido, o péptido, o un fragmento o derivado del mismo que: se codifica en el genoma del
animal; se produce o genera en el animal; puede ser modificado después de la traducciéon en algin momento durante la
vida del animal, y, esta presente en el animal no fisiolégicamente. El término "no fisiolégico" o "no fisiolégicamente"
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cuando se utiliza para describir la(s) autoproteina(s), - polipéptido(s), o -péptido(s) de esta invencion significa una salida
o desviacién del papel o proceso normal en el animal para la autoproteina, -polipéptido, o -péptido. Cuando se hace
referencia a la autoproteina, -polipéptido o -péptido como "asociado con una enfermedad" o "implicado en una
enfermedad" se entiende en el sentido de autoproteina, -polipéptido, o -péptido puede ser modificado en la forma o
estructura y por lo tanto ser incapaz de realizar su papel o proceso fisiolégico o pueden estar implicados en la
fisiopatologia de la afeccion o enfermedad, ya sea mediante la induccion de la fisiopatologia; mediando o facilitando un
proceso fisiopatoldgico; y/o siendo el objetivo de un proceso fisiopatolégico. Por ejemplo, en la enfermedad autoinmune,
el sistema inmune ataca de forma aberrante autoproteinas, causando dafio y disfuncion de las células y tejidos en los
que se expresa y/o presente la auto-proteina. Como alternativa, la autoproteina, -polipéptido o -péptido pueden en si
mismos ser expresados en niveles no fisioldgicos y/o funcién no fisiolégicamente. Por ejemplo, en las enfermedades
neurodegenerativas, las auto-proteinas se expresan de forma aberrante, y se agregan en lesiones en el cerebro, lo que
provoca la disfuncién neuronal. En otros casos, la autoproteina agrava una condicién o proceso no deseado. Por
ejemplo, en la osteoartritis, las autoproteinas incluyendo colagenasas y metaloproteinasas de la matriz de forma
aberrante degradan el cartilago que cubre la superficie articular de las articulaciones. Ejemplos de modificaciones
después de la traduccion de autoproteina(s), - polipéptido(s) o -péptido(s) son glicosilacién, adicion de grupos de lipidos,
fosforilacion reversible, adicion de residuos de dimetilarginina, citrulinacion, y protedlisis, y mas especificamente
citrulinacion de filagrina y fibrina por peptidil arginina deiminasa (PAD), fosforilacion alfa beta-cristalina, citrulinacion de
MBP, y protedlisis de autoantigeno LES por caspasas y granzimas. Inmunoldgicamente, auto-proteina, -polipéptido o -
péptido todos serian considerados auto-antigenos huéspedes y en condiciones fisioldgicas normales son ignorados por
el sistema inmune del huésped a través de la eliminacién, inactivacion, o falta de activacion de las células inmunes que
tienen la capacidad de reconocer auto-antigenos a través de un proceso denominado "tolerancia inmunolégica”. Una
autoproteina, -polipéptido, o -péptido no incluye proteinas, polipéptidos o péptidos inmunes, que son moléculas
expresadas fisioldgicamente exclusivamente por las células del sistema inmune a los efectos de la regulaciéon de la
funcién inmune. El sistema inmunoldgico es el mecanismo de defensa que proporciona los medios para producir
respuestas rapidas, muy especificas, y de protecciéon contra un sinfin de microorganismos potencialmente patdogenos
que habitan en el mundo de los animales. Ejemplos de proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s) inmune(s) son proteinas
que comprende(n) el receptor de células T, inmunoglobulinas, citoquinas, incluyendo interleucinas de tipo | y citoquinas
de tipo Il, incluyendo los interferones e IL-10, TNF, linfotoxina, y las quimiocinas, tales como proteina-1 alfa y beta
inflamatoria de macrdéfagos, proteina quimiotactica de monocitos y RANTES, y otras moléculas implicadas directamente
en la funcién inmune, tales como el ligando Fas. Existen cierta(s) proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s) inmune(s), que
se incluyen en la autoproteina, -polipéptido o -péptido de la invencién y estas son: glicoproteinas de membrana MHC
clase |, glicoproteinas de MHC clase Il y osteopontina. Auto-proteina, -polipéptido, o -péptido no incluye proteinas,
polipéptidos y péptidos que estan ausentes en el sujeto, ya sea total o sustancialmente, debido a una deficiencia
genética o adquirida que causa un trastorno metabdlico o funcional, y se sustituyen mediante ya sea la administracion
de dicha proteina, polipéptido o péptido o mediante la administracion de un polinucleétido que codifica dicha proteina,
polipéptido o péptido (terapia génica). Ejemplos de tales trastornos incluyen distrofia muscular de Duchenne, distrofia
muscular de Becker, fibrosis quistica, fenilcetonuria, galactosemia, enfermedad orina de olor del jarabe de arce, y
homocistinuria.

"Modulacion de”, "modular”, o “alterar una respuesta inmune”, como se usa en este documento se refiere a cualquier
alteracion de respuestas inmunes existentes o potenciales contra un epitopo autoinmune o que provoca alergia,
incluyendo, por ejemplo, acidos nucleicos, lipidos, fosfolipidos, carbohidratos, autopolipéptidos, complejos de proteinas
o complejos de ribonucleoproteinas, que se produce como resultado de la administracion de un complejo
inmunomodulador o polinucleétido que codifica un complejo inmunomodulador. Dicha modulacién incluye cualquier
alteracién en presencia, capacidad, o funcién de cualquier célula inmune implicada en, o capaz de estar implicada en,
una respuesta inmune. Las células inmunes incluyen células B, células T, células NK, células T NK, células
presentadoras de antigeno profesional, células presentadoras de antigeno no profesionales, células inflamatorias, o
cualquier otra célula capaz de ser involucrado en, o que influyen en una respuesta inmune. "Modulacion" incluye
cualquier cambio realizado en una respuesta inmune existente, una respuesta inmune en desarrollo, una respuesta
inmune potencial o la capacidad de inducir, regular, influenciar o responder a una respuesta inmune. Modulacién incluye
cualquier alteracion en la expresion y/o funcion de genes, proteinas y/u otras moléculas en las células inmunes como
parte de una respuesta inmune.

"Modulacion de una respuesta inmune" incluye, por ejemplo, los siguientes: eliminacion, delecion, o secuestro de las
células inmunes; inducciéon o generacion de las células inmunes que puede modular la capacidad funcional de otras
células tales como linfocitos autorreactivos, células presentadoras de antigeno, o células inflamatorias; inducir de un
estado insensible en las células inmunes (esto es, anergia); aumentar, disminuir, o cambiar la actividad o funcién de las
células inmunes o la capacidad para hacerlo, incluyendo, pero no limitando a, alterar el patréon de las proteinas
expresadas por estas células. Los ejemplos incluyen produccion alterada y/o secrecion de ciertas clases de moléculas
tales como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, factores de transcripcién, quinasas, moléculas
coestimuladoras, u otros receptores de la superficie de células; o cualquier combinacién de estos eventos moduladores.

Por ejemplo, la administracion de un complejo inmunomodulador o un polinucleétido que codifica un complejo

inmunomodulador puede modular una respuesta inmune mediante la eliminacién, secuestro, o inactivacion de las
células inmunes que median o capaces de mediar una respuesta inmune no deseada; inducir, generar o activar las
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células inmunes que median o son capaces de mediar una respuesta inmune protectora; cambiar propiedades fisicas o
funcionales de las células inmunes; o una combinacién de estos efectos. Ejemplos de medidas de la modulacion de una
respuesta inmune incluyen, pero no se limitan al, examen de presencia o ausencia de las poblaciones de células
inmunes (utilizando citometria de flujo, inmunohistoquimica, histologia, microscopia electrénica, reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR)); medida de la capacidad funcional de las células inmunes, incluyendo capacidad o resistencia a
proliferar o dividir en respuesta a una sefal (tal como, utilizando ensayos de proliferacion de células T y el analisis de
pepscan basado en la incorporacion de 3H-timidina después de la estimulacion con anticuerpo anti-CD3, anticuerpo
receptor de las células anti-T, el anticuerpo anti-CD28, ionéforos de calcio, PMA, células presentadoras de antigeno
cargadas con un antigeno de péptido o proteina, ensayos de proliferacion de células B); medicion de la capacidad de
matar o lisar otras células (tales como ensayos citotoxicas de células T); mediciones de las citocinas, quimiocinas,
moléculas de superficie de células, anticuerpos y otros productos de las células (por ejemplo, por citometria de flujo,
ensayos de inmunoabsorcién con enzimas ligadas, analisis de transferencia Western, analisis de micromatrices de
proteinas, analisis de inmunoprecipitacion); medicién de marcadores bioquimicos de activacion de las células inmunes o
las vias de sefalizacion dentro de las células inmunes (por ejemplo, transferencia de Western y analisis de
inmunoprecipitacion de fosforilacion en tirosina, serina o treonina, escision del polipéptido, y formacion o disociacion de
complejos de proteinas, analisis de matriz de proteinas; transcripcional de ADN, perfiles utilizando matrices de ADN o
hibridacion sustractiva); mediciones de la muerte celular por apoptosis, necrosis, u otros mecanismos (por ejemplo,
tincion de anexina V, ensayos de TUNEL, electroforesis en gel para medir encadenamiento de ADN, histologia; ensayos
fluorogénicos de caspasa, andlisis de transferencia de Western de sustratos de caspasa); medicion de los genes,
proteinas y otras moléculas producidas por células inmunes (por ejemplo, analisis de transferencia Northern, reaccion
en cadena de la polimerasa, micromatrices de ADN, micromatrices de proteinas, electroforesis en gel 2-dimensional,
analisis de transferencia de Western, ensayos de inmunoabsorcién con enzimas ligadas, citometria de flujo); y medicion
de los sintomas o los resultados clinicos, tales como mejora de enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas y otras
enfermedades que implican autoproteinas o autopolipéptidos (puntuaciones clinicas, requisitos para el uso de terapias
adicionales, estado funcional, estudios de formacion de imagenes), por ejemplo, mediante la medicion de la tasa de
recaida o gravedad de la enfermedad (utilizando las puntuaciones clinicas conocidas para el experto en el arte) en el
caso de la esclerosis multiple, la medicion de glucosa en sangre en el caso de la diabetes tipo |, o inflamacion de las
articulaciones en el caso de la artritis reumatoide.

"Sujetos" se entendera cualquier animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, primate no humano, caballo, vaca,
perro, gato, ratén, rata, cobaya o conejo.

"Tratar", "tratamiento" o "terapia" de una enfermedad o trastorno significa ralentizar, detener o invertir la progresion de la
enfermedad, como se evidencia por la disminucién, interrupcién o eliminacién de cualquiera de los sintomas clinicos o
de diagnostico, mediante la administracion de una complejo inmunomodulador o un polinucleétido que codifica un
complejo inmunomodulador, ya sea solo o en combinacion con otro compuesto como se describe en este documento.
"Tratar", "tratamiento" o "terapia" también significa una disminucién en la gravedad de los sintomas en una enfermedad
o trastorno agudo o crénico o una disminucién en la tasa de recaida como, por ejemplo, en el caso de una recaida o
curso de enfermedad autoinmune remitente o una disminucién de la inflamacién en el caso de un aspecto inflamatorio
de una enfermedad autoinmune. En la realizacién preferida, el tratamiento de una enfermedad significa revertir o
detener o mitigar la progresion de la enfermedad, a ser posible hasta el punto de eliminar la enfermedad por si misma.
Como se usa en este documento, mejorar una enfermedad y tratar una enfermedad son equivalentes.

"Prevenir", "profilaxis", o "prevencion" de una enfermedad o trastorno como se utiliza en el contexto de esta invencién se
refiere a la administracion de un complejo inmunomodulador o un polinucleétido que codifica un complejo
inmunomodulador, ya sea solo o en combinacién con otro compuesto como se describe en este documento, para
prevenir la aparicion o inicio de una enfermedad o trastorno o algunos o todos los sintomas de una enfermedad o
trastorno o para disminuir la probabilidad del inicio de una enfermedad o trastorno.

Una "cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz" de un complejo inmunomodulador se refiere a una cantidad del
complejo inmunomodulador que es suficiente para tratar o prevenir la enfermedad como, por ejemplo, mediante la
mejora o eliminacion de sintomas y/o la causa de la enfermedad. Por ejemplo, cantidades terapéuticamente eficaces
estan comprendidas en un(os) rango(s) amplio(s) y se determinan mediante los ensayos clinicos, y para un paciente
particular se determina en funcion de factores conocidos para el médico experto, incluyendo, por ejemplo, la gravedad
de la enfermedad, peso del paciente, edad y otros factores.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Construccién de ADN que codifica el complejo inmunomodulador, K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD

El plasmido pCTA1-DD contiene el gen A1 de la toxina del célera (aa 1-194) clonado en Hindlll-BamHI y dos fragmentos
D del gen de la proteina A estafilococica bajo el control del promotor trp. Se inserté el péptido de colageno entre CTA1y
el fragmento DD para dar pCTA1-COL-DD. Las mutaciones R7K y C187A se construyeron mediante mutagénesis in

vitro dando p K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD. Ptrc = promotor Ptrc. COL2A1 = péptido colageno, D = elemento de unién
de Ig de la proteina A de S. aureus.
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Figura 2. Comparacion de los efectos terapéuticos de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD en el modelo
de CIA en ratones.

A. Indice artritico B. Frecuencia de artritis.
- m- CTA1-R7K-COL-DD, - ¢ - K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD, - o - control de PBS.

Figura 3. Comparacion de los efectos terapéuticos de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD en el modelo
CAIA en ratones.

indice artritico. - m- CTA1-R7K-COL-DD, - ¢ - K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD, - o - control de PBS.

Figura 4. Formacion de dimeros de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD analizados, utilizando el
analisis de cromatografia de exclusion por tamario (SEC).

A. CTA1-R7K-COL-DD, B. K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD

Figura 5. Comparacion de la pureza de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD por SDS-PAGE.
Carril 1. Estandar de peso molecular; Carril 2. K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD (1.3 ug);

Carril 3. CTA1-R7K-COL-DD (1.1 pg).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la mejora de complejos inmunomoduladores y las composiciones que los
comprenden, asi como usos de las mismas para la produccion de los medicamentos y en métodos para la profilaxis,
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad en un sujeto asociado con uno o mas autoproteina(s), -polipéptido(s), o -
péptido(s) presente(s) en el sujeto y que participan en un estado no fisiolégico. Los complejos inmunomoduladores
mejorados de acuerdo con la invencion son proteinas de fusién que comprenden una subunidad de una subunidad A1
mutante de la toxina del coélera (CTA1), un péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico, y uno o mas
epitopos asociados con la enfermedad. Ciertas realizaciones de la invencion se refieren mas particularmente a métodos
y composiciones para la profilaxis, prevencion y/o tratamiento de enfermedades autoinmunes asociadas con uno o mas
autopolipéptido(s) presente(s) en un sujeto en un estado no fisiolégico tal como en multiples esclerosis, artritis
reumatoide, diabetes mellitus dependiente de insulina, uveitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis,
sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso sistémico y enfermedad de
graves. La presente invencion proporciona métodos mejorados para la profilaxis, prevencion y/o tratamiento de una
enfermedad autoinmune que comprende administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador que comprende uno o
mas epitopos autoantigénicos asociados con la enfermedad. La administracion de una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz del complejo inmunomodulador que comprende uno o mas epitopos autoantigénicos a un sujeto
provoca la supresion de una respuesta inmune contra un autoantigeno asociado a la enfermedad autoinmune, de este
modo tratando o previniendo la enfermedad.

Enfermedades autoinmunes

Varios ejemplos de enfermedades autoinmunes autoantigenos asociados se exponen en la Tabla 1, y ejemplos
particulares se describen con mas detalle a continuacion, en este documento.

Tabla 1. Ejemplos de enfermedades autoinmunes y autoantigenos asociados

Enfermedad Tejido diana Autoantigeno(s) asociado(s) con la enfermedad autoinmune

autoinmune

Artritis reumatoide  articulaciones inmunoglobulina, fibrina, filagrina, colagenos Tipo |, II, lll, IV, V, IX, y XI,
sinoviales GP-39, hnRNPs

Esclerosis sistema nervioso proteina basica de la mielina, proteina proteolipidica, glicoproteina asociada

Multiple central a la mielina, fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos, glicoproteina asociada

a la mielina, proteina basica de oligodendrociticos asociados a la mielina,
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina, alfa-B-cristalina

Diabetes Mellitus células B tirosina fosfatasa 1A2, IA-2p3; acido glutamico descarboxilasa (formas 65 y
dependiente de dependientes en 67 kDa), carboxipeptidasa H, insulina, proinsulina, preproinsulina, proteinas
insulina islotes de pancreas  de choque térmico, glima 38, antigeno de células de islotes de 69 kDa, p52,

transportador de glucosa de células de los islotes GLUT-2
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proteina de choque térmico HSP60, fodrina, ribonucleoproteinas Ro60
(SSA), Ro52 (SSA), y La (SSB), poli (ADP-ribosa) polimerasa, lipocalina,
alfa amilasa

Sindrome Guillian sistema nervioso proteina de la mielina periférica | y otros

Barre periférico

Uveitis ojo, Uvea antigeno S, proteina de union de retinoides interfotorreceptora (IRBP),
autoinmune rodopsina, recoverina

Cirrosis biliar arbol biliar del complejos piruvato deshidrogenasa (2-oxoacido deshidrogenasa)

primaria higado

Hepatitis higado antigenos de hepatocitos, citocromo P450

autoinmune

Pénfigo vulgar piel desmogleina-1, -3, y otros

Miastenia grave uniones de receptor de acetilcolina

musculos nerviosos

Gastritis célula parietal/ H*/K* ATPasa, factor intrinseco

autoinmune estébmago

anemia perniciosa estdmago factor intrinseco

Polimiositis musculo histidil ARNt sintetasa, otras sintetasas, otros antigenos nucleares
Tiroiditis tiroides tiroglobulina, peroxidasa tiroidea

autoinmune

Enfermedad de tiroides receptor de la hormona estimulante la tiroides

Graves

Psoriasis piel desconocido

Vitiligo piel tirosinasa, proteina-2 relacionada con tirosinasa

lupus eritematoso  sistémico antigenos nucleares: ADN, histonas, ribonucleoproteinas
sistémico

Enfermedad Intestino delgado transglutaminasa

Celiaca

Artritis reumatoide. La artritis reumatoide (RA) es una sinovitis inflamatoria autoinmune crénica que afecta al 0.8% de la
poblacién mundial. Se caracteriza por una sinovitis inflamatoria crénica que causa la destruccion de las articulaciones
erosiva. RA esta mediada por células T, células B y macréfagos.

La evidencia de que las células T juegan un papel critico en RA incluye el (1) predominio de infiltracion de las células T
CD4+ en la membrana sinovial, (2) mejora clinica asociada con la supresion de la funcion de las células T con farmacos
tales como ciclosporina, y (3) la asociacion de RA con ciertos alelos HLA-DR. Los alelos HLA-DR asociados a RA
contienen una secuencia similar de aminoacidos en las posiciones 67-74 en la tercera region hipervariable de la cadena
B que estan implicados en la unién de péptidos y presentacion a las células T. RA estd mediada por las células T
autorreactivas que reconocen una autoproteina, o autoproteina modificada, presente en las articulaciones sinoviales.
Los autoantigenos que estan dirigidos en RA comprenden, por ejemplo, epitopos de colageno de tipo Il; hnRNP;
A2/RA33; Sa; filagrina; queratina; citrulina; proteinas del cartilago, incluyendo gp39; colagenos tipo 15 Ill, IV, V, IX, XI;
HSP-65/60; IgM (factor reumatoide); ARN polimerasa; hnRNP-B1; hnRNP-D; cardiolipina; aldolasa A, filagrina citrulina-
modificado y fibrina. Los autoanticuerpos que reconocen péptidos de filagrina que contienen un residuo de arginina
modificado (deiminado para formar citrulina) se han identificado en el suero de una alta proporcion de los pacientes con
RA. Las respuestas de las células T y B autorreactivas ambas son dirigidas contra el mismo péptido colageno de tipo Il
inmunodominante (Cll) 257-270 en algunos pacientes.

Esclerosis multiple. La esclerosis multiple (MS) es el trastorno desmielinizante mas frecuente del CNS y afecta a
350,000 estadounidenses y un millén de personas en todo el mundo. El inicio de los sintomas se produce normalmente
entre 20 y 40 afios y se manifiesta como un ataque agudo o subagudo de deterioro unilateral visual, debilidad muscular,
parestesias, ataxia, vértigo, incontinencia urinaria, disartria, o trastorno mental (con el fin de disminuir la frecuencia).
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Tales sintomas son el resultado de lesiones focales de desmielinizaciéon que causan tanto alteraciones de la conduccion
tanto negativas debidas a la conduccion axonal lenta, como trastornos de la conduccién positivos debido a la generacion
de impulsos ectopicos (por ejemplo, sintoma de Lhermitte). El diagndstico de MS se basa en una historia que incluye al
menos dos ataques distintos de disfuncion neuroldgica que estan separados en el tiempo, producir evidencia clinica
objetiva de disfuncién neuroldgica, e implicar areas separadas de la materia blanca del CNS. Los estudios de laboratorio
que proporcionan evidencia objetiva adicional apoyando el diagnostico de MS incluyen imagenes por resonancia
magnética (MRI) de lesiones de la sustancia blanca del sistema nervioso central, bandas oligoclonales del liquido
cefalorraquideo (CSF) de IgG, y respuestas evocadas anormales. Aunque la mayoria de los pacientes experimentan un
curso gradualmente progresivo de la enfermedad remitente de reincidencia, el curso clinico de MS varia mucho entre
individuos y puede variar de limitarse a varios ataques leves durante toda la vida a la enfermedad crénica progresiva
fulminante. Un incremento cuantitativo en las células T autorreactivas de la mielina con capacidad de secretar IFN-
gamma se asocia con la patogénesis de MS y EAE.

Los objetivos de autoantigenos de la respuesta autoinmune en las enfermedades desmielinizantes autoinmunes, tales
como esclerosis multiple y encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), puede comprender epitopos de proteina
proteolipidos (PLP); proteina basica de mielina (MBP); glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (MOG); nucleétidos
ciclicos de fosfodiesterasa (CNPase); glicoproteina asociada a la mielina (MAG) y proteina basica de oligodendrociticos
asociada a la mielina (MBOP); alfa-B-cristalina (una proteina de choque térmico); péptidos mimetismo virales y
bacterianas, por ejemplo, influenza, virus del herpes, virus de la hepatitis B, etc.; OSP (proteina especificos de
oligodendrocitos); MBP modificada con citrulina (la isoforma C8 de MBP en la que 6 argininas han sido deiminadas a
citrulina), etc. La proteina de membrana integral PLP es un autoantigeno dominante de la mielina. Determinantes de la
antigenicidad de PLP se han identificado en varias cepas de ratén, e incluyen los residuos 139-151, 103-116, 215-232,
43-64 y 178-191. Al menos 26 epitopos de MBP se han reportado (Meinl et al., J Clin Invest 92, 2633-43, 1993). Son
notables los residuos 1-11, 59-76 y 87-99. Los epitopos MOG inmunodominantes que se han identificado en varias
cepas de ratodn incluyen los residuos 1-22, 35-55, 64-96.

En los pacientes con MS humanos, las siguientes proteinas y epitopos de la mielina fueron identificados como objetivos
de la respuesta autoinmune de células T y B. El anticuerpo se eluy6 a partir de placas cerebrales MS reconocidos del
péptido 83-97 de la proteina basica de mielina (MBP) (Wucherpfennig et al., J Clin Invest 100: 1114-1122, 1997). Otro
estudio encontré aproximadamente 50% de los pacientes con MS que tienen reactividad de células T linfocitos de
sangre periférica (PBL) contra la glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (MOG) (control 6-10%), 20% reactivos
contra MBP (control 8-12%), 8% reactivos contra PLP (control 0%), 0% reactivos contra MAG (control 0%). En este
estudio, 7 de 10 pacientes reactivos a MOG tenian respuestas proliferativas de células T enfocados en uno de 3
epitopos de péptidos, incluyendo MOG 1 -22, MOG 34-56, MOG 64-96 (Kerlero de Rosbo et al., Eur J Immunol 27:
3059-69, 1997). La respuesta de células T y B (Ab eluida de la lesion cerebral) enfocada en MBP 87-99 (Oksenberg et
al., Nature 362: 68-70, 1993). En MBP 87-99, el motivo de aminoacidos HFFK es un objetivo dominante de la respuesta
de tanto las células T como B (Wucherpfennig et al., J Clin Invest 100: 1114-22, 1997). Otro estudio observo reactividad
de los linfocitos contra asociada a proteina basica de los oligodendrocitos asociados con la mielina (MOBP), incluyendo
residuos MOBP 21-39 y 37-60 MOBP (Holz et al., J Immunol 164: 1103-9, 2000). El uso de conjugados de inmuno-oro
de péptidos de MOG y MBP para tefiir MS y cerebros control, ambos péptidos MBP y MOG fueron reconocidos por Abs
unido a la placa MS (Genain and Hauser, Methods 10: 420-34, 1996).

Diabetes mellitus dependiente de la insulina. La diabetes mellitus dependiente de insulina o tipo | humana (IDDM) se
caracteriza por la destruccion autoinmune de las células B en los islotes pancreaticos de Langerhans. El agotamiento de
células B resulta en una incapacidad para regular los niveles de glucosa en la sangre. La diabetes manifiesta se produce
cuando el nivel de glucosa en la sangre se eleva por encima de un nivel especifico, por lo general aproximadamente
250 mg/dl. En los seres humanos, un periodo presintomatico largo precede a la aparicion de la diabetes. Durante este
periodo, se produce una pérdida gradual de la funcion de las células beta del pancreas. El desarrollo de la enfermedad
esta implicado por la presencia de autoanticuerpos contra la insulina, descarboxilasa del acido glutamico, y la fosfatasa
de la tirosina 1A2 (1A2).

Los marcadores que pueden ser evaluados en la fase presintomatica son la presencia de insulitis en el pancreas, el
nivel y la frecuencia de anticuerpos de células de los islotes, anticuerpos de la superficie de células de los islotes, la
expresion aberrante de moléculas MHC de clase Il en las células beta pancreaticas, la concentracion de glucosa en la
sangre, y la concentracion plasmatica de insulina. Un aumento en el numero de linfocitos T en el pancreas, anticuerpos
de células de los islotes y glucosa en sangre es indicativo de la enfermedad, como es una disminucion en la
concentracion de insulina.

El raton diabético (NOD) no obeso es un modelo animal con muchas caracteristicas clinicas, inmunoldgicas e
histopatologicas en comun con IDDM humana. Los ratones NOD desarrollan espontaneamente una inflamacion de los
islotes y la destruccion de las células beta, lo que conduce a la hiperglucemia y la diabetes manifiesta. se requieren las
células T tanto CD4* como CD8* para para desarrollar la diabetes, aunque las funciones de cada una siguen sin estar
claras. Se ha demostrado que la administracién de insulina o GAD5 como proteinas, en condiciones tolerizantes a
ratones NOD previene la enfermedad e inhibe la expresion de las respuestas a los otros autoantigenos.
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La presencia de combinaciones de autoanticuerpos con diversas especificidades en el suero es altamente sensible y
especifico para la diabetes mellitus tipo | humana. Por ejemplo, la presencia de autoanticuerpos contra GAD y/o IA-2 es
de aproximadamente 98% de sensibilidad y 99% de especificidad para identificar la diabetes mellitus tipo | a partir de
suero de control. En los parientes de primer grado no diabéticos de pacientes con diabetes tipo I, la presencia de
autoanticuerpos especificos para dos de los tres autoantigenos incluyendo GAD, insulina e IA-2 transmite un valor
predictivo positivo de >90% para el desarrollo del tipo de IDM dentro de los 5 afios.

Autoantigenos dirigidos en la diabetes mellitus dependiente de la insulina humana puede incluir, por ejemplo, tirosina
fosfatasa IA-2; |A-2[beta]; descarboxilasa del acido glutamico (GAD), tanto la formas de 65 kDa y 67 kDa;
carboxipeptidasa H; insulina; proinsulina; proteinas de choque térmico (HSP); glima 38; antigeno de células de los
islotes de 69 KDa (ICA69); p52; dos antigenos ganglidsidos (GT3 y GM2-1); proteina relacionada con la glucosa 6
fosfatasa especifica del islote (IGRP); y un transportador de glucosa células de los islotes (GLUT 2).

IDDM humana es tratada actualmente mediante el control de los niveles de glucosa en sangre para guiar la inyeccion, o
la entrega basada en una bomba, de la insulina recombinante. Los regimenes de dieta y de ejercicio contribuyen a la
consecucion de un apropiado control de la glucosa en sangre.

Uveitis autoinmune. La uveitis autoinmune es una enfermedad autoinmune del ojo que se estima que afecta a 400,000
personas, con una incidencia de 43,000 nuevos casos por afio en los Estados Unidos. La uveitis autoinmune se trata
actualmente con esteroides, agentes inmunosupresores tal como metotrexato y ciclosporina, inmunoglobulina
intravenosa, y antagonistas de TNF-a.

Uveitis autoinmune experimental (EAU) es una enfermedad autoinmune mediada por células T que se dirige a la retina
neural, Uvea, y tejidos relacionados en el ojo. EAU comparte muchas caracteristicas clinicas e inmunolégicas con uveitis
autoinmune humana, y es inducida por la administracion periférica de péptido uveitogenico emulsionado en adyuvante
completo de Freund (CFA).

Los autoantigenos dirigidos por la respuesta autoinmune en la uveitis autoinmune humana puede incluir antigeno S,
proteina interfotorreceptora de union de retinoides (IRBP), rodopsina, y recoverina.

Cirrosis biliar primaria. La Cirrosis biliar primaria (PBC) es una enfermedad autoinmune especifica de érgano que afecta
principalmente a mujeres entre 40-60 afios. La prevalencia reportada en este grupo se aproxima a 1 por 1,000. PBC se
caracteriza por la destruccion progresiva de las células epiteliales biliares intrahepaticas (IBEC) que recubren los
pequefios conductos biliares intrahepaticos. Esto conduce a la obstruccion e interferencia con la secrecion de bilis,
causando eventual cirrosis. Se ha reportado la asociacion con otras enfermedades autoinmunes caracterizadas por un
dafo del revestimiento del epitelio/sistema secretor, incluyendo el sindrome de Sjogren, sindrome de CREST,
enfermedad tiroidea autoinmune y artritis reumatoide. Atencion en relacién con el antigeno(s) de conduccion se ha
enfocado en la mitocondria para mas de 50 afios, que conduce al descubrimiento de los anticuerpos antimitocondriales
(AMA) (Gershwin et al., Immunol Rev 174:210-225, 2000; Mackay et al., Immunol Rev 174:226-237, 2000). AMA pronto
se convirtié en una piedra angular para el diagndstico de laboratorio de PBC, presente en el suero de 90-95% de los
pacientes mucho antes de que aparezcan los sintomas clinicos. Reactividades autoantigénicas en las mitocondrias
fueron designados como M1 y M2. La reactividad M2 se dirige contra una familia de componentes de 48-74 kDa. M2
representa multiples subunidades autoantigénicas de enzimas del complejo deshidrogenasa 2-oxoacido (2- OADC) y es
otro ejemplo de la autoproteina, -polipéptido, o -péptido de la presente invencion. Los estudios que identifican el papel
de complejo de los antigenos de la piruvato deshidrogenasa (PDC) en la etiopatogenia de la PBC apoyan el concepto
de que PDC juega un papel central en la induccién de la enfermedad (Gershwin et al., Immunol Rev 174:210-225, 2000;
Mackay et al., Immunol Rev 174:226-237, 2000). La reactividad mas frecuente en 95% de los casos de PBC es la
subunidad E2 de 74 kDa, perteneciente a la PDC-E2. Existen complejos relacionados pero distintos, incluyendo:
complejo de 2-oxoglutarato deshidrogenasa (OGDC) y cadena ramificada (BC) 2-OADC. Tres enzimas constituyentes
(El, 2,3) contribuyen a la funcion catalitica, que es transformar el sustrato 2-oxoacido para acil coenzima A (CoA), con
reduccion de NAD+ a NADH. Los mamiferos PDC contiene un componente adicional, denominada proteina X o proteina
de union E-3: (E3BP). En pacientes con PBC, la respuesta antigénica importante se dirige contra PDC-E2 y E3BP. El
polipéptido E2 contiene dos dominios lipoil repetidas en tandem, mientras que E3BP tiene un Unico dominio lipoil. El
dominio lipoil se encuentra en una serie de objetivos de autoantigeno de PBC y se denomina en este documento como
el "dominio lipoil PBC". PBC se trata con agentes glucocorticoides e inmunosupresores, incluyendo metotrexato y
ciclosporina A.

Sindrome de Sjogren. El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune crénica que afecta a las glandulas
salivares y lagrimales principalmente, dando lugar a sequedad ocular (queratoconjuntivitis seca) y sequedad de boca
(xerostomia). Otros o6rganos que pueden estar implicadas incluyen el arbol bronquial, rifiones, higado, vasos
sanguineos, nervios periféricos y el pancreas. De particular interés es la doble presentacion de SS: ya sea solo como un
trastorno primario en mujeres en los cuarenta y los cincuenta (SS primario), o en el contexto de otras enfermedades
autoinmunes (SS secundario); glandulares (sintomas de sicca) y manifestaciones clinicas sistémicas (extraglandulares)
pueden estar presentes. Caracteristica de SS es la presencia de factores reumatoides, autoanticuerpos antinucleares y
precipitantes. Las particulas ribonucleoproteicos nucleares/citoplasmaticas (Ro/SSA y La/SSB) tienen un papel
destacado en la respuesta autoinmune de las SS. Otros antigenos que participan en el patrén nuclear positiva por
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inmunofluorescencia incluyen los siguientes: Ku, NOR-90 (regién organizadora nucleolar), p-80 coilin, HMG-17 (grupo
de alta movilidad), Ki/SL. Adicionalmente, los autoanticuerpos especificos de érganos también son reconocidos,
incluyendo antitiroglobulina, antieritrocito y los anticuerpos del epitelio de la glandula antisaliva. (Revisado en Clio et al.,
Int Arch Allergy Immunol 123:46-57, 200). Un autoantigeno especifico de 6rgano de 120-kD ha sido identificado como la
proteina del citoesqueleto a-fodrina (Haneji et al., Science 276:604-607, 1997). HSP60 es otro autoantigeno sugerido
que esta implicado en SS. La inmunizacion con HSP60 o un péptido derivado de HSP60 (residuos de aminoacidos 437
a 460) han demostrado reducir caracteristicas histopatoldgicas relacionadas con SS en un modelo animal de SS
(Dalaleu et al., Arthritis Rheum 58:2318-2328, 2008). Los principales antigenos diana Ro/SSA, La/SSB y sus
anticuerpos cognados han sido ampliamente definidos a nivel molecular. Ro/SSA es una ribonucleoproteina que
contiene ARN citoplasmicos pequefios. El componente de proteina del antigeno Ro/SSA, una proteina de 60-kD (60-kD
Ro/SSA, Ro60), se une a una de varias moléculas de ARN citoplasmico pequefias. Un péptido de 52-kD es otro
componente de antigeno Ro/SSA (52-kD Ro/SSA; Ro52). antigeno La/SSB se compone de un polipéptido que consiste
en 408 aminoacidos. Ambas proteinas 60-kD Ro/SSA y La/SSB son miembros de una familia de proteinas de unién a
ARN que contienen una secuencia de 80 aminoacidos conocidos como el motivo de reconocimiento de ARN (RNP). El
mapeo de epitopos de células B de moléculas 60-kD Ro/SSA, 52-kD Ro/SSA y La/SSB utilizando varias estrategias han
revelado epitopos especificos en varios estudios. Los epitopos de células B de autoantigeno 60-kD Ro/SSA parecen
estar situados en la region central y la parte carboxi-terminal de la molécula. Dos epitopos especificos de la
enfermedad: la region TKYKQRNGWSHKDLLRSHLKP (169-190) (SEQ ID NO:6) y la ELYKEKALSVETEKLLKYLEAV
(211-232) (SEQ ID NO:7) se han identificado (Routsias et al., Eur J Clin Invest 26:514-521, 1996). Los determinantes
antigénicos de la proteina 52-kD Ro/SSA son principalmente lineales y se encuentran en la parte central de la molécula.
Se ha informado que cuatro péptidos (aminoacidos 2-11, 107-126, 277-292 y 365-382) se reconocen por sueros anti-
Ro/SSA (Ricchiuti et al., Clin Exp Immunol 95:397-407, 1994). Se han reportado, cuatro péptidos altamente reactivos
con IgG purificada, que abarcan las regiones 145-164, 289-308, 301-320 y 349-368 de la proteina La/SSB (Tzioufas et
al., Clin Exp Immunol 108:191-198, 1997).

Otras enfermedades autoinmunes y autoantigenos asociados. Los autoantigenos para miastenia gravis pueden incluir
epitopos dentro del receptor de acetilcolina. Los autoantigenos especificos en pénfigo vulgar pueden incluir
desmogleina-3. Paneles para la miositis pueden incluir ARNt sintetasas (por ejemplo, treonil, histidil, alanil, isoleucil, y
gricil); Ku; Scl; SSA,; proteina ribonuclear Ul Sn; Mi-I; Mi-I; Jo-I; Ku; y SRP. Paneles para esclerodermia pueden incluir
Scl-70; centrémero; proteinas ribonucleares 1U; y fibrilarina. Paneles para la anemia perniciosa pueden incluir el factor
intrinseco; y subunidad beta de la glicoproteina H/K gastrica ATPasa. Los antigenos del epitopo para el lupus
eritematoso sistémico (LES) pueden incluir ADN; fosfolipidos; antigenos nucleares; Ro; La; ribonucleoproteina Ul; Ro60
(SS-A); Ro52 (SS-A); La (SS-B); calreticulina; Grp78; Scl-70; histona; proteinas Sm; y cromatina, etc. Para la
enfermedad de Graves, los epitopos pueden incluir simportador Na+/l; receptor de tirotropina; Tg; y TPO.

Enfermedad injerto contra huésped. Una de las mayores limitaciones de los tejidos y érganos en los seres humanos es
el rechazo del trasplante de tejido por el sistema inmune del receptor. Esta bien establecido que a mayor coincidencia
de los alelos de MHC clase | y Il (HLA-A, HLA-B y HLA-DR) entre donante y receptor mejor sera la supervivencia del
injerto. Enfermedad injerto contra huésped (GVHD) causa morbilidad y mortalidad significativas en pacientes que
reciben trasplantes que contienen células hematopoyéticas alogénicas. Las células hematopoyéticas estan presentes en
los trasplantes de médula dsea, trasplante de células madre y otros trasplantes. Aproximadamente el 50% de los
pacientes que reciben un trasplante de un hermano HLA compatible va a desarrollar moderada a severa GVHD, y la
incidencia es mucho mayor en los injertos no compatibles con HLA. Un tercio de los pacientes que desarrollan GVHD
moderada a severa morira como resultado. Los linfocitos T y otras células inmunes en el ataque del injerto donante de
células de los receptores que expresan variaciones de polipéptido en sus secuencias de aminoacidos, en particular
variaciones en las proteinas codificadas en el complejo del gen del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) en el
cromosoma 6 en humanos. Las proteinas mas influyentes para GVHD en trasplantes que implican células
hematopoyéticas alogénicas son las proteinas de clase | (HLA-A, -B, y -C) altamente polimdrficas (variacion amplia de
aminoacidos entre las personas) y las proteinas de clase Il (DRB1, DQB1 y DPBI) (Appelbaum, Nature 411, 385-
389,2001). Aun cuando los alelos de MHC clase | son serolégicamente 'compatibles' entre donante y receptor, la
secuenciacion del ADN revela que hay incompatibilidad a nivel de alelo en el 30% de los casos que proporcionan una
base para GVHD dirigido a la clase I, incluso en parejas donante-receptor compatibles (Appelbaum, Nature 411, 385-
389,2001). Los autoantigenos de menor histocompatibilidad en GVHD con frecuencia causan dafo a la piel, intestino,
higado, pulmén y pancreas. GVHD se trata con glucocorticoides, ciclosporina, metotrexato, fludarabina y OKT3.

Rechazo de trasplantes de tejidos. El rechazo inmunolégico de los trasplantes de tejidos, incluyendo pulmoén, corazén,
higado, rifién, pancreas y otros organos y tejidos, estd mediado por la respuesta inmune en el receptor del trasplante
dirigidos contra el 6rgano trasplantado. Los érganos alogénicos trasplantados contienen proteinas con variaciones en
sus secuencias de aminoacidos en comparacion con las secuencias de aminoacidos del receptor del trasplante. Debido
a que las secuencias de aminoacidos del érgano trasplantado difieren de las del receptor del trasplante con frecuencia
provocan una respuesta inmune en el receptor contra el érgano trasplantado. El rechazo de los érganos trasplantados
es una complicacion importante y limitacion de trasplante de tejido, y puede causar el fallo del érgano trasplantado en el
receptor. La inflamacion cronica que resulta de rechazo, con frecuencia conduce a la disfuncion en el 6rgano
trasplantado. Los receptores de trasplantes se tratan actualmente con una variedad de agentes inmunosupresores para
prevenir y evitar el rechazo. Estos agentes incluyen glucocorticoides, ciclosporina A, Cellcept, FK- 506, y OKT3.
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Composiciones y métodos para el tratamiento

La presente invencion proporciona complejos de inmunomoduladores mejorados y composiciones que los comprenden,
asi como usos de los mismos para la produccion de medicamentos y, en métodos para el tratamiento, profilaxis y/o
prevencion de enfermedades autoinmunes o alérgicas. Los complejos inmunomoduladores mejorados de acuerdo con la
presente invencion son proteinas de fusién que comprenden una subunidad mutante de la subunidad A1 de ribosilacién
de ADP de la toxina del colera (CTA1) un péptido capaz de unirse a un receptor especifico como se define en las
reivindicaciones, y uno o mas epitopos asociados con la enfermedad autoinmune o alérgica. El método mejorado de la
presente invencion incluye la administracion de un complejo inmunomodulador que comprende uno o mas epitopos
asociados con la enfermedad.

La presente divulgacion proporciona métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de la enfermedad
autoinmune diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM) que comprende administrar a un sujeto un complejo
inmunomodulador que comprende uno o mas epitopos autoantigénicos asociados con IDDM.

El complejo inmunomodulador se administra para tratar o prevenir IDDM pueden incluir epitopos autoinmunes derivados
de una o mas de las auto-proteinas, por ejemplo, preproinsulina, proinsulina, decarboxilasa del acido glutamico (GAD) -
65 y -67; tirosina fosfatasa IA-2; proteina relacionada con la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes (IGRP); y/o
antigeno de las células de los islotes 69 kD. Alternativamente, el complejo inmunomodulador se administra para tratar o
prevenir IDDM puede incluir multiples epitopos autoinmunes derivados de la misma o diferente(s) autoproteina(s), -
polipéptido(s), o -péptido(s). En realizaciones preferidas, el complejo inmunomodulador administrado para tratar o
prevenir IDDM pueden incluir epitopos autoinmunes derivados de la preproinsulina o proinsulina del autopolipéptido.

En esta divulgacion se proporcionan métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de esclerosis
multiple (MS) que comprende administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador que comprende uno o mas
epitopos autoantigénicos asociados con MS. El complejo inmunomodulador administrado para tratar MS puede incluir
un epitopo autoantigeno derivado de uno o mas auto-polipéptidos, incluyendo, pero no limitando a: proteina basica de
mielina (MBP), glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG), proteina proteolipidica (PLP), proteina basica de
oligodendrociticos asociada a la mielina (MOBP), glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (MOG), y/o glicoproteina
asociada a la mielina (MAG). Alternativamente, un complejo inmunomodulador que comprende multiples epitopos
autoantigénicos derivados de la misma o diferente autoproteina(s), -polipéptido(s), o -péptido(s) asociado(s) con la
enfermedad.

En esta divulgacion, se proporcionan métodos mejorados para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion de la artritis
reumatoide (RA) que comprende administrar a un sujeto un complejo inmunomodulador de acuerdo con la invencion
que comprende uno o mas epitopos autoantigénicos asociados con RA. En algunas realizaciones, el epitopo
autoantigénico es un epitopo derivado del grupo que consiste en colageno tipo |, II, lll, IV, V, IX, y XI, GP-39, filagrina, y
fibrina. En una realizacion preferida, el epitopo se deriva de colageno tipo Il, preferiblemente el epitopo es el péptido de
colageno Il inmunodominante compartido que comprende los aminoacidos 260-273 (Cl1260-273), SEQ ID NO: 5.

Alternativamente, se pueden administrar mdultiples complejos inmunomoduladores que comprenden epitopos
autoantigénicos derivados de diferentes autopolipéptidos.

Por lo tanto, el efecto terapéutico del complejo inmunomodulador de acuerdo con la presente invencién, como se
demuestra en los ejemplos (en particular en los modelos de artritis reumatoide, CIA en el ejemplo 2 y CAIA en el
ejemplo 3, y se indica en el modelo EAE), no es limitado especificamente a la artritis reumatoide (RA), sino que es un
efecto terapéutico ventajoso asociado con el tratamiento, profilaxis y prevencion de enfermedades autoinmunes y
alérgicas en general, dependiendo de la eleccion del epitopo de un autoantigeno asociado a la enfermedad alérgica o
autoinmune especifica. Por lo tanto, los ejemplos de la presente invencion estan destinados a ilustrar y apoyar el
concepto inventivo general de la utilizacion de los complejos inmunomoduladores de acuerdo con la invencion que
comprende el inmunomodulador CTA1-R7K/C187A en conexién con un epitopo inmunodominante para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes y alérgicas en general.

El epitopo inmunodominante compartido se puede seleccionar de cualquier autoantigeno apropiado conocido por estar
asociado con una enfermedad alérgica o autoinmune. El epitopo puede, por ejemplo, ser seleccionado a partir de
cualquiera de los autoantigenos asociados con las enfermedades de la Tabla 1. Sin embargo, los epitopos con un alto
contenido de cisteina puede contrarrestar el efecto ventajoso proporcionado por la sustitucion del aminoacido 187,
cisteina por una alanina en CTA1-R7K/C187A del complejo inmunomodulador de acuerdo con la invencion en
comparacion con CTA1-R7K. Por lo tanto, es preferible que los epitopos de acuerdo con la presente invencién se eligen
de tal manera como para evitar un alto contenido de cisteina.

En otra realizacion mas, la presente invenciéon proporciona secuencias de acido nucleico, incluyendo secuencias de

ADN y ARN, que codifican los complejos inmunomoduladores de acuerdo con la invencién, asi como plasmidos,
vectores y sistemas de expresion que comprenden tales secuencias de acido nucleico.
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Los complejos inmunomoduladores de acuerdo con la invencion se pueden producir mediante tecnologia de ADN
recombinante.

Las técnicas para la construccion de plasmidos, vectores y sistemas de expresion y transfeccion de células son bien
conocidas en la técnica, y el experto en la técnica estaran familiarizados con los materiales de recurso estandar que
describen condiciones y procedimientos especificos.

La construccion del sistema de plasmidos, vectores y expresion de la invencion emplea técnicas de ligacion y restriccion
estandar que son bien conocidos en la técnica (véase, en general, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience, 1989; Sambrook and Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual 3rd ed.
2001). Los plasmidos aislados, secuencias de ADN, o los oligonucleétidos sintetizados se escinden, adaptan y se
vuelven a ligar en la forma deseada. Las secuencias de las construcciones de ADN se pueden confirmar utilizando, por
ejemplo, métodos estandar para el analisis de secuencia de ADN (véase, por ejemplo, Sanger et al. (1977), Proc. Natl.
Acad. Sci., 74, 5463-5467).

Sin embargo, otro método conveniente para aislar moléculas de acido nucleico especificas es mediante la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) (Mullis et al., Methods Enzymol 155:335-350, 1987) o PCR de transcripcion inversa (RT-
PCR). Secuencias de acido nucleico especificas se pueden aislar a partir de ARN por RT-PCR. ARN se aisl6 a partir de,
por ejemplo, células, tejidos u organismos completos mediante técnicas conocidas para un experto en el arte. A
continuacion, se genera ADN complementario (ADNc) utilizando cebadores poli-dT o hexameros aleatorios,
desoxinucledétidos, y una enzima transcriptasa inversa apropiada. El polinucleétido deseado entonces se puede
amplificar a partir del ADNc generado por PCR. Alternativamente, el polinucleétido de interés se puede amplificar
directamente a partir de una biblioteca de ADNc apropiada. Los cebadores que se hibridan con ambos los extremos 5'y
3' de la secuencia de polinucledtidos de interés son sintetizados y utilizados para la PCR. Los cebadores también
pueden contener sitios de enzimas de restriccion especificos en el extremo 5' para facilitar la digestion y ligacion de la
secuencia amplificada en un vector del plasmido digerido por restriccion de manera similar.

Entrega de complejos inmunomoduladores

Las cantidades terapéutica y profilacticamente eficaz de un complejo inmunomodulador estan en el intervalo de
aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10 mg. Una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz preferida de un
complejo inmunomodulador esta en el intervalo de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 1 mg. Una cantidad
terapéutica mas preferida de complejo inmunomodulador se encuentra en el intervalo de aproximadamente 10 ug a 100
ug. En ciertas realizaciones, el complejo inmunomodulador se administra mensualmente durante 6-12 meses, y después
cada 3-12 meses como una dosis de mantenimiento. Los regimenes de tratamiento alternativos pueden ser
desarrollados y pueden variar de dia, a la semana, a cada dos meses, a anual, a una administracion de una sola vez,
dependiendo de la severidad de la enfermedad, la edad del paciente, siendo administrado el complejo
inmunomodulador, y otros factores que serian examinados por el médico tratante normal.

El complejo inmunomodulador se puede suministrar por via intranasal. En otras variaciones, el complejo
inmunomodulador se puede administrar por via oral, sublingual, subcutanea, transcutanea, intradérmica, por via
intravenosa, por via mucosa o por via intramuscular.

Formulacion

El complejo inmunomodulador se puede administrar en combinaciéon con otras sustancias, tales como, por ejemplo,
agentes farmacoldgicos, adyuvantes, citoquinas, o complejos inmunoestimulantes (ISCOMS).

Tabla 2. Secuencias

CTA1-R7K/C187A Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO: 1
K-CTA1-R7K/C187A Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:2
K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD Secuencia de ADN SEQ ID NO:3
K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:4

COL, colageno Il aminoacidos 260-273 | Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:5

60-kD Ro/SSA aminoacidos 169-190 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:6

60-kD Ro/SSA aminoacidos 211-232 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:7
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60-kD Ro/SSA aminoacidos 274-290 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:8

CTA1-R7K/C187A-COL-DD Secuencia de ADN SEQ ID NO:9

CTA 1-R7K/C187A-COL-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:10
K-CTA1-R7K/C187A-Ro169-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:11
K-CTA1-R7K/C187A-Ro211-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:12
K-CTA1-R7K/C187A-Ro274-DD Secuencia de aminoéacidos | SEQ ID NO:13
Bet v 1 aminoacidos 140-151 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:14
Phl p 1 aminoacidos 150-164 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:15
Phl p 5 aminoacidos 216-233 Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:16
K-CTA1-R7K/C187A-Betv1-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:17
K-CTA1-R7K/C187A-Ph1 p1-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:18
K-CTA1-R7K/C187A-Phl p5-DD Secuencia de aminoacidos | SEQ ID NO:19

Ejemplos

Los siguientes ejemplos son realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los ejemplos se ofrecen
solamente para fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion de ninguna manera.

Ejemplo 1. Complejo inmunomodulador K-CTA1-R7K1C187A-COL-DD

Construccion de mutantes CTA1-DD, expresion y purificacion de proteinas de fusion se realizaron esencialmente como
se describe por Agren (J Immunol 1999, 162: 2432-2440).

El plasmido pCTA1-DD contiene el gen A1 de la toxina del colera (aa 1-194) clonado en Hindlll-BamHI y ADN que
codifica dos fragmentos D del gen de la proteina A estafilocécica bajo el control del promotor trp. Se inserté el ADN que
codifica un péptido de colageno, el péptido Il de colageno inmunodominante compartido (Cl1260-273), entre el ADN que
codifica la CTA1 y las unidades estructurales DD dando el plasmido pCTA1-COL-DD. Las mutaciones R7K 'y C187A se
construyeron por mutagénesis in vitro dando el plasmido pK-CTA1-R7K/C187A-COL-DD (Figura 1).

Ejemplo 2. Comparaciéon de los efectos terapéuticos de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD en el
modelo de CIA en ratones.

El modelo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratéon de RA se utilizé para comparar los tratamientos intranasales
con el CTA1-R7K-COL-DD vy el tolerégeno K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD. El modelo de CIA comparte una serie de
caracteristicas clinicas, histologicas, e inmunolégicas con RA, y por lo tanto es el modelo mas utilizado para probar
potenciales agentes terapéuticos contra RA. Ratones DBA1 (Taconic, Dinamarca) se administraron con una
inmunizacién primaria con 100 ug de colageno de tipo Il pollo/bovino (Sigma/MDBioSciences) en adyuvante completo
de Freund (CFA) seguido por una dosis de refuerzo con adyuvante incompleto de Freund (IFA) en el dia 21. Los ratones
fueron tratados por via intranasal con 3-8 dosis de PBS, CTA1-R7K-COL-DD o K-CTA1-R7K/C187ACOL-DD de todo el
tiempo de y/o después de la inmunizacion de refuerzo. Los ratones fueron seguidos con respecto a la incidencia y
severidad de la artritis utilizando un sistema de puntuacién para la artritis.

Se utilizé un sistema de puntuacién clinica de 0-3 puntos por cada extremidad: 0 = sin inflamacién, 0,5 = hinchazén del
dedo del pie o el dedo, 1 = leve hinchazén o enrojecimiento, 2 = hinchazén y enrojecimiento, y 3 = marcado hinchazén,
enrojecimiento y/o anquilosis. El indice de la artritis se calculé sumando las puntuaciones de las cuatro extremidades de
cada animal.

El efecto terapéutico de K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD fue significativamente mejor que el efecto terapéutico de CTA1-

R7K-COL-DD, como se ve en la disminucion de la gravedad (figura 2A) y la incidencia (Figura 2B) de CIA en
comparacion con el grupo de control (PBS).
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El indice de artritis en el grupo de control PBS aumenté drasticamente tres semanas después de las inmunizaciones de
colageno y alcanzdé un pico a las 6 semanas. En el grupo CTA1-R7K-COL-DD, una ligera disminucion en el indice de la
artritis podria ser visto. Por el contrario, en el grupo K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD, el indice de la artritis fue
significativamente menor, y muchos animales no tuvieron ningun sintoma en absoluto.

Ejemplo 3 Comparacion de los efectos terapéuticos de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD en el
modelo CAIA de ratones.

Se indujo artritis inducida por anticuerpos de colageno (CAIA) en ratones Balb/c (Taconic, Dinamarca) dia 0 por una
inyeccion intravenosa de un céctel de anticuerpos monoclonales para colageno Il (coctel ArthritoMab: D1, F10, A2 y D8;
MD Biosciences, Zurich, Suiza) a un nivel de dosis de 2 mg/ratén. En el dia 3, lipopolisacarido (LPS) (kit ArthritoMab,
MD Biosciences) se inyectd por via intraperitoneal para mejorar la incidencia y la gravedad de la enfermedad (50
ug/ratén).

Los ratones se trataron por via intranasal en el dia 2, 0, +3 con 5 pg de K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD o CTA1-R7KCOL-
DD en 20 pl de PBS. Los ratones fueron seguidos con respecto a la incidencia y severidad de la artritis utilizando el
mismo sistema de puntuacion para la artritis como para CIA (véase el Ejemplo 2).

En el dia 4, todos los ratones comenzaron a mostrar signos de la enfermedad (datos no mostrados). En el grupo de
control PBS y en el grupo tratado con CTA1-R7K-COL-DD, el indice artritico aumenté dramaticamente 7 dias después
de la inmunizacion de anticuerpos. Sin embargo, en el grupo tratado con K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD el aumento en el
indice de artritis fue significativamente menor en todo el curso del experimento.

Ejemplo 4. Complejos inmunomoduladores para el tratamiento de la enfermedad de Sjogren (SS).

Las secuencias de ADN que codifican epitopos derivados de 60 kDa Ro, Ro169, con la secuencia de aminoacidos
TKYKQRNGWSHKDLLRSHLKP (SEQ ID NO:6), y Ro 211, con la secuencia de amino ELYKEKALSVETEKLLKYLEAV
(SEQ ID NO:7), y Ro274, con secuencia de aminoacidos QEMPLTALLRNLGKMT (SEQ ID NO:8), se clono en el vector
K-CTA1-R7K/C187A, dando como resultado vectores que comprenden construcciones de ADN que codifican los
complejos inmunomoduladores K-CTA1-R7K/C187A-Ro169-DD (SEQ ID NO:11), K-CTA1-R7K/C187A-Ro211-DD (SEQ
ID NO:12), y K-CTA1-R7K/C187AR0274-DD (SEQ ID NO:13), respectivamente.

Los vectores de expresion se transfectaron en E. coli y los complejos inmunomoduladores expresados se purifican
utilizando técnicas estandar.

Ejemplo 5. Efectos terapéuticos de complejos inmunomoduladores para el tratamiento de la enfermedad de Sjogren
(SS).

Recientemente, fue creado un modelo murino novedoso que muestra notable similitud con muchas caracteristicas de la
enfermedad humana (Scofield R.H. et al., J Immunol, 2005, 175 (12), 8409-12), en el que los ratones BALB/c se
inmunizaron durante un periodo de tiempo con un péptido corto de la RNP Ro humana (Ro274-290, designado Ro274)
que tiene una homologia de 100% con la secuencia de raton. Se determind que los ratones inmunizados con este
péptido se desarrollan autoanticuerpos IgG de alta titulacion contra Ro52, Ro60 y La, infiltracion de las glandulas
salivales de linfocitos CD19" B y CD4*/8*, y disminucion del flujo salival. Este modelo es por lo tanto apropiado para el
estudio de los efectos terapéuticos de complejos inmunomoduladores para el tratamiento de la enfermedad de Sjogren
(SS).

En resumen, los animales son inmunizados con un péptido correspondiente a los aminoacidos 274-290 de la proteina
Ro de 60-kDa, QEMPLTALLRNLGKMT (SEQ ID NO:8). La inmunizacién se llevé a cabo utilizando 100 nug de péptido
monomero en PBS emulsionado 1:1 en CFA para la inmunizacién inicial, con la inmunizacién subsiguiente en IFA en los
dias 14, 35, 63, y 51. Enfermedad es seguida por medicion de la produccion salival de la siguiente manera: En resumen,
los animales se mantuvieron en ayunas durante 16-18 h antes del procedimiento. Una inyeccion i.p. de 2.5% de 2,2,2-
tribromoetanol en 0.01 mL/g de peso corporal es administrada a cada animal como anestesia. La secrecion de saliva es
entonces estimulada con una inyeccion i.p. de 0.020 mg de isoproterenol/100 g de peso corporal y 0.05 mg de
pilocarpina/100 g de peso corporal en la misma jeringa. La saliva total se obtiene entonces de la cavidad oral durante un
periodo de 10 min utilizando tubos capilares. Los ratones se trataron con tres dosis administradas intranasalmente de
complejos inmunomoduladores que se van a ensayar en el momento de la enfermedad. El efecto del tratamiento se
evalta comparando el nivel de la produccion de saliva en los ratones tratados y no tratados.

Ejemplo 6. Complejos inmunomoduladores para el tratamiento de enfermedades alérgicas.

Bet v1 se ha identificado como uno de los principales alérgenos de abedul, y Phl p1 y Phl p5 han sido identificados
como dos principales alérgenos de polen de pasto. El epitopo péptido inmunodominante de Bet v1 se ha identificado
como que tiene la secuencia de péptido MGETLLRAVESY (SEQ ID NO: 14). El epitopo péptido inmunodominante de
Phi p1 ha sido identificado como que tiene la secuencia del péptido AGELELQFRRVKCKY (SEQ ID NO:15), y el epitopo
péptido inmunodominante de Phl p5 se ha identificado como que tiene la secuencia de péptido
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TVATAPEVKYTVFETALK (SEQ ID NO: 16). ADN que codifica estos epitopos peptidicos se cloné en el vector CTA1-
R7K/C187A, dando como resultado los vectores que comprenden construcciones de ADN que codifican los complejos
inmunomoduladores K-CTA1-R7K/C187A-Betv1-DD (SEQ ID NO:17), K-CTA1- R7K/C187A-Phl p1-DD (SEQ ID NO:18),
y K-CTA1-R7K/C187A-Phl p5-DD (SEQ ID NO:19), respectivamente. Los vectores de expresion se transfectaron en E.
coli y los complejos inmunomoduladores expresados se purifican utilizando técnicas estandar.

Ejemplo 7. Efectos terapéuticos de complejos inmunomoduladores para el tratamiento de enfermedades alérgicas.

Un modelo apropiado para estudiar los efectos terapéuticos de los complejos de inmunomoduladores para el tratamiento
de enfermedad alérgica es, por ejemplo, el modelo de ratén de poli-sensibilizacion alérgica a los alérgenos principales
de polen de abedul y de gramineas Bet v1, Phl p1 y Phl p5 establecidos por Hufnagl et al. (Clin Exp Allergy, 2008, 38,
1192-1202).

En resumen, la sensibilizacion se lleva a cabo por tres inmunizaciones intraperitoneales (i.p.) (dias 22, 36 y 50) de Bet
v1, Phl p1 y Phl p5 recombinantes (5 mg cada uno) o una mezcla de uno o mas de estos alérgenos adsorbidos en
hidroxido de aluminio (AI(OH); a intervalos de 14 dias. Como tratamiento, uno o mas de los complejos
inmunomoduladores que se van a ensayar se administran (5 mg cada uno) por via intranasal (i.n.) en 30 mL de 0.9% de
NaCl tres veces a intervalos de 7 dias (dias 0, 7 y 14) antes de la sensibilizaciéon. Una semana después de la ultima
inmunizacion i.p., un desafio de aerosoles con un 1% p/v de polen de abedul y/o extracto de phleum se lleva a cabo en
2 dias consecutivos. Dos dias después de la exposicion de aerosol (dia 60), los ratones se mataron, y se recogieron
lavados broncoalveolares (BAL). La inflamacion de las vias respiratorias se determina por el numero de células
inflamatorias (macroéfagos, linfocitos, eosinoéfilos) y niveles de IL-5 en los fluidos de BAL. El efecto de tratamiento se ve
como eosindfilos reducidos significativamente e IL-5 en BAL en ratones tratados con complejos inmunomoduladores en
comparacion con los ratones control.

Ejemplo 8. Formacion de dimeros de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD.

La formacion de dimeros de CTA1-R7K-COL-DD y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD fue estudiada mediante cromatografia
de exclusion por tamafio analitica (SEC). Se utilizd un sistema de AKTAFPLC (GE Healthcare) equipado con una
columna Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare) para el estudio. A medida que la fase movil, solucion reguladora de
fosfato de Na 10 mM pH 7.4, NaCl 0.4 M, a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min a temperatura ambiente. Las muestras
fueron CTA1-R7K-COL-DD (Lote 091118, 2.4 mg/mL) y K-CTA1-R7K/C187A-COL-DD (Lote 091118, 5.6 mg/mL). Las
muestras se descongelaron de -80°C y se diluyeron a 1.5 mg/mL en solucion reguladora antes del analisis. 50 ul se
inyectaron en la columna. La pureza de las preparaciones se analiz6 mediante SDS-PAGE seguido de tincion con
Coomassie en un NuUPAGE 4-12% Bis-Tris gel (Invitrogen) en condiciones reductoras.

Resultados

Como se ve a partir del analisis SEC, se habia formado una cantidad significativa de dimeros y podria ser identificado
en la muestra CTA1-R7K-COL-DD (Figura 4A). Los dimeros se pueden ver como un pico de elucién a 12.61 ml, y
monoémeros como un pico a 14,29 ml. En comparacioén, ningun dimero podria ser detectado en la muestra K-CTA1-
R7K/C187A-COL-DD (Figura 4B), indicado como un Unico pico de mondmeros eluyendo a 14.16 ml. Como puede verse
en la Figura 5, las dos preparaciones son puras igualmente y compuestas de un solo componente en condiciones de
reduccion, esto es, el complejo de la inmunomodulacion monomérica.

Ejemplo 9. Comparacion de los niveles de productividad.
El rendimiento de material purificado a partir de 1 g de pellet bacteriano después del cultivo de cepas de E. coli
recombinantes que llevan plasmidos que codifican diferentes complejos inmunomoduladores de acuerdo con la

invencion se enumeran en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de los niveles de productividad

Complejo Rendimiento
CTA1-R7K-DD 0.94 mg
K-CTA1-R7K/C187A-DD 4.03 mg
CTA1-R7K-COL-DD 0.88 mg
K-CTA1-R9K/C187A-COL-DD | 4.47 mg
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Como se puede ver en la Tabla 3, la productividad es significativamente mayor para los complejos que comprenden la
insercion de Ky la mutacion C187A.
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Gln

Gln

Thr

345

31

Lys

ser

Arg

ASn

330

Pro

Pro

Ala

Asn

315

val

Glu

Glu
Phe
300
Gly

Leu

val

Ala

Tyr

Phe

Gly

Ala

270

Asp

Glu

Ile

Glu

Ala

Ile

Gln

Ala

Gln

GIn

Leu

ser

320

Lys

Asn

Ile Ala Gly Phe Lys Gly Glu Gln Gly Pro Lys Gly Glu Pro
5 10
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<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Péptido derivado de Ro/SSA

<400>7

Glu Leu Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser val Glu Thr Glu Lys Leu Leu

1 5 10 15

Lys Tyr Leu Glu Ala val
20

<210> 8
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido derivado de Ro/SSA

<400> 8
GIn Glu Met Pro Leu Thr Ala Leu Leu Arg Asn Leu Gly Lys Met Thr
1 5 10 15
<210>9
<211> 1050
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1050)

<400> 9

32



atg
Met
1

aag

LyS

cga
Arg

cag
Gln

agt
ser
65

tct
Ser

gtt
val

gtt
val

cga
Arg

tac

gat
Asp

cag
Gln

&y

acg
Thr
50

ttg
Leu

act
Thr

aat
Asn

tct
ser

gtt
val
130

aga

gat
Asp

tca
Ser

act
Thr
35

oty

aga
Arg

tat
Tyr

gat
Asp

gct
Ala
115

cat
His

gat

aag
Lys

agt
ety
20

caa
Gln

Tt
Phe

agt
ser

tat
Tyr

gta
val
100

tta
Leu

ttt
Phe

aga

tta
Leu
5

&y

atg
Met

gte
val

cc
g'l a

ata
Ile
85

tta
Leu

&y

&ty

tat

tat
Tyr

ctt
Leu

aat
AsSn

agqg
Arg

cac
His
70

tat
Tyr

&
&y
gt

va

tac

aag
Lys

atg

atc
Ile

cac
His
55

tta
Leu

gtt
val

gca
Ala

att
Ile

ctt
Leu
135

agt
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gca
Ala

cca
Pro

aac
Asn
40

gat
Asp

gt
va

ata
Ile

tac
Tyr

cca
Pro
120

gat
Asp

dac

gat
Asp

aga
Arg
25

ctt
Leu

gat
Asp

&y

gcc
Ala

agt
ser
105

tac
Tyr

gaa
Glu

tta

tct
ser
10

&ty

tat
Tyr

oy

caa
Gin

act
Thr
90

cct
Pro

tcc
ser

caa
GlIn

gat

33

aga
Arg

cag
GlIn

gat
AsSp

tat
Tyr

act
Thr
75

gca
Ala

cat
H1s

caa
Gln

tta
Leu

att

cct
Pro

agt
Ser

cat
His

gtt
val
60

ata
Ile

ccc
Pro

cca
Pro

ata
Ile

cat
His
140

gct

cCct
Pro

gag
Glu

gca
Ala
45

tcc
Ser

ttg
Leu

dac
Asn

gat
Asp

tat
Tyr
125

cgt
Arg

CCa

gat
Asp

tac
Tyr
30

aga
Arg

acc
Thr

tct
ser

atg
Met

gaa
Glu
110

aly

aat
Asn

gca

gaa
Glu
15

ttt
Phe

tca
Ser

&y

Tttt
Phe
95

caa
Gln

tag
Trp

ag9
Arg

gca

ata
Ile

gac
Asp

act
Thr

att
Ile

cat
H1s
80

dac
Asn

gaa
Glu

tat
TYr

oy

gat

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Tyr
145
ggt
&ty

gag
Glu

tca
ser

aty

aat
Asn
225
atg
Met

aad
Lys

tta
Leu

aac
AsSn

cct
Pro
305

gac
Asp

aac
Asn

<210> 10

<211> 350

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Arg

tat
Tyr

ccg
Pro

tcg
ser

gaa
210
aac

Asn

cct
Pro

gac
Asp

dac
Asn

ttc
Phe
290

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

Asp
&y

tgg
Trp

&ty
195

cct
Pro

ttc
Phe

aac
Asn

gac
AsSp

gaa
Glu
275

aac
Asn

tta
Leu

cca
Pro

tct
ser

Arg

ttg
Leu

att
Ile
180

tct
Ser

&ty

dadc
Asn

tta
Leu

cca
Fro
260

tct
ser

dda
Lys

aac
Asn

age
ser

caa
Gln
340

<223> Construccion sintética

<400> 10

Tyr

gca
Ala
165

cat
His

&ty
&ty

aaa
Lys

aac
Asn
245

agc
ser

caa
GIn

gat
Asp

gaa
Glu

cda
Gin
325

gca
Ala

%0

&y

cat
His

att
Ile

tcc
Ser

gat
Asp
230

gaa
Glu

caa
Gln

gca
Ala

cdaa
Gln

gcg
Ala
310

agc
Ser

ccc
Pro

Ser

ttc
Phe

gca
Ala

gct
Ala

g g
218
caa
Glin

agc
ser

ccC
Pro

caa
Gln
295

caa
GIn

act
Thr

aaa
LYsS

ES 2578 711 T3

Asn

cct
Pro

ccg
Pro

ety
200

aag
Lys

caa
GIn

caa
Gln

act
Thr

aaa
LYys

280

agc
ser

cgt
Arg

daac
Asn

cCcC
Pro

Leu

ccg
Pro

ccg
Pro
185

TtcC
Phe

aca
Thr

agc
ser

cgt
Arg

aac
Asn
265

ccc
Pro

gcc
Ala

aac
Asn

gtt
val

gag
Glu
345

Asp

gag
Glu
170

&ty

ddd
Lys

ccc
Pro

gcc

aac
Asn
250

gtt
val

gag
Glu

ttc
Phe

&y

tta
Leu
330

gta
val

Ile
155

cat
His

gct
ala

&y

Glu

ttc
Fhe
235

ety

tta
Leu

gct
Ala

tat
Tyr

ttc
Phe
315

&ty

gca
Ala

Ala

aga
Arg

31y

gaa
Glu

gct
220
tat

Tyr

ttc
Phe

gat
Asp

gaa
Glu
300

att
Ile

gaa
Glu

Pro

Ala

aat
Asn

caa
Gln
205

gat
Asp

gaa
Glu

att
Ile

gaa
Glu

gcg
Ala
285

atc
Ile

caa
Gln

gct
Ala

cag
Gln

Ala

tgg
Trp

gct
Ala
190

&y

gcg
Ala

atc
Ile

caa
Gln

act
Ala
270

Cda
Gln

ttg
Leu

agt
ser

daa
LYS

aat
AsSn
350

Ala

499
Arg
175

cca
Pro

cCcC
Pro

caa
Gln

ttg
Leu

agt
Ser
255

aaa
Lys

caa
Gln

dadc
Asn

ctt
Leu

aaa
LYS
335

Asp
160

gaa
Glu

aga
Arg

aag
Lys

caa
Gln

aac
Asn
240

ctt
Leu

aaa
Lys

aat
Asn

atg
Met

daa
LysS
320

tta
Leu

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1050

Tet ASp Asp Lys Igeu Tyr Lys Ala Asp Ser Arg Pro Pro Asp Glu Ile
10

15

Lys GIn Ser g;ljy Gly Leu Met Pro g;g Gly GIn Ser Glu ‘%r Phe Asp

34



Arg

Gln

Ser

65

ser

val

val

Arg

Tyr

145

Gly

Glu

ser

Gly

AsSn

225

Met

Lys

Leu

Asn

Gly

Thr

50

Leu

Thr

Asn

ser

val

130

Arg

Tyr

Pro

ser

Glu

210

AsSn

Pro

Asp

Asn

Phe
290

Thr
35

Gly
Arg
Tyr
Asp
Ala
115
His
Asp
Gly
Trp
Gl

19

Pro
Phe
AsSn
Asp

Glu

Asn

Glin

Phe

ser

Tyr

val

100

Leu

Phe

Arg

Leu

Ile

180

ser

Gly

Asn

Leu

Pro

260

ser

Lys

Met

val

Ala

Ile

85

Leu

Gly

Gly

Tyr

Ala

165

His

Gly

Gly

Lys

ASn

245

Ser

Gln

Asp

ES 2578 711 T3

AsSn

Arg

His

70

Tyr

Gly

Gly

val

Gly

His

Ile

ser

AsSp

Glu

Gln

Ala

Gln

ITe

His

55

Leu

val

ala

Ile

Leu

135

ser

Phe

Ala

Ala

Gly

GlIn

Ala

Ser

Pro

Gln
295

ASn
40

Asp
val
Ile
Tyr
Pro
120
Asp
Asn
Pro
Pro
Gly
Lys
Gln
Gln
Thr
2%0

ser

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

105

TYyr

Glu

Leu

Pro

Pro

185

Phe

Thr

ser

Arg

Asn

265

Pro

Ala

35

Tyr

Gly

GIn

Thr

90

Pro

Ser

Gln

ASp

Glu

170

Gly

Lys

Pro

Ala

Asn

250

val

Glu

Phe

ASp

TYr

Thr

75

Ala

His

Glin

Leu

Ile

155

His

Ala

Gly

Glu

Phe

235

Gly

Leu

Ala

Tyr

His

val

60

Ile

Pro

Pro

Ile

His

140

Ala

Arg

Gly

Glu

Ala

220

TYyr

Phe

Gly

Asp

Glu
300

Ala
45

ser
Leu
Asn
Asp
Tyr
125
Arg
Pro
Ala

Asn

GlIn
205

Asp
Glu
Ile
Glu
Ala

285

Ile

Arg

Thr

ser

Met

Glu

110

Gly

ASnM

Ala

Trp

Ala

190

Gly

Ala

Ile

GIn

Ala

270

GIn

Leu

Gly

ser

Gly

Phe

95

Gln

Trp

Arg

Ala

175

Pro

Pro

Gln

Leu

Ser

255

Lys

GIn

Asn

Thr

Ile

His

80

Asn

Glu

TYyr

Gly

Asp

160

Glu

Arg

Lys

GIn

Asn

240

Leu

Lys

Asn

Met
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Pro Asn Leu Asn Glu Ala GIn Arg Asn Gly Phe Ile GIn Ser Leu Lys
305 310 315 320

Asp Asp Pro Ser GIn Ser Thr Asn val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu
325 330 335

Asn Glu Ser GIn Ala Pro Lys Pro Glu val Ala Gly Gln Asn
340 345 350

<210> 11

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 11
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Met Lys Asn Asp Asp Lys Leu Tyr Lys Ala Asp Ser Arg Pro Pro Asp
5

Glu ITe Lys Gln Ser Gly Gly Leu Met Pro Arg Gly GIn Ser Glu Tyr
20 25 30

Phe Asp ggg Gly Thr Gln Met ?an Ile Asn Leu Tyr ﬁgp His Ala Arg

Gly Thr G1n Thr Gly Phe val Arg His Asp Asp Gly Tyr val Ser Thr
50 55 60

ser Ile Ser Leu Arg Ser Ala His Leu val Gly GIn Thr Ile Leu Ser
65 70 75 80

Gly His Ser Thr Tyr Tyr Ile Tyr val Ile Ala Thr Ala Pro Asn Met
85 90 95

Phe Asn val Asn Asp val Leu Gly Ala Tyr Ser Pro His Pro Asp Glu
100 105 110

GIn Glu val Ser Ala Leu Gly Gly Ile Pro Tyr Ser Gln Ile Tyr Gly
115 120 125

Trp Tgr Arg val His Phe Gly val Leu Asp Glu GIn Leu His Arg Asn
130 135 140

Arg Gly Tyr Arg Asp Arg Tyr Tyr Ser Asn Leu Asp Ile Ala Pro Ala
14 150 155 160

Ala Asp Gly Tyr G1g Leu Ala Gly Phe Pro Pro Glu His Arg Ala Trp
16 170 175

37



Arg

Pro

His

Pro

225

Ala

AsSn

val

Glu

phe
305

Gly

Leu

val

<210> 12
<211> 358

<212> PRT

Glu

Arg

Lys

Glu

Phe

Gly

Leu

Ala

290

Tyr

Phe

Gly

Ala

Glu
ser
195
Asp
Ala
TYyr
Phe
Gly
ASp
Glu

Ile

Glu

352

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro Trp
180

ser Gly

Leu Leu

Asp Ala

Glu Ile
245

ITe GIn

Glu Ala

Ala Gln

Ile Leu

Gln Ser

325

Ala Lys
340

GIn Asn

Ile

ser

Arg

GlIn

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

310

Leu

Lys

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 12

ES 2578 711 T3

His

Thr

ser

215

GIn

ASn

Leu

Lys

AsSn

295

Met

Lys

Leu

His

Asn

Met

Lys

Leu

280

Asn

Pro

Asp

Asn

Tyr

Leu

Asn

Pro

Asn

Phe

Asn

ASp

Glu
345

38

Pro

LYsS

Lys

Phe

Asn

250

Asp

Glu

Asn

Leu

Pro

330

ser

Pro

Gln

Pro

Asn

235

Leu

Pro

Ser

Lys

Asn

315

Ser

GIn

Gly

Arg

Gly

Lys

Asn

ser

GIn

Gln

Ala

Ala

ASn

205

Ser

ASp

Glu

GIn

Ala

285

GIn

ala

ser

Pro

Gly

Gly

Gly

GlIn

ala

ser

270

Pro

Gln

Gln

Thr

LyS

Asn

Trp

Lys

GlIn

Lys

Ser

Arg

Asn

335

Pro

ser

Thr

ser

240

Arg

Asn

Pro

Ala

AsSn

320

val

Glu



ES 2578 711 T3

Met Lys Asn Asp AsSp Lys Leu Tyr Lys Ala Asp Ser Arg Pro Pro Asp

1 5 10 15

Glu ITe Lys GIn Ser Gly Gly Leu I;Igt Pro Arg Gly Gln Ser Glu Tyr
20 30

Phe aAsp g;g Gly Thr GIn Met Asn Ile Asn Leu Tyr Agp His Ala Arg
40 4

39
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Gly Egr Gln Thr Gly Phe ¥§1 Arg His Asp Asp EAy Tyr val Ser Thr

Ser Ile Ser Leu Arg Ser Ala His Leu val Gly GIn Thr Ile Leu Ser
65 70 75 80

Gly His Ser Thr Tyr Tyr Ile Tyr val Ile Ala Thr Ala Pro Asn Met

Phe Asn val Asn Asp val Leu Gly Ala Tyr Ser Pro His Pro Asp Glu
100 105 110

GIn Glu val Ser Ala Leu Gly Gly Ile Pro Tyr ser Gln Ile Tyr Gly
115 120 125

Trp Tyr Arg val His Phe Gly val Leu Asp Glu Gln Leu His Arg Asn
130 135 140

Arg Gly Tyr Arg Asp Arg Tyr Tyr Ser Asn Leu Asp Ile Ala Pro Ala
14 15 155 160

Ala Asp Gly Tyr Gly Leu Ala Gly Phe Pro Pro Glu His Arg Ala Trp
165 170 175

Arg Glu Glu Pro Trp Ile His His Ala Pro Pro Gly Ala Gly Asn ala
180 185 190

Pro Arg Ser Ser Gly Ser Glu Leu Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser val
195 200 205

Glu Thr Glu Lys Leu Leu Lys Tyr Leu Glu Ala val Gly Ser Gly Lys
210 215 220

Thr Pro Glu Ala Asp Ala G1n GIn Asn Asn Phe Asn Lys Asp GIn Gln
225 230 235 240

Ser Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro Asn Leu Asn Glu Ala GlIn
245 250 255

Arg Asn Gly Phe Ile GIn Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Thr
260 265 270

Asn val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn Glu Ser Gln Ala Pro Lys
275 280 285

Pro Glu Ala Asp Ala GIn GIn Asn Asn Phe Asn Lys Asp GIn GIn Ser
290 295 300

Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro Asn Leu Asn Glu Ala Gln Ar
305 310 315 32

40
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Asn Gly pPhe Ile GIn Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser GlIn Ser Thr Asn
3 330 335

val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn Glu Ser Gin Ala Pro Lys Pro
340 345 350

Glu val ala Gly GIn Asn
355

<210> 13

<211> 352

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 13

41



Met

Glu

Phe

Gly

Ser

65

Gly

Phe

Gln

Trp

Arg

145

Ala

Ar'g

Lys
Ile
Asp
Thr
50

Ile
His
Asn
Glu
Tyr
130
Gly

ASp

Glu

Asn

Lys

Arg

35

Gln

Ser

s5er

val

val
115

Arg

Tyr

Gly

Glu

ASp

Gln

20

Gly

Thr

Leu

Thr

Asn

100

ser

val

Arg

Pro
180

AsSp

Ser

Thr

Gly

Arg

TYFR

85

Asp

Ala

His

Asp

Lys

Gly

GIn

Phe

ser

70

Tyr

val

Leu

Phe

Leu

Ile

ES 2578 711 T3

Leu

Gly

Met

val

55

Ala

Ile

Leu

Gly

Gly

Tyr

Ala

His

Tyr

Leu

Asn

40

Arg

His

Tyr

Gly

Gly

val

Tyr

Gly

His

His

Leu

val

Ala

105

Ile

Leu

ser

Phe

Ala
185

42

Ala

10

Pro

Asn

ASp

val

Ile

90

Tyr

Pro

ASp

ASh

Pro

170

Pro

ASp

Arg

Leu

ASp

Gly

75

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

155

Pro

Pro

ser

Gly

Tyr

Gly

60

Gln

Thr

Pro

ser

Gin

140

Asp

Glu

Gly

Arg

Gln

AsSp

45

Tyr

Thr

Ala

His

Leu

Ile

His

Ala

Pro

Ser

30

His

val

Ile

Pro

Pro

110

Ile

His

Ala

Arg

Gly

Pro

15

Glu

ala

ser

Leu

Asn

95

Asp

Tyr

Arg

Pro

Ala

175

Asn

Asp

Tyr

Arg

Thr

Ser

80

Met

Glu

Gly

Asn

Ala

160

Trp

Ala



10

<210> 14
<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro

Asn

ser

Lys

Gln

Asn

305

Leu

Lys

Arg

Leu

210

Gln

Asn

Leu

Lys

Asn

290

Met

LyS

Leu

ser

195

Gly

Asn

Met

Lys

Leu

275

Asn

Pro

Asp

Asn

Ser

Lys

Asn

Pro

ASp

AsSn

Phe

Asn

Asp

Glu
340

<223> Péptido derivado de Bet v 1

<400> 14

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly

Met

Phe

Asn

245

ASp

Glu

AsSD

Leu

Pro

325

Ser

Ser

Thr

Asn

230

Leu

Pro

ser

LyS

Asn

310

ser

Gln
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Gln

Gly

LYs

Asn

ser

Gln

ASp

Glu

G1n

Ala

Glu
200

ser

ASp

Glu

Gln

Ala

280

Gln

Ala

Ser

Pro

Met

Gly

GIn

Ala

ser

265

Pro

Gln

G1In

Thr

Lys

Pro

Lys

GIn

GIn

250

Thr

Lys

ser

Arg

AsSn

330

Pro

Leu

Thr

ser

235

Arg

Asn

Pro

Ala

Asn

315

val

Glu

Thr

Pro
220

Ala

Asn

val

Glu

Phe

300

Gly

Leu

val

Ala

205

Glu

Fhe

Gly

Leu

Ala

285

Tyr

Phe

Gly

Ala

Leu

Ala

Tyr

Phe

Gly

Asp

Glu

Ile

Glu

Gly
350

Leu

Asp

Glu

Glu

Ala

Glin

Ala

Gln

hl'IEt Gly Glu Thr Igeu Leu Arg Ala val %u ser Tyr

43

Arg

Ala

Ile

240

Gln

Ala

GIn

Leu

ser

320

Lys

Asn



10

15
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<223> Péptido derivado de Phl p 1

<400> 15

Ala Gly Glu Leu Glu Leu GIn Phe Arg Arg val Lys Cys Lys Tyr
1 5 10 15

<210> 16

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido derivado de Phl p 5

<400> 16

Ihr val ala Thr Ala Pro Glu val Lys Tyr Thr val pPhe Glu Thr Ala
5 10 1

Leu Lys

<210> 17

<211> 348

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 17

44



Met

Glu

Phe

Gly

ser

65

Gly

Phe

GlIn

Trp

Ar

14

Ala

Lys Asn

Ile Lys

AsSp Arg
35

Thr GIn
50

Ile Ser

His Sser

Asn val

Glu val

115

Tyr Arg
130

Gly Tyr

Asp Gly

Asp

GIn

20

Gly

Thr

Leu

Thr

Asn
100

ser

val

Arg

Tyr

Asp
5

ser
Thr
Gly

Arg

Asp
Ala
His
Asp

Gly

Lys

Gly

GIn

Phe

ser

70

TYr

val

Leu

Phe

150

Leu
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Leu

Gly

Met

val

55

Ala

Ile

Leu

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Leu

Asn

40

Arg

His

Tyr

Gly

Tvr

Gly

Lys

met

25

Ile

His

Leu

val

Ala
105

Ile

Leu

Ser

Phe

45

Ala

10

Pro

Asn

ASp

val

Ile

90

Tyr

Pro

ASp

Asn

Pro

Asp

Arg

Leu

AsSp

Gly

75

Ala

ser

Tyr

Glu

Leu

155

Pro

Ser

Gly

Tyr

Gly

60

Gln

Thr

Pro

Ser

GIn

140

Asp

Glu

Arg

Gln

AsSp

45

Tyr

Thr

Ala

His

Gln

125
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Pro
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165 170 175

Arg Glu Glu Pro Trp Ile His His Ala Pro Pro Gly Ala Gly Asn Ala
180 185 190

Pro Arg Ser Ser Gly Ser Met Gly Glu Thr Leu Leu Arg Ala val Glu
195 200 205

ser Tyr Gly Ser Gly Lys Thr pro Glu Ala Asp Ala GIn GIn Asn Asn
210 215 220

Phe Asn Lys Asp GIn Gln Ser Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro
225 230 235 240

Asn Leu Asn Glu Ala GIn Arg Asn Gly Phe ITe GIn Ser Leu Lys Asp
245 250 255

Asp Pro Ser GIn Ser Thr asn val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn
260 265 270

Glu Ser GIn Ala Pro Lys Pro Glu Ala Asp ala GIn G1In Asn Asn Phe
275 280 285

Asn Lys Asp GIn Gln Ser Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro Asn
290 295 _ 300

Leu Asn Glu Ala GIn Arg Asn Gly Phe Ile GIn Ser Leu Lys Asp Asp
305 310 315 320

Pro ser GIn Ser Thr Asn val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn Glu
325 330 335

ser GIn Ala Pro Lys Pro Glu val Ala Gly GIn Asn
340 345

<210> 18

<211> 351

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 18
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Met LyS ASn Asp ASp Lys Leu Tyr Lys Ala Asp Ser Arg Pro Pro Asp

1 5 10 15

Glu Ile Lys gln ser Gly Gly Leu Met Pro Arg Gly Gln gsr Glu Tyr
0 25

Phe Asp ggg Gly Thr GIn Met :an Ile Asn Leu Tyr Asp His Ala Arg
45
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Gly Thr GIn Thr Gly Phe val Arg His Asp Asp EAY Tyr val ser Thr
50 55

Ser Ile ser Leu Arg Ser ala His Leu val Gly Gln Thr Ile Leu Ser
65 70 75 BO

Gly His Ser Thr Tyr Tyr Ile Tyr val Ile Ala Thr Ala Pro Asn Met

Phe Asn val Asn Asp val Leu Gly Ala Tyr Ser Pro His Pro Asp Glu
100 105 110

GIn Glu val ser Ala Leu Gly Gly Ile Pro Tyr Ser Gln Ile Tyr Gly
115 120 125

Trp Tgr arg val His Phe Gly val Leu Asp Glu GIn Leu His Arg Asn
130 135 140

Arg Gly Tyr Arg Asp Arg Tyr Tyr Ser Asn Leu Asp Ile Ala Pro Ala
145 15 155 160

Ala asp Gly Tyr Gly Leu Ala Gly Phe Pro Pro Glu His Arg Ala Trp
165 170 175

Arg Glu Glu Pro Trp Ile His His Ala Pro Pro Gly Ala Gly Asn Ala
180 185 190

Pro Arg Ser Ser Gly Ser Ala Gly Glu Leu Glu Leu GIn Phe Arg Arg
195 200 205

val Lys Cys Lys Tyr Gly Ser Gly Lys Thr Pro Glu Ala Asp Ala Gln
210 215 220

Asn Asn Phe Asn Lgs Asp GIn GIn Ser Ala phe Tyr Glu Ile Leu
230 235 240

Asn Met Pro Asn Leu Asn Glu Ala GIn Arg Asn Gly Phe Ile GIn Ser
245 25 255

Leu Lys Asp Asp Pro Ser GIn Ser Thr Asn val Leu Gly Glu Ala Lys
260 265 270

Lys Leu Asn Glu Ser GIn Ala Pro Lys Pro Glu Ala asp Ala GIn GIn
275 280 285

Asn Asn Phe Asn Lys Asp GIn GIln Ser Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn
290 295 300

Met Pro Asn Leu Asn Glu Ala GIn Arg Asn Gly Phe Ile Gln Ser Leu
305 310 315 320

Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Thr aAsn val Leu 6ly Glu Ala Lys Lys

325 330 335

Leu Asn Glu Ser GIn Ala Pro Lys Pro Glu val ala Gly GIn Asn
340 345

<210>19
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<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION SINTETICA

<400> 19
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5
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15
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Leu
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40
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Asp
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Ile

Glu

Ala
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Gln
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Leu
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Phe
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Reivindicaciones
1. Un complejo inmunomodulador que es una proteina de fusién que comprende:
(a) una subunidad mutante de la ribosilacion de ADP de subunidad A1 de la toxina del célera (CTA1),

(b) un péptido capaz de unirse a un receptor celular especifico en donde dicho péptido es un dimero de subunidad D de
la proteina A de Staphylococcus aureus, y

(c) uno o mas epitopos asociados con una enfermedad autoinmune o alérgica,

en donde, en la subunidad CTA1 mutante, los aminoacidos que corresponden al aminoacido 7, arginina y aminoacidos
187, cisteina, en la CTA1 nativa han sido reemplazados con lisina en el aminoacido 7 y alanina en el aminoacido 187.

2. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la subunidad CTA1 mutante es el
mutante CTA 1-R7K/C 187 A, SEQ ID NO: 1.

3. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el aminoacido lisina ademas se ha
insertado en el terminal N de la subunidad CTA1 mutante.

4. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la subunidad CTA1 mutante es el
mutante K-CTA1-R7K/C187A, SEQ ID NO: 2.

5. El complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el uno o mas
epitopos son epitopos autoinmunes asociados con una enfermedad autoinmune.

6. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la enfermedad autoinmune se selecciona
del grupo que consiste en diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis mdltiple, artritis reumatoide, uveitis
autoinmune, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia
perniciosa, lupus eritematoso sistémico y enfermedad de Graves.

7. El complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el uno o mas
epitopos son epitopos que provocan alergia asociados con una enfermedad alérgica.

8. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la enfermedad alérgica se selecciona del
grupo que consiste en asma alérgica, rinitis alérgica, dermatitis atépica e hipersensibilidad alimentaria.

9. El complejo inmunomodulador de la reivindicacion 1, en donde el complejo se selecciona de:
el complejo de la SEQ ID NO:4:

el complejo de la SEQ ID NO: 10;

el complejo de la SEQ ID NO: 11;

el complejo de la SEQ ID NO: 12;

el complejo de la SEQ ID NO: 13;

el complejo de la SEQ ID NO: 17;

el complejo de la SEQ ID NO: 18; y

el complejo de la SEQ ID NO: 19.

10. Un acido nucleico aislado que codifica un complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

11. Un sistema de expresién que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10.
12. Una célula transfectada que comprende un sistema de expresion de acuerdo con la reivindicaciéon 11.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.
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14. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el uno o mas epitopos estan
asociados con una enfermedad autoinmune, para su uso en la profilaxis, prevencioén y/o tratamiento de una enfermedad
autoinmune.

15. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, para uso en la profilaxis, prevencion y/o
tratamiento de una enfermedad autoinmune, en donde la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que consiste
en diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis multiple, artritis reumatoide, uveitis autoinmune, cirrosis biliar
primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso
sistémico y enfermedad de Graves.

16. Uso de un complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde el uno o
mas epitopos estan asociados con una enfermedad autoinmune, para la produccién de un medicamento para la
profilaxis, prevencion y/o tratamiento de una enfermedad autoinmune.

17. Uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que consiste
en diabetes mellitus dependiente de la insulina, esclerosis multiple, artritis reumatoide, uveitis autoinmune, cirrosis biliar
primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia perniciosa, lupus eritematoso
sistémico y enfermedad de Graves.

18. Un complejo inmunomodulador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el uno o mas
epitopos estan asociados con una enfermedad autoinmune para su uso en profilaxis, prevencion y/o tratamiento de una
enfermedad autoinmune en un sujeto.

19. El complejo inmunomodulador de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde la enfermedad autoinmune se
selecciona del grupo que consiste en diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis multiple, artritis reumatoide,
uveitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, pénfigo vulgar, esclerodermia, anemia
perniciosa, lupus eritematoso sistémico y enfermedad de Graves.
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Frecuencia de artritis (%)
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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