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DESCRIPCION
Estrategias para prevenir y/o tratar las respuestas inmunitarias a los alofactores solubles
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a péptidos inmunogénicos y a su uso en la prevencion y/o supresion de las
respuestas inmunitarias a los alofactores solubles (terapéuticos) tales como los usados en terapia sustitutiva.

Antecedentes de la invencion

Un numero creciente de polipéptidos o proteinas y factores se utilizan para administracion en el contexto de un gran
numero de enfermedades. Estos incluyen

- terapia sustitutiva para los defectos de coagulacion o defectos fribrinoliticos, incluyendo el factor VIII, factor IX 'y
estafilocinasa,

- hormonas tales como la hormona del crecimiento o la insulina,
- citocinas y factores de crecimiento, tales como interferén-alfa, interferon-gamma, GM-CSF y G-CSF,

- anticuerpos para la modulaciéon de respuestas inmunitarias, incluyendo anticuerpos anti-IgE en enfermedades
alérgicas, anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 en el rechazo de trasplantes y en una variedad de enfermedades
autoinmunitarias, anticuerpos anti-CD20 en linfomas no Hodgkin,

- eritropoyetina en insuficiencia renal.

En muchos casos, la administraciéon de dichos polipéptidos o proteinas o factores provoca la producciéon de una
respuesta inmunitaria especifica. Los anticuerpos producidos frente a estos polipéptidos y proteinas o factores dan
como resultado la neutralizacion del efecto terapéutico, un aumento en la tasa de aclaramiento y diversos modos de
reacciones de hipersensibilidad, incluyendo la enfermedad del suero, reacciones anafilacticas y erupciones
cutaneas.

Los anticuerpos provocados frente al agente terapéutico son producidos por los linfocitos B especificos, que se
convierten en células efectivas formadoras de anticuerpos por la maduracioén y diferenciacion, lo que requiere tanto
la presencia del antigeno (es decir, el agente terapéutico) como la ayuda proporcionada por las células T
especificas. Por lo tanto, el polipéptido o proteina es captado por células especializadas en la presentacion de
antigenos al sistema inmunitario, llamadas células presentadoras de antigeno (APC). Dichas APC estan localizadas
en sitios en los que se administra el polipéptido o proteina; el bazo en el caso de administracion intravenosa, la piel
para la administracion subcutanea y los nédulos linfaticos regionales para la administraciéon muscular.

En términos generales, las APC se separan en dos categorias, a saber, APC profesionales y APC no profesionales.
Asi, las células dendriticas y las células B (o linfocitos B) se consideran como APC profesionales debido a su
capacidad para capturar un antigeno. Las células dendriticas capturan antigenos mediante la captacion no
especifica seguida por el procesamiento activo y la presentacion en la superficie celular de los péptidos derivados
del antigeno en combinacién con determinantes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos B
capturan antigenos por medio de su receptor de superficie especifico (receptor de células B, BCR) seguido por el
procesamiento activo y presentacion en el contexto de las moléculas de MHC. Las APC no profesionales son
principalmente macrofagos con relativamente poca capacidad para presentar el antigeno, compensada de algun
modo por su capacidad para acumularse en los sitios de inflamacion.

Las respuestas inmunitarias primarias son provocadas por la captacion del antigeno por las células dendriticas o los
macrofagos, mientras que las respuestas secundarias son dependientes principalmente de células B especificas.
Esto es debido a la alta capacidad de las células dendriticas para captar el antigeno, en comparacion con las células
B primitivas que son muy deficientes en esta actividad. Durante una respuesta inmunitaria secundaria, sin embargo,
cuando ya se ha obtenido la maduracion de BCR, las células B son con mucho las células presentadoras mas
eficientes.

Como se ha indicado antes, la captacion de un antigeno va seguida por el procesamiento y presentacion por las
moléculas de MHC. Las MHC se dividen en dos categorias, clase | y clase ll, codificadas por diferentes locus
genéticos. En el hombre, tres locus codifican los antigenos de clase |, lamados A, B y C, y tres locus codifican los
antigenos de clase I, llamados DP, DQ y DR.

La funcién de los antigenos de MHC es presentar péptidos a las células T. Se considera clasicamente que los
antigenos clase | presentan péptidos principalmente derivados de antigenos celulares endégenos, mientras que los
antigenos clase |l presentan péptidos generados por el procesamiento de antigenos desde el exterior. Han sido
descritas distintas rutas de procesamiento y presentacion en la superficie celular para la presentacion de antigenos
clase | en comparacion con la presentacion de antigenos clase |l.
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La produccion de anticuerpos especificos requiere la presentacion de péptidos en los determinantes de MHC clase
II, lo que permite el reconocimiento por y la activacion de las células T del subconjunto CD4+. Después de
reconocimiento y activacion, dichas células T CD4+ producen una serie de citocinas, que proporcionan ayuda a las
células B para la maduraciéon completa en células formadoras de anticuerpos.

El documento de Cao O et al. (2004) propone, intentando evitar la respuesta inmunitaria contra un aloantigeno
soluble, identificar el epitopo de dicho aloantigeno e inyectarlo “a través de vias especificas, tales como
administracion oral o nasal (...), lo que induce la anergia de las células T, la delecion y activacion de las células Th3
reguladoras, que suprimen la respuesta de las células T a través de la secrecion de la citocina TGF-beta”. Otros
documentos sugieren la mutagénesis del epitopo del aloantigeno.

Cualquier método que pudiera abortar las respuestas inmunitarias a alofactores terapéuticos solubles, tanto en el
contexto de las respuestas primarias (que implican principalmente a las células dendriticas) como en el de las
respuestas continuas (que implican principalmente a las células B), podria constituir una importante mejora en los
tipos de tratamiento tales como los mencionados antes.

Sumario de la invencion
La invencion en su sentido mas amplio, es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente invencion se refiere a péptidos inmunogénicos, como se detalla en las reivindicaciones, para su uso en
la prevencion o supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que ha recibido un aloantigeno
soluble, de las respuestas inmunitarias a dicho aloantigeno soluble.

La presente invencion se refiere en un aspecto al menos a un péptido inmunogénico aislado como se detalla en las
reivindicaciones, para uso en la prevencion o supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que
ha recibido dicho aloantigeno soluble, de las respuestas inmunitarias a dicho aloantigeno soluble.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere al uso de al menos un péptido inmunogénico aislado como se
detalla en las reivindicaciones, para la fabricaciéon de un medicamento para la prevencion o supresion, en un sujeto
que va a recibir, que esta recibiendo o que ha recibido dicho aloantigeno soluble, de la activacion de las células T
CD4+ efectoras por dicho aloantigeno soluble.

En un aspecto adicional, la descripcién cubre también el uso de al menos un péptido inmunogénico aislado como se
detalla en las reivindicaciones, para la fabricacion de un medicamento para la induccién, en un sujeto que va a
recibir, que esta recibiendo o que ha recibido dicho aloantigeno soluble, de las células T CD4+ reguladoras que son
citotoxicas para las células que presentan dicho aloantigeno soluble.

En cualquiera de lo anterior, dicho aloantigeno soluble puede ser una proteina aplicada en terapia sustitutiva, o un
factor de coagulacién o fibrinolitico, 0 una hormona, o una citocina o un factor de crecimiento, o un anticuerpo
utilizado para fines terapéuticos.

En cualquiera de lo anterior, el motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C en el péptido inmunogénico es inmediatamente
adyacente al epitopo de célula T, o esta separado del epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos como
maximo.

En otras realizaciones del péptido inmunogénico para el uso que se detalla en las reivindicaciones, el motivo C-(X)2-
[CST] o [CST]-(X)2-C no aparece de forma natural dentro de una region de 11 aminoacidos N- o C-terminalmente
adyacente al aloantigeno soluble del cual se deriva el péptido. En realizaciones particulares del péptido
inmunogénico para el uso que se indica en las reivindicaciones, el motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C esta
posicionado en el N-terminal del epitopo de célula T. En otras realizaciones particulares del péptido inmunogénico
para el uso que se indica en las reivindicaciones, al menos una X en dicho motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es
Gly. Ala, Ser o Thr; adicionalmente o alternativamente, al menos una X es His o Pro. En realizaciones particulares
del péptido inmunogénico para el uso que se detalla en las reivindicaciones, al menos un C en dicho motivo C-(X)2-
[CST] 0 [CSTI-(X)2-C esta metilado.

En realizaciones particulares del péptido inmunogénico para el uso que se detalla en las reivindicaciones, el péptido
inmunogénico comprende ademas una secuencia de direccionamiento endosémico. Cualquiera de los péptidos
inmunogénicos anteriores, puede ser producido por sintesis quimica o por expresion recombinante.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a métodos in vitro para obtener una poblacion de células T CD4+
reguladoras especificas de aloantigeno soluble, que son citotdxicas frente a las células que presentan un epitopo de
célula T restringido al MHC de clase Il de dicho aloantigeno soluble, comprendiendo dichos métodos las etapas de:

- proporcionar células de sangre periférica;

- poner en contacto dichas células con un péptido inmunogénico que comprende (i) un epitopo de célula T
restringido al MHC clase Il de un aloantigeno soluble y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en
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donde dicho motivo es inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho
epitopo de célula T por un conector de siete aminoacidos como maximo;

- expandir dichas células en la presencia de IL-2, con la condicion de que el aloantigeno soluble no es insulina.

Las poblaciones de células T CD4+ reguladoras especificas de aloantigeno soluble, que son citotoxicas frente a las
células que presentan un epitopo de célula T restringido al MHC clase Il de dicho aloantigeno soluble, y que se
pueden obtener por los métodos anteriores, con la condicion de que el aloantigeno soluble no es insulina, son
también parte de la invencion, asi como dichas células para uso en la prevencién o supresion de las respuestas
inmunitarias a dicho aloantigeno soluble, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que ha recibido
dicho aloantigeno.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a péptidos inmunogénicos aislados, con una longitud entre 12 y 50
aminoacidos, que comprenden un epitopo de célula T restringido al MHC clase Il procedente de un aloantigeno
soluble e, inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o separado de dicho epitopo de célula T por un
conector de siete aminoacidos como maximo, un motivo redox C-(X)2-[CST] como se detalla en las reivindicaciones.
Mas particularmente, la invencién proporciona péptidos inmunogénicos de epitopos de aloantigeno soluble, en
donde la secuencia natural del aloantigeno soluble no comprende el C-(X)2-C dentro de 11 aminoacidos N- o C-
terminalmente adyacente al epitopo.

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un
epitopo de célula T restringido al MHC clase Il del receptor de células B de una célula B de memoria especifica del
aloantigeno y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en donde dicho motivo es inmediatamente
adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho epitopo de célula T por un conector de siete
aminoacidos como maximo, para uso en la eliminacion de células B especificas de aloantigeno en un sujeto que ha
recibido dicho aloantigeno.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Las barras de esta figura ilustran la viabilidad de las células B esplénicas murinas incubadas en diferentes
condiciones y evaluadas por analisis Facs de la union de anexina V'y 7-AAD (dos marcadores de apoptosis).

- B: poblacién control de células B primitivas;

- B (cc-pep) + T (cc-pep): células B esplénicas murinas incubadas con epitopo de célula T de anticuerpo anti-FVIII
modificado y con células T expandidas con epitopo de célula T modificado (modificacion como en “B (cc-pep)”);

- B (wt-pep) + T (cc-pep): células B esplénicas murinas incubadas con epitopo de célula T de anticuerpo anti-FVIII
de tipo natural y con células T expandidas con el correspondiente epitopo de célula T modificado.

Véase el ejemplo 1 para detalles de los epitopos de las células T.

Figura 2. Apoptosis de células T efectoras especificas de alofactor por células T CD4+ citoliticas inducidas por un
epitopo de célula T derivado de dicho alofactor y modificado por la union de un motivo de tiorreductasa. El alofactor
utilizado fue el factor VIII. Véase el ejemplo 5 para mas detalles.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

El término “péptido” cuando se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula que comprende una
secuencia de aminoacidos de entre 2 y 200 aminoacidos, conectada por enlaces peptidicos, pero que en una
realizacion particular, puede comprender estructuras de no aminoacidos (como por ejemplo un compuesto organico
conector). Los péptidos segun la invencion pueden contener cualquiera de los 20 aminoacidos convencionales o
versiones modificadas de los mismos, o pueden contener aminoacidos que no se encuentran en la naturaleza
incorporados por sintesis quimica de péptidos o por modificaciéon quimica o enzimatica.

El término “epitopo” cuando se usa en la presente memoria, se refiere a una o varias porciones (que pueden definir
un epitopo conformacional) de una proteina o factor que son especificamente reconocidas y unidas por un
anticuerpo o una de sus porciones (Fab’, Fab2’, etc.) o por un receptor presentado en la superficie celular de un
linfocito celular B o T, y que es capaz, por dicha union, de inducir una respuesta inmunitaria.

El término “antigeno” cuando se usa en la presente memoria, se refiere a una estructura de una macromolécula que
comprende uno o mas haptenos (que generan una respuesta inmunitaria solo cuando estan unidos a un portador)
y/o que comprende uno o mas epitopos de célula T. Tipicamente, dicha macromolécula es una proteina o péptido
(con o sin polisacaridos) o esta constituida por una composicion proteica y comprende uno o mas epitopos; dicha
macromolécula se puede denominar alternativamente en la presente memoria “proteina antigénica” o “péptido
antigénico”.
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El término “alofactor” se refiere a una proteina, péptido o factor (esto es, cualquier molécula) que presenta
polimorfismo cuando se compara entre 2 individuos de la misma especie, y que induce una respuesta inmunitaria
(alorreactiva) en el sujeto que recibe el alofactor. En la presente memoria descriptiva, “alofactor” significa
“aloantigeno”.

El término “alorreactividad” se refiere a una respuesta inmunitaria en un sujeto que recibe un alofactor, estando
dicha respuesta inmunitaria dirigida en principio contra las diferencias alélicas entre el alofactor administrado y la
propia version del factor por parte del receptor. La alorreactividad se aplica a los anticuerpos y a las células T.

El término “epitopo de célula T” o “epitopo de célula-T” en el contexto de la presente invencién, se refiere a un
epitopo de célula T dominante, subdominante o inferior, es decir, una parte de una proteina o factor antigénico que
es especificamente reconocida y unida por un receptor en la superficie celular de un linfocito T. EI que un epitopo
sea dominante, subdominante o inferior depende de la reaccién inmunitaria generada contra el epitopo. La
dominancia depende de la frecuencia con la que dichos epitopos son reconocidos por las células T y son capaces
de activarlas, entre todos los posibles epitopos de célula T de una proteina. En particular, un epitopo de célula T es
un epitopo unido por las moléculas de MHC clase | o de MHC clase Il.

El término “MHC” se refiere al “antigeno mayor de histocompatibilidad”. En los seres humanos, los genes de MHC
son conocidos como genes de HLA (“antigeno leucocitario humano”). Aunque no se sigue ninguna convencion de
manera regular, parte de la bibliografia utiliza HLA para referirse a las moléculas de proteina de HLA, y MHC para
referirse a los genes que codifican las proteinas del HLA. Como tales, los términos “MHC” y “HLA” son equivalentes
cuando se usan en la presente memoria. El sistema HLA en el hombre tiene su equivalente en el ratén, esto es, el
sistema H2. Los genes de HLA estudiados mas a fondo son los nueve genes del MHC llamados clasicos: HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DRA, y HLA-DRB1. En los seres humanos, el
MHC se divide en tres regiones: Clase |, Il, y lll. Los genes A, B, y C pertenecen al MHC clase |, mientras que los
seis genes D pertenecen a la clase Il. Las moléculas de MHC clase | estan constituidas por una sola cadena
polimérfica que contiene 3 dominios (alfa 1, 2 y 3), que se asocia con la microglobulina beta 2 en la superficie
celular. Las moléculas de clase |l estan constituidas por 2 cadenas polimérficas, que contienen cada una de ellas 2
cadenas (alfa1y 2,y beta 1y 2).

Las moléculas de MHC clase | se expresan virtualmente sobre todas las células nucleadas. Los fragmentos de
péptido presentados en el contexto de las moléculas de MHC clase | son reconocidos por los linfocitos T CD8+
(linfocitos T citotoxicos o CTL). Los linfocitos T CD8+ maduran frecuentemente a efectores citotoxicos que pueden
lisar las células que llevan el antigeno estimulante. Las moléculas de MHC clase Il se expresan principalmente sobre
linfocitos activados y células presentadoras de antigeno. Los linfocitos T CD4+ (linfocitos T auxiliares o HTL) se
activan con el reconocimiento de un Unico fragmento peptidico presentado por una molécula de MHC clase II, que
normalmente se encuentra sobre una célula presentadora de antigeno tal como un macréfago o una célula
dendritica. Los linfocitos T CD4+ proliferan y segregan citocinas que o bien mantienen una respuesta mediada por
anticuerpos a través de la produccién de IL-4 e IL-10 o bien mantienen una respuesta mediada por células a través
de la produccion de IL-2 e IFN-gamma.

Los HLA funcionales se caracterizan por un surco de unién profundo al que se unen péptidos potencialmente
antigénicos tanto endégenos como extrafios. El surco se caracteriza ademas por una forma y por unas propiedades
fisicoquimicas bien definidas. Los sitios de unién del HLA clase | son cerrados, porque los extremos terminales del
péptido estan inmovilizados en los extremos del surco. También estan implicados en una red de enlaces de
hidrégeno con residuos conservados de HLA. A la vista de estas restricciones, la longitud de los péptidos unidos se
limita a 8-10 residuos. Sin embargo, se ha demostrado que péptidos de hasta 12 residuos de aminoacidos, también
son capaces de unirse a HLA clase |. La superposicion de las estructuras de diferentes complejos de HLA confirmo
un modo general de union en donde los péptidos adoptan una conformacién extendida, relativamente lineal.

A diferencia de los sitios de union de HLA clase |. los sitios de clase Il, estan abiertos por ambos extremos. Esto
permite que los péptidos se extiendan desde la region de union real, “colgando” de este modo por ambos extremos.
Los HLA clase Il pueden por lo tanto unir ligandos peptidicos de longitud variable, que varia de 9 a mas de 25
residuos de aminoacidos. De forma similar al HLA de clase |, la afinidad de un ligando de clase Il se determina por
un componente “constante” y un componente “variable”. La parte constante es otra vez el resultado de una red de
enlaces de hidrégeno formada entre residuos conservados en el surco de HLA clase Il y la cadena principal de un
péptido unido. Sin embargo, este patron de enlace de hidrégeno no se limita a los residuos N- y C-terminales del
péptido, sino que se distribuye por toda la cadena. Lo Ultimo es importante porque limita la conformacion de los
péptidos que forman complejos a un modo de unién estrictamente lineal. Esto es comun para todos los alotipos de
clase Il. El segundo componente que determina la afinidad de unién de un péptido es variable debido a ciertas
posiciones de polimorfismo dentro de los sitios de unién de clase Il. Diferentes alotipos forman diferentes bolsillos
complementarios dentro del surco, explicando de este modo la seleccién de péptidos dependiente del subtipo, o
especificidad. Es importante destacar que las restricciones sobre los residuos de aminoacidos mantenidos dentro de
los bolsillos de la clase 1l son en general “mas suaves” que para la clase |. Hay mucha mas reactividad cruzada de
péptidos entre diferentes alotipos de HLA de clase Il. La secuencia de los +/- 9 aminoacidos de un epitopo de células
T del MHC de clase Il que encaja en el surco de la molécula de MHC Il se numera normalmente como P1 a P9. Los
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aminoacidos adicionales del N-terminal del epitopo se numeran como P-1, P-2 y asi sucesivamente, los aminoacidos
del C-terminal del epitopo se numeran como P+1, P+2 y asi sucesivamente.

El término “compuesto organico que tiene una actividad reductora” cuando se usa en la presente memoria se refiere
a compuestos, mas en particular secuencias de aminoacidos, capaces de reducir enlaces disulfuro en las proteinas.
Un término usado alternativamente para dicha secuencia de aminoacidos es “motivo redox”.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad del péptido de la invencion o su derivado,
que produce el efecto terapéutico o preventivo deseado en un paciente. Por ejemplo, con referencia a una
enfermedad o trastorno, es la cantidad que reduce hasta cierto punto uno o mas sintomas de la enfermedad o
trastorno, y mas particularmente que vuelve a la normalidad, ya sea parcial o completamente, los parametros
fisiolégicos o bioquimicos asociados con o causantes de la enfermedad o trastorno. Segun una realizacién particular
de la presente invencion, la cantidad terapéuticamente eficaz es la cantidad del péptido de la invencién o derivado
del mismo, que llevara a una mejora o restablecimiento de la situacion fisioldgica normal. Por ejemplo, cuando se
usa para tratar terapéuticamente a un mamifero afectado por un trastorno inmunitario, es la cantidad diaria de
péptido/kg de peso corporal de dicho mamifero. Alternativamente, cuando la administracion es a través de terapia
génica, la cantidad de ADN desnudo o de vectores virales se ajusta para garantizar la produccion local de la dosis
relevante del péptido de la invencion, derivado u homélogo del mismo.

El término “natural” cuando se usa en esta memoria refiriéndose a una secuencia n, se refiere al hecho de que la
secuencia (de aminoacidos o nucledtidos) es idéntica a una secuencia de origen natural o es idéntica a parte de
dicha secuencia de origen natural. A diferencia de esto, el término “artificial” se refiere a una secuencia que como tal
no esta presente en la naturaleza. A menos que se especifique otra cosa, los términos natural y artificial refiriéendose
a una secuencia, se refieren exclusivamente, por lo tanto, a una secuencia particular de aminoacidos (o de
nucledtidos) (p. ej. la secuencia del péptido inmunogénico, una secuencia comprendida dentro del péptido
inmunogénico, una secuencia epitopica) y no se refieren a la naturaleza del péptido inmunogénico como tal.

Opcionalmente, una secuencia artificial se obtiene a partir de una secuencia natural mediante modificaciones
limitadas tales como el cambio de uno o mas aminoacidos dentro de la secuencia de origen natural o por la adicion
de aminoacidos al N- o C-terminal de una secuencia de origen natural. Los aminoacidos se denominan en esta
memoria con su hombre completo, su abreviatura de tres letras o su abreviatura de una letra.

Los motivos de las secuencias de aminoacidos se escriben en esta memoria segun el formato de Prosite (Hulo et al.
(2006) Nucleic Acids Res. 34 (Database issue D227-D230). El simbolo X se utiliza para una posicién en la que se
acepta cualquier aminoacido. Las alternativas se indican listando los aminoacidos aceptables para una posicion
dada, entre corchetes ([ ]”). Por ejemplo: [CST] representa un aminoacido seleccionado de Cys, Ser o Thr. Los
aminoacidos que se excluyen como alternativas se indican listandolos entre llaves (“{ }"). Por ejemplo {AM}
representa cualquier aminoacido excepto Ala y Met. Los diferentes elementos en un motivo se separan entre si por
un guion -. La repeticion de un elemento idéntico dentro de un motivo se puede indicar poniendo detras de ese
elemento un valor numérico o un intervalo numérico entre paréntesis. Por ejemplo: X(2) corresponde a X-X, X(2,4)
corresponde s X-X 0 X-X-X 0 X-X-X-X, A(3) corresponde a A-A-A.

El término “homologo” cuando se usa en esta memoria con referencia a los epitopos utilizados en el contexto de la
invencion, se refiere a moléculas que tienen al menos 50 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al
menos 95 % o al menos 98 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el epitopo de origen natural,
manteniendo de este modo la capacidad del epitopo de unirse a un anticuerpo o receptor de la superficie celular de
una célula B y/o T. Las realizaciones particulares de los homdlogos de un epitopo corresponden al epitopo natural
modificado a lo sumo en tres, mas particularmente a lo sumo en dos, y lo mas particularmente en un aminoacido.

El término “derivado” cuando se usa en esta memoria con referencia a los péptidos de la invencién, se refiere a
moléculas que contienen al menos la porcion activa del péptido (esto es, capaz de provocar la actividad citolitica de
las células T CD4+) y ademas de eso comprende una porcion complementaria que puede tener diferentes fines tales
como estabilizar los péptidos o alterar las propiedades farmacodinamicas o farmacocinéticas del péptido.

El término “identidad de secuencia” de dos secuencias, cuando se usa en esta memoria, se refiere al nUmero de
posiciones con nucleétidos o aminoacidos idénticos dividido por el nimero de nucleétidos o aminoacidos de la mas
corta de las secuencias, cuando se alinean las dos secuencias. En realizaciones particulares, dicha identidad de
secuencia es de 70 % a 80 %, de 81 % a 85 %, de 96 % a 90 %, de 91 % a 95 %, de 95 % a 100 %, o 100%.

Los términos “polinucledtido (o acido nucleico) codificante de péptido” y “polinucledtido (o acido nucleico) que
codifica un péptido” cuando se usan en esta memoria, se refieren a una secuencia de nucleétidos, que, cuando se
expresa en un entorno apropiado, da como resultado la generacion de la secuencia del péptido relevante o de un
derivado u homologo del mismo. Dichos polinucleétidos o acidos nucleicos incluyen las secuencias normales
codificantes del péptido, asi como derivados y fragmentos de estos acidos nucleicos capaces de expresar un péptido
con la actividad requerida. Segun una realizacion, el acido nucleico que codifica los péptidos segun la invencién o
fragmentos de los mismos, es una secuencia codificante del péptido o de un fragmento del mismo que se origina de
un mamifero o que corresponde a un mamifero, mas particularmente un fragmento peptidico humano.
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La presente invencién encuentra su origen en la observacion de que las células T CD4+ aisladas de ratones
primitivos, inmunizados con un anticuerpo humano, y posteriormente estimulados con epitopo de célula T modificado
derivado de dicho anticuerpo, fueron capaces de llevar las células B primitivas que presentan dicho epitopo de célula
T (natural o modificado) a la apoptosis. La modificacion del epitopo de célula T que existia alli fue que se extendid
mediante un motivo capaz de catalizar el arrastre del puente disulfuro en proteinas, esto es, una secuencia que
contiene actividad de tiorreductasa (de aqui en adelante denominado simplemente motivo redox).

Por lo tanto, la presente invencién proporciona péptidos para uso en la prevencion y/o supresion de las respuestas
inmunitarias contra las proteinas derivadas de alofactores solubles como los utilizados p. €j. en terapia sustitutiva,
como se detalla en las reivindicaciones. En particular, la descripcién proporciona modos para prevenir el desarrollo
de y/o suprimir la respuesta de las células T CD4+ efectoras (denominadas, alternativamente, células T
espectadoras). En cambio, se inducen células T CD4+ reguladoras que son capaces de inducir especificamente la
apoptosis de las APC (tales como las células B) que presentan epitopos de célula T procesados a partir de
alofactores solubles, evitando de este modo la formacién de anticuerpos especificos.

Los compuestos utilizados para conseguir lo anterior, son péptidos inmunogénicos que abarcan la secuencia de un
epitopo de célula T derivado de alofactores solubles (p. ej. por procesamiento) y presentados en el contexto de los
determinantes del MHC de clase Il unido a un motivo redox tal como C-/X)2-C, como se detalla en las
reivindicaciones. El epitopo de célula T modificado de este modo altera el patron de activacion y la funcion de las
células T CD4+, ya sea de novo a partir de células T intactas en un contexto de prevencion, o ya sea modificando las
propiedades de las células T de memoria, dando ambos como resultado una fuerte capacidad para inducir la
apoptosis de las APC. De este modo, se evitan y/o se suprimen las respuestas de los anticuerpos y de las células
frente a los alofactores solubles. Mas especificamente, la eliminacion de una APC (células dendriticas o macréfagos,
o células B, en el contexto de las respuestas inmunitarias primarias y secundarias, respectivamente) que presenta
péptidos unidos al MHC de clase |l procesados de alofactores solubles, da como resultado la induccién de la
tolerancia a dichos alofactores solubles. Por lo tanto, un importante efecto secundario p. ej. de la terapia sustitutiva,
se elimina utilizando los compuestos descritos anteriormente.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado segun la invencion
para uso en la prevencion o supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que ha recibido un
alofactor soluble, de la respuesta inmunitaria a dicho alofactor soluble, como se detalla en las reivindicaciones. Mas
particularmente, la invenciéon se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado, como se detalla en las
reivindicaciones, para uso en la prevencion o supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que
ha recibido dicho alofactor soluble, de las respuestas inmunitarias a dicho alofactor soluble. Por lo tanto, dicho
péptido inmunogénico o el medicamento que lo comprende, se puede utilizar para el tratamiento previo o profilactico
o inmunizacion de un sujeto que recibira (y por consiguiente se espera que reciba) (o que esta recibiendo) dicho
alofactor soluble (terapéutico) con el fin de suprimir, evitar, reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o
totalmente) la respuesta o respuestas inmunitarias inducidas por el alofactor soluble administrado posteriormente.
Del mismo modo, dicho péptido inmunogénico o el medicamento que lo comprende, se puede usar para el
tratamiento terapéutico o inmunizacién de un sujeto que ha recibido (o esta recibiendo) dicho alofactor soluble
(terapéutico) con el fin de suprimir, evitar, reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o totalmente) la respuesta o
respuestas inmunitarias en curso inducidas por la administracién de dicho alofactor soluble.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere al uso de al menos un péptido inmunogénico aislado, como se
detalla en las reivindicaciones, para la fabricacion de un medicamento para prevenir, en un sujeto, que va a recibir,
que esta recibiendo o que ha recibido dicho alofactor soluble, la activacion de las células T CD4+ efectoras por dicho
alofactor soluble.

En un aspecto adicional, la descripcion cubre también el uso de al menos un péptido inmunogénico aislado, como se
detalla en las reivindicaciones, para la fabricacion de un medicamento para la induccién, en un sujeto que va a
recibir, que esta recibiendo o que ha recibido dicho alofactor soluble, de las células T CD4+ reguladoras que son
citotéxicas para las células que presentan dicho alofactor soluble.

En los aspectos anteriores de la invencion, el péptido inmunogénico o el medicamento que lo comprende, puede ser
para uso como tratamiento previo o profilactico o para inmunizacion de un sujeto que recibira (o esta recibiendo)
dicho alofactor soluble (terapéutico) con el fin de suprimir, evitar, reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o
totalmente) una activaciéon normalmente esperada en el receptor de las células T CD4+ efectoras frente al alofactor
soluble siguiendo o de forma posterior a la administracion real de dicho alofactor soluble. Del mismo modo, los uno o
mas péptidos inmunogénicos o los medicamentos que los comprenden, pueden ser para uso como tratamiento
terapéutico o inmunizacion de un sujeto que ha recibido (o esta recibiendo) dicho alofactor soluble (terapéutico) con
el fin de suprimir, reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o totalmente) la activacion en el receptor de las
células T CD4+ efectoras y/o células T CD8+ frente al alofactor soluble de forma simultanea con o después de la
administracion real de dicho alofactor soluble. Alternativamente, o de forma simultanea con cualquiera de lo anterior,
el péptido inmunogénico o el medicamento que lo comprende, puede ser para uso como tratamiento previo o
profilactico o inmunizacion de un sujeto que recibira (o esta recibiendo) dicho alofactor soluble (terapéutico) con el fin
de inducir una activacion normalmente inesperada en el receptor de las células T CD4+ reguladoras especificas del
alofactor soluble, capaces de destruir las células que presentan uno o mas antigenos de alofactor soluble siguiendo
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o de forma posterior a la administracién real de dicho alofactor soluble. Del mismo modo, dicho péptido
inmunogénico o el medicamento que lo comprende, puede ser para uso como tratamiento terapéutico o
inmunizacion de un sujeto que ha recibido (o esta recibiendo) dicho alofactor soluble (terapéutico) con el fin de
inducir la activacion en dicho sujeto de células T CD4+ reguladoras especificas del alofactor soluble capaces de
destruir las células que presentan dicho alofactor soluble. Dicha inducciéon puede tener lugar de forma simultanea
con o después de la administracién real de dicho alofactor soluble.

En cualquiera de los usos descritos anteriormente en la presente memoria, el sujeto o receptor es un mamifero, en
particular un primate (no humano) o un ser humano.

En cualquiera de los usos anteriores, el alofactor soluble puede ser una proteina aplicada en terapia sustitutiva, o un
factor de coagulacién o fibrinolitico, 0 una hormona, o una citocina o un factor de crecimiento, o un anticuerpo
utilizado para fines terapéuticos. Una lista no limitante de posibles alofactores incluye el factor VIII; factor IX,
estafilocinasa, hormona del crecimiento, insulina, citocinas y factores del crecimiento (tales como interferon-alfa,
interferon-gamma, GM-CSF y G-CSF), anticuerpos para la modulaciéon de respuestas inmunitarias (incluyendo
anticuerpos anti-IgE en enfermedades alérgicas, anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 en rechazo de trasplantes y una
variedad de enfermedades autoinmunitarias. anticuerpos anti-CD20 en linfomas no Hodgkin) y eritropoyetina en la
insuficiencia renal.

Las células T reguladoras citotoxicas generadas por los péptidos inmunogénicos de la presente invencion pueden
suprimir las respuestas inmunitarias incluso contra los alofactores solubles (terapéuticos) complejos. Un requisito
minimo para que dichas células se activen es que reconozcan un péptido cognado presentado por determinantes del
MHC de clase Il, llevando a la apoptosis de las células presentadoras de antigeno, suprimiendo de este modo las
respuestas de las células T (células T tanto CD4+ como CD8+) contra todos los epitopos de célula T presentados
por la APC. Un mecanismo adicional por el cual las células T reguladoras citotoxicas pueden suprimir la respuesta
inmunitaria global frente a los antigenos complejos es suprimiendo la activacion de las células T espectadoras.

Se prevé que hay situaciones en las que mas de un antigeno de alofactor soluble contribuye a una respuesta
inmunitaria frente a un alofactor soluble. En tales circunstancias, la misma APC puede no presentar todos los
antigenos de alofactores solubles relevantes, ya que algunos de dichos antigenos pueden ser captados por las APC
potencialmente diferentes. Se puede prever por tanto que la combinacion de dos o mas péptidos inmunogénicos se
puede utilizar para la prevencion y supresion de las respuestas inmunitarias frente a dicho alofactor soluble.

En un aspecto adicional de la invencién dicho péptido inmunogénico es reemplazado por células T CD4+
reguladoras sensibilizadas con dicho péptido inmunogénico, como se detalla en las reivindicaciones. En un aspecto
adicional mas, se prevén métodos tales como los descritos anteriormente en donde el péptido inmunogénico es
reemplazado por una secuencia de nucleétidos que codifica el péptido inmunogénico (p. ej. en la forma de DNA
desnudo o un vector viral que se administra a un individuo en lugar del péptido inmunogénico). En adicién, se puede
usar una combinacion de multiples péptidos inmunogénicos, esto es, mas de 1 (p. €j. 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 o mas)
en cualquiera de lo anterior. Estos aspectos de la invencion, asi como la modificacion posterior del péptido
inmunogénico se describen en detalle mas adelante.

La presente invencion se basa en el hallazgo de que un péptido inmunogénico que comprende un epitopo de célula
T derivado de un alofactor soluble (terapéutico) y una secuencia peptidica, que tiene actividad reductora, es capaz
de generar una poblacion de células T CD4+ reguladoras, que tienen un efecto citotoxico sobre las células
presentadoras de antigeno. Se basa adicionalmente en el hallazgo de que dicho péptido inmunogénico es capaz de
prevenir la activacion de las células T CD8+ especificas del alofactor soluble y/o de las células T CD4+ efectoras.

Por consiguiente, la invencion se refiere a péptidos inmunogénicos, que comprenden al menos un epitopo de célula
T de un alofactor soluble (terapéutico) con un potencial para desencadenar una reaccién inmunitaria, acoplado a un
compuesto organico que tiene una actividad reductora, tal como un motivo de secuencia de tiorreductasa como se
describe en las realizaciones. El epitopo de célula T y el compuesto organico estan separados por una secuencia
conectora de siete aminoacidos como maximo. En otras realizaciones opcionales el péptido inmunogénico
comprende adicionalmente una secuencia de direccionamiento endosémico (p. €j. secuencia de direccionamiento
endosomico tardio) y/o secuencias “flanqueantes” adicionales.

Los péptidos inmunogénicos de la invencion se pueden representar esquematicamente como A-L-B o B-L-A, en
donde A representa un epitopo de célula T de un antigeno (propio o no propio) con un potencial para desencadenar
una reaccion inmunitaria, L representa un conector y B representa un compuesto organico que tiene una actividad
reductora.

La actividad reductora de un compuesto organico se puede valorar por su capacidad para reducir un grupo sulfhidrilo
tal como en el ensayo de solubilidad de la insulina conocido en la técnica, en donde la solubilidad de la insulina es
alterada después de la reduccion, o con una insulina marcada con fluorescencia. El compuesto organico reductor se
puede acoplar en el lado amino-terminal del epitopo de célula T o en el carboxi-terminal del epitopo de célula T.

En general, el compuesto organico con actividad reductora es una secuencia peptidica. Los fragmentos peptidicos
con actividad reductora se encuentran en las tiorreductasas que son pequeias enzimas reductoras de disulfuro que
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incluyen glutarredoxinas, nucleorredoxinas, tiorredoxinas y otras oxidorreductasas de tiol/disulfuro. Estas ejercen
actividad reductora de los enlaces disulfuro sobre proteinas (tales como enzimas) a través de cisteinas con actividad
redox dentro de secuencias consenso de dominio activo conservado: C- X(2)-C, C-X(2)-S, C-X(2)-T, S-X(2)-C, T-
X(2)-C (Fomenko et al. (23) Biochemistry 42, 11214-11225), en las que X representa cualquier aminoacido. Dichos
dominios se encuentran también en proteinas mas grandes tales como la proteina disulfuro isomerasa (PDI) y la
fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos.

Por consiguiente, en realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos segun la presente invencion
comprenden como motivo redox el motivo de la secuencia de tiorreductasa [C]-X(2)-[CST] o [CST]-X(2)-[C], como se
detalla en las reivindicaciones. En la presente solicitud dicho tetrapéptido sera denominado "el motivo". En
realizaciones particulares, los péptidos de la invencién contienen el motivo de secuencia [C]-X(2)-[CS] o [CS]-X(2)-
[C], como se detalla en las reivindicaciones. En realizaciones mas particulares los péptidos contienen el motivo de
secuencia C-X(2)-S, S-X(2)-C o C-X(2)-C, como se detalla en las reivindicaciones.

Como se explica con detalle mas adelante, los péptidos inmunogénicos de la presente invencion se pueden preparar
por sintesis quimica, lo que permite la incorporacion de aminoacidos no naturales. Por consiguiente, en el motivo de
los compuestos reductores segun realizaciones particulares de la presente invencioén, C representa o cisteina u otros
aminoacidos con un grupo tiol tales como mercaptovalina, homocisteina u otros aminoacidos naturales o no
naturales con una funcion tiol. Con el fin de tener actividad reductora, las cisteinas presentes en el motivo no
deberian presentarse como parte de un puente disulfuro de cisteina. Sin embargo, el motivo puede comprender
cisteinas modificadas tal como cisteina metilada, que se convierte in vivo en cisteina con grupos tiol libres.

Cada uno de los aminoacidos X en el motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C de realizaciones particulares de los
péptidos inmunogénicos de la invencidn, puede ser cualquier aminoacido natural, incluyendo S, C o T o puede ser
un aminoacido no natural. En realizaciones particulares X es un aminoacido con una cadena lateral pequeia tal
como Gly, Ala, Ser o Thr. En realizaciones particulares adicionales, X no es un aminoacido con una cadena lateral
voluminosa tal como Tyr. En ofras realizaciones particulares al menos una X en el motivo [CST]-X(2)-[CST] es His o
Pro.

En los péptidos inmunogénicos para uso en los métodos de la presente invencién que comprenden el motivo (redox)
descrito anteriormente, el motivo se localiza de tal manera que, cuando el epitopo encaja en el surco del MHC, el
motivo se mantiene fuera del surco de unién al MHC. El motivo esta localizado o inmediatamente adyacente a la
secuencia epitdpica dentro del péptido, o esta separado del epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos o
menos. De forma mas particular, el conector comprende 1, 2, 3 0 4 aminoacidos. Alternativamente, un conector
puede comprender 6 aminoacidos. Los aminoacidos tipicos usados en conectores son serina y treonina. Ejemplos
de péptidos con conectores de acuerdo con la presente invencién son CXXC-G-epitopo (SEC ID NO: 6), CXXC-GG-
epitopo (SEC ID NO: 7), CXXC-SSS-epitopo (SEC ID NO: 8), CXXC-SGSG-epitopo (SEC ID NO: 9) y similares.

En aquellas realizaciones particulares de los péptidos de la invencion en las que la secuencia del motivo es
adyacente a la secuencia epitdpica esto se indica como posicion P-4 a P-1 o P+1 a P+4 comparada con la
secuencia epitopica. Ademas de un conector peptidico se pueden usar otros compuestos organicos como
conectores para conectar entre si las partes del péptido inmunogénico.

Los péptidos inmunogénicos para uso en los métodos y aplicaciones de la presente invencion pueden comprender
ademas secuencias adicionales cortas de aminoacidos en el N-terminal o C-terminal de la secuencia (artificial) que
comprende el epitopo de célula T y el compuesto reductor (motivo). Dicha secuencia de aminoacidos se denomina
de forma general en la presente memoria "secuencia flanqueante". Una secuencia flanqueante puede estar
localizada de forma N-terminal y/o C-terminal respecto del motivo redox y/o del epitopo de célula T en el péptido
inmunogénico. Cuando el péptido inmunogénico comprende una secuencia de direccionamiento endosémico, una
secuencia flanqueante puede estar presente entre el epitopo y una secuencia de direccionamiento endosémico y/o
entre el compuesto reductor (por ejemplo, el motivo) y una secuencia de direccionamiento endosémico. Mas
particularmente una secuencia flanqueante es una secuencia de hasta 10 aminoacidos, o de entre 1 y 7
aminoacidos, tal como una secuencia de 2 aminoacidos.

En realizaciones particulares de la invencion, el motivo redox en el péptido inmunogénico esta localizado de forma
N-terminal respecto al epitopo.

En realizaciones particulares adicionales, cuando el motivo redox presente en el péptido inmunogénico contiene una
cisteina, esta cisteina esta presente en el motivo en la posicién mas lejana desde el epitopo, por tanto, el motivo se
encuentra como C- X(2)-[ST] o C-X(2)-S de forma N-terminal del epitopo o se encuentra como [ST]-X(2)-C o S-X(2)-
C de forma carboxi-terminal del epitopo.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, se proporcionan péptidos inmunogénicos que comprenden una
secuencia epitopica y una secuencia del motivo. En realizaciones particulares adicionales, el motivo se encuentra
varias veces (1, 2, 3, 4 o incluso mas veces) en el péptido, por ejemplo, como repeticiones del motivo que pueden
estar espaciadas una de otra por uno o mas aminoacidos (por ejemplo, CXXC X CXXC X CXXC; SEC ID NO: 10),
como repeticiones que son adyacentes entre si (CXXC CXXC CXXC; SEC ID NO: 11) o como repeticiones que se
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solapan entre si CXXCXXCXXC (SEC ID NO: 12) o CXCCXCCXCC (SEC ID NO: 13)). De manera alternativa, se
proporcionan uno o mas motivos tanto en el N-terminal como en el C-terminal de la secuencia del epitopo de la
célula T. Ofras variaciones previstas para los péptidos inmunogénicos de la presente invencion incluyen péptidos
que contienen repeticiones de una secuencia de epitopo de célula T o multiples epitopos de célula T diferentes en
donde cada epitopo esta precedido y/o seguido por el motivo (por ejemplo, repeticiones de "motivo-epitopo” o
repeticiones de "motivo-epitopo-motivo"). En la presente memoria los motivos pueden tener todos la misma
secuencia, pero esto no es obligatorio. Se sefiala que las secuencias repetitivas de péptidos que comprenden un
epitopo que comprende en si mismo el motivo daran también como resultado una secuencia que comprende tanto el
‘epitopo’ como un ‘motivo. En tales péptidos, el motivo dentro de una secuencia epitdpica funciona como un motivo
fuera de una segunda secuencia epitdpica. Sin embargo, en realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos
de la presente invencién comprenden solamente un epitopo de célula T.

Como se ha descrito anteriormente, los péptidos inmunogénicos para uso en métodos segun la invencion
comprenden, ademas de un compuesto reductor/motivo, un epitopo de célula T derivado de un alofactor soluble. Un
epitopo de célula T en una secuencia proteica se puede identificar mediante ensayos funcionales y/o mediante uno o
mas ensayos de prediccion in silico. Los aminoacidos en una secuencia de epitopo de célula T se numeran segun su
posicion en el surco de unién de las proteinas del MHC. En realizaciones particulares, el epitopo de célula T
presente dentro de los péptidos de la invencion consiste en entre 8 y 25 aminoacidos, aun mas particularmente en
entre 8 y 16 aminoacidos, y aun lo mas particularmente consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 aminoacidos. En
una realizaciéon mas particular, el epitopo de célula T consiste en una secuencia de 9 aminoacidos. El epitopo de
célula T es un epitopo, que se presenta a las células T mediante las moléculas de MHC de clase Il. En realizaciones
particulares de la presente invencion, la secuencia del epitopo de célula T es una secuencia epitdpica que encaja en
la hendidura de una proteina del MHC I, mas particularmente un nonapéptido que encaja en la hendidura del MHC
Il. El epitopo de célula T de los péptidos inmunogénicos de la invencion puede corresponder a una secuencia
epitépica natural de una proteina o puede ser una version modificada de la misma, con la condicion de que el
epitopo de célula T modificado conserve su capacidad de unirse dentro de la hendidura del MHC, de modo similar a
la secuencia del epitopo de célula T natural. El epitopo de célula T modificado puede tener la misma afinidad de
unién para la proteina de MHC que el epitopo natural, pero también puede tener una afinidad disminuida. En
realizaciones particulares la afinidad de unién del péptido modificado no es inferior a 10 veces menos que el péptido
original, mas particularmente no inferior a 5 veces menos. Es un hallazgo de la presente invencion que los péptidos
de la presente invencion tienen un efecto estabilizante sobre los complejos de proteinas. Por consiguiente, el efecto
estabilizante del complejo péptido-MHC compensa la disminucién de afinidad del epitopo modificado por la molécula
de MHC.

En realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos para uso en los métodos de la invenciéon comprenden
ademas una secuencia de aminoacidos (u otro compuesto organico) que facilita la captacion del péptido en los
endosomas (tardios) para el procesamiento y presentacion dentro de los determinantes del MHC clase Il. El
direccionamiento endosomico tardio esta mediado por sefales presentes en la cola citoplasmatica de proteinas y
corresponde a motivos peptidicos bien identificados tales como el motivo [DE]JXXXL[LI] (SEC ID NO:14) basado en
dileucina o el motivo DXXLL (SEC ID NO:15) (por ejemplo, DXXXLL; SEC ID NO:16); el motivo YXXQ basado en
tirosina o el denominado motivo de racimo acido. El simbolo @ representa residuos de aminoacidos con una cadena
lateral hidréfoba voluminosa tal como Phe, Tyr y Trp. Las secuencias de direccionamiento endosémico tardio
permiten el procesamiento y la presentacion eficiente del epitopo de células T derivado de antigeno por las
moléculas del MHC clase |l. Dichas secuencias de direccionamiento endosémico estan contenidas, por ejemplo,
dentro de la proteina gp75 (Vijayasaradhi et al. (1995) J Cell Biol 130, 807-820), la proteina CD3 gamma humana, la
HLA-BM ( (Copier et al. (1996) J. Immunol. 157, 1017-1027), la cola citoplasmatica del receptor de DEC205
(Mahnke et al. (2000) J Cell Biol 151, 673-683). Otros ejemplos de péptidos que funcionan como sefiales de
clasificacion para el endosoma estan descritos en la revision de Bonifacio and Traub (2003) Annu. Rev. Biochem.
72, 395-447. Alternativamente, la secuencia puede ser la de un epitopo de célula T subdominante o menor
procedente de una proteina, que facilita la captacion en endosomas tardios sin superar la respuesta de células T
frente al epitopo de células T derivado del alofactor soluble.

Los péptidos inmunogénicos para uso en los métodos de la invencién se pueden generar por acoplamiento de un
motivo reductor como se describe en la presente memoria, en el N-terminal o C-terminal con respecto a un epitopo
de células T del alofactor soluble (terapéutico) (bien directamente adyacente al mismo o separado por un conector).
Ademas, la secuencia del epitopo de célula T del péptido inmunogénico y/o el motivo redox se pueden modificar y/o
se pueden introducir (o modificar) una o mas secuencias flanqueantes y/o una secuencia de direccionamiento, en
comparacion con la secuencia del epitopo de célula T de origen natural. Por consiguiente, la secuencia resultante
del péptido inmunogénico diferira en la mayoria de los casos de la secuencia de la proteina del alofactor soluble de
interés. En estos casos, los péptidos inmunogénicos de la invenciéon son péptidos con una secuencia “artificial’, de
origen no natural.

Los péptidos inmunogénicos para uso en el contexto de la invencién, pueden variar sustancialmente en longitud, por
ejemplo, de aproximadamente 12-13 aminoacidos (un epitopo de célula T de 8-9 aminoacidos y el motivo redox de 4
aminoacidos) hasta 50 o mas aminoacidos, como se detalla en las reivindicaciones. Por ejemplo, un péptido
inmunogénico segun la invencion puede comprender una secuencia de direccionamiento endosémico de 40
aminoacidos, una secuencia flanqueante de aproximadamente 2 aminoacidos, un motivo como se describe en la
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presente memoria de 4 aminodacidos, un conector de 4 aminoacidos y un péptido epitopico de célula T de 9
aminoacidos. En realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos de la invencién consisten en entre 12
aminoacidos y 20 hasta 25, 30, 50, 75, 100 o 200 aminoacidos. En una realizacién mas particular, los péptidos
consisten en entre 10 y 20 aminoacidos. Mas particularmente, el compuesto reductor es un motivo redox como se
describe en la presente memoria, y la longitud del péptido inmunogénico que comprende el epitopo y el motivo
opcionalmente conectado por un conector es de 19 aminoacidos o menos, por ejemplo 12, 13, 14, 15, 16,17, 18 0 19
aminoacidos.

Como se ha detallado antes, los péptidos inmunogénicos para uso en el contexto de la presente invencion
comprenden un motivo reductor como se describe aqui conectado a una secuencia de epitopo de célula T. Segun
una realizacion particular, los epitopos de células T se derivan de alofactores solubles que no comprenden dentro de
su secuencia natural nativa, una secuencia de aminoacidos con propiedades redox dentro de una secuencia de 11
aminoacidos adyacente en el N o C terminal al epitopo de célula T de interés. Mas particularmente, la invencion
abarca la generacion de péptidos inmunogénicos a partir de alofactores solubles que no comprenden una secuencia
seleccionada de C-X(2)-S, S-X(2)-C, C-X(2)-C, S-X(2)-S, C-X(2)-T, T-X(2)-C dentro de una secuencia de 11
aminoacidos adyacente en el N o C terminal a la secuencia del epitopo, como se detalla en las reivindicaciones. En
realizaciones particulares adicionales, la presente invencion proporciona péptidos inmunogénicos de alofactores
solubles que no comprenden las secuencias de aminoacidos descritas anteriormente con propiedades redox dentro
de su secuencia, como se detalla en las reivindicaciones.

En realizaciones particulares adicionales, los péptidos inmunogénicos de la invencion son péptidos que comprenden
epitopos de células T, en donde los epitopos de células T no comprenden una secuencia de aminoacidos con
propiedades redox dentro de su secuencia natural, como se detalla en las reivindicaciones. Sin embargo, en
realizaciones alternativas, un epitopo de células T que se une a la hendidura del MHC puede comprender un motivo
redox tal como se describe en la presente memoria dentro de su secuencia epitdpica; los péptidos inmunogénicos
segun la invencidon que comprenden dicho epitopo de célula T deben comprender ademas otro motivo redox
acoplado (adyacente o separado por un conector) en el N o C terminal con respecto al epitopo de tal manera que el
motivo unido puede asegurar la actividad reductora (al contrario del motivo presente en el epitopo, que se oculta
dentro de la hendidura).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para generar péptidos inmunogénicos de la presente
invencion descritos en esta memoria. Tales métodos incluyen la identificacién de epitopos de células T en un
alofactor soluble de interés; en la técnica se conocen modos para la identificacién in vitro e in silico de epitopos de
células T y a partir de ahora se desarrollan algunos aspectos. Los péptidos inmunogénicos generados se pueden
evaluar opcionalmente en cuanto a la capacidad para inducir células T CD4+ reguladoras especificas de alofactores
solubles que son citotoxicas para las células que presentan (partes de) el alofactor soluble de interés.

Los péptidos inmunogénicos segun la invencidon se generan partiendo del epitopo o epitopos de células T del
alofactor o alofactores solubles de interés. En particular, el epitopo de célula T utilizado puede ser un epitopo de
célula T dominante. La identificacion y seleccion de un epitopo de célula T de un alofactor soluble, para su uso en el
contexto de la presente invencion, se realiza por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las
secuencias peptidicas aisladas de un alofactor soluble se ensayan, por ejemplo, mediante técnicas de biologia
celular de células T, para determinar si las secuencias peptidicas provocan una respuesta de células T. Aquellas
secuencias peptidicas que se encuentra que provocan una respuesta de células T se definen como poseedoras de
actividad estimulante de células T. La actividad estimulante de células T humanas se puede ensayar ademas
cultivando células T obtenidas de un individuo sensibilizado frente a un alofactor soluble con un péptido/epitopo
derivado del alofactor soluble y determinando si la proliferacién de células T se produce o no en respuesta al
péptido/epitopo que se mide, por ejemplo, mediante la captacion celular de timidina tritiada. Los indices de
estimulacion para respuestas por células T a péptidos/epitopos se pueden calcular como el CPM maximo en
respuesta a un péptido/epitopo dividido por el CPM control. Un indice de estimulacion (S.l.) de células T igual o
mayor a dos veces el nivel de fondo se considera "positivo." Los resultados positivos se utilizan para calcular el
indice de estimulacién medio para cada péptido/epitopo para el grupo de péptidos/epitopos ensayados. Los epitopos
de células T no naturales (o modificados) se pueden ensayar ademas opcionalmente en cuanto a su afinidad de
union a moléculas de MHC clase II. La unién de epitopos de células T no naturales no naturales (o modificados) con
moléculas de MHC clase Il se puede realizar de diferentes maneras. Por ejemplo, las moléculas del HLA clase I
solubles se obtienen por lisis de células homocigoéticas para una molécula de clase |l determinada. La ultima se
purifica por cromatografia de afinidad. Las moléculas de clase Il solubles se incuban con un péptido de referencia
marcado con biotina producido de acuerdo con su fuerte actividad de uniéon para esa molécula de clase Il. Los
péptidos a evaluar para la union con la clase Il se incuban entonces a diferentes concentraciones y se calcula su
capacidad para desplazar al péptido de referencia de su unién con la clase Il por la adiciéon de neutravidina. Los
métodos se pueden encontrar, por ejemplo, en Texier et al., (2000) J. Immunology 164, 3177-3184). Los péptidos
inmunogénicos de la invencion tienen un indice medio de estimulacion de células T mayor que o igual a 2,0. Un
péptido inmunogénico que tiene un indice de estimulacion de células T mayor que o igual a 2,0 se considera util
como agente profilactico o terapéutico. Mas particularmente, los péptidos inmunogénicos segun la invencion tienen
un indice medio de estimulacién de células T de al menos 2,5, al menos 3,5, al menos 4,0, o incluso al menos 5,0.
Ademas, dichos péptidos tienen normalmente un indice de positividad (P.l.) de al menos aproximadamente 100, al
menos 150, al menos aproximadamente 200 o al menos aproximadamente 250. El indice de positividad de un
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péptido se determina multiplicando el indice medio de estimulacion de células T por el porcentaje de individuos, en
una poblacion de individuos sensible a un alofactor soluble (por ejemplo, al menos 9 individuos, al menos 16
individuos, o al menos 29 o 30, o incluso mas), que tienen células T que responden al péptido (correspondiendo por
tanto al S| multiplicado por la naturaleza promiscua del péptido/epitopo). Por tanto, el indice de positividad
representa tanto la fuerza de una respuesta de células T contra un péptido (S.l.) como la frecuencia de una
respuesta de células T contra un péptido en una poblacién de individuos sensibles a un alofactor soluble. Para
determinar los epitopos de células T 6ptimos, por ejemplo, mediante técnicas de cartografia fina, un péptido que
tiene actividad estimulante de células T y por tanto que comprende al menos un epitopo de células T, como se
determina mediante técnicas de biologia de células T, se modifica por adicién o delecion de restos de aminoacidos
en el N o C terminales del péptido y se ensaya para determinar un cambio en la reactividad de las células T contra el
péptido modificado. Si se encuentra que dos o mas péptidos que comparten un area de solapamiento en la
secuencia proteica nativa tienen actividad estimulante de las células T humanas, como se determina mediante
técnicas de biologia celular de células T, se pueden producir péptidos adicionales que comprenden el total o una
parte de dichos péptidos y estos péptidos adicionales se pueden ensayar por un procedimiento similar. Siguiendo
esta técnica, se seleccionan los péptidos y se producen de manera recombinante o sintética. Los epitopos o
péptidos de células T se seleccionan basandose en diversos factores, incluyendo la fuerza de la respuesta de
células T contra el péptido/epitopo (por ejemplo, indice de estimulacion) y la frecuencia de la respuesta de las
células T contra el péptido en una poblaciéon de individuos.

Los antigenos candidatos se pueden cribar mediante uno mas algoritmos in vitro para identificar una secuencia de
epitopo de células T dentro de una proteina antigénica. Algoritmos adecuados estan descritos, por ejemplo, en
Zhang et al. (2005) Nucleic Acids Res 33, W180-W183 (PREDBALB); Salomon & Flower (2006) BMC Bioinformatics
7, 501 (MHCBN); Schuler et al. (2007) Methods Mol Biol. 409, 75-93 (SYFPEITHI); Donnes & Kohlbacher (2006)
Nucleic Acids Res. 34, W194-W197 (SVMPIC); Kolaskar & Tongaonkar (1990) FEBS Lett. 276,172-174 y Guan et al.
(2003) Appl Bioinformatics 2, 63-66 (MPICPred). Mas particularmente, dichos algoritmos permiten realizar la
prediccion dentro de una proteina antigénica de una o mas secuencias nonapeptidicas que encajaran en el surco de
una molécula de MHC 1.

Los péptidos inmunogénicos para uso en el contexto de la invencidon se pueden producir por expresion
recombinante, por ejemplo, en células bacterianas (por ejemplo, Escherichia coli), células de levadura (por ejemplo,
especies de Pichia, especies de Hansenula, especies de Saccharomyces o Schizosaccharomyces), células de
insectos (por ejemplo, de Spodoptera frugiperda o Trichoplusia ni), células de plantas o células de mamifero (por
ejemplo, células CHO, COS). La construccion de los vectores de expresion adecuados por lo tanto necesarios
(incluyendo informacién adicional, tal como secuencias promotoras y de terminacién) implica entre tanto técnicas
estandar de ADN recombinante. Los péptidos inmunogénicos de la invencion producidos de manera recombinante
pueden ser derivados de una proteina precursora mas grande, por ejemplo, mediante escision enzimatica de sitios
de escision enzimatica insertados adyacentes a los terminales N y/o C del péptido inmunogénico, seguido de
purificacién adecuada.

En vista de la longitud limitada de los péptidos inmunogénicos para uso en el contexto de la invencion, estos se
pueden preparar mediante sintesis peptidica quimica, en la que los péptidos se preparan acoplando entre si los
diferentes aminoacidos. La sintesis quimica es particularmente adecuada para la inclusion, por ejemplo, de D-
aminoacidos, aminoacidos con cadenas laterales de origen no natural o aminoacidos naturales con cadenas
laterales modificadas tal como cisteina metilada. Los métodos quimicos de sintesis peptidica estan bien descritos y
se pueden hacer pedidos de péptidos de compafiias tales como Applied Biosystems y otras compafiias. La sintesis
peptidica se puede realizar como sintesis peptidica en fase sélida (SPPS) o por el contrario como sintesis peptidica
en fase de solucion. Los métodos de SPPS mejor conocidos son la quimica en fase sélida de t-Boc y Fmoc que es
ampliamente conocida por los expertos en la técnica. Ademas, los péptidos se pueden ligar entre si para formar
péptidos mas largos utilizando una estrategia de ligamiento (acoplamiento quimioselectivo de dos fragmentos
peptidicos no protegidos) como se describe originalmente por Kent (Schnolzer & Kent (1992) Int. J. Pept. Protein
Res. 40, 180-193) y se revisa, por ejemplo, en Tam ef al. (2001) Biopolymers 60, 194-205. Esto proporciona un
enorme potencial para conseguir la sintesis de proteinas que estda mas alla del alcance de la SPPS. Muchas
proteinas con un tamafio de 100-300 residuos han sido sintetizadas satisfactoriamente por este método. Los
péptidos sintéticos han continuado desempefiando un papel crucial en constante aumento en los campos de
investigacion de bioquimica, farmacologia, neurobiologia, enzimologia y biologia molecular debido a los enormes
avances en la SPPS.

Las propiedades fisicas y quimicas de un péptido inmunogénico de interés (por ejemplo, solubilidad, estabilidad) se
examinan para determinar si el péptido es o podria ser adecuado para su uso en composiciones terapéuticas.
Normalmente este se optimiza ajustando la secuencia del péptido. Opcionalmente, el péptido puede ser modificado
después de la sintesis (modificaciones quimicas, por ejemplo, adicion/delecion de grupos funcionales) utilizando
métodos conocidos en la técnica.

En otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona métodos para generar células T citotdxicas especificas
de alofactores solubles (células Tregs o células T CD4+ reguladoras) in vitro (ex vivo). En particular dichas células T
son citotdxicas frente a cualquier célula que presente un antigeno de alofactor soluble y se pueden obtener como
una poblacion de células. La invencion se extiende a dichas (poblaciones de) Tregs citotoxicas especificas de
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alofactores solubles que se pueden obtener por los métodos descritos en la presente memoria, como se detallan en
las reivindicaciones.

En realizaciones particulares, se proporcionan métodos que comprenden el aislamiento de células de sangre
periférica, la estimulacion de la poblacion de células in vitro poniendo en contacto un péptido inmunogénico segun la
invencion con las células de sangre periférica aisladas, y la expansion de la poblaciéon de células estimulada, mas
particularmente en presencia de IL-2, como se detalla en las reivindicaciones. Los métodos segun la invencion
tienen la ventaja de que se producen mayores cantidades de Tregs y de que se pueden generar Tregs que son
especificas para el alofactor soluble (utilizando un péptido que comprende un epitopo especifico del antigeno).
Alternativamente, las células T citotoxicas especificas de alofactores solubles se pueden obtener por incubacion en
presencia de las APC que presentan un péptido inmunogénico especifico de alofactor soluble segun la invencion
después de la transduccion o transfeccion de las APC con una construccion genética capaz de dirigir la expresion de
dicho péptido inmunogénico. De hecho, dichas APC se pueden administrar ellas mismas a un sujeto que necesite
desencadenar in vivo en dicho sujeto la induccion del subconjunto beneficioso de células T CD4+ citotoxicas.

En un aspecto alternativo, las Tregs se pueden generar in vivo, es decir, mediante la administracion a un sujeto de
un péptido inmunogénico proporcionado en la presente memoria y recogida de las Tregs generadas in vivo.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a las células T reguladoras especificas de alofactores solubles que
se pueden obtener por los métodos anteriores para uso en la prevencion o supresion, en un sujeto que espera
recibir, que esta recibiendo o que ha recibido un alofactor soluble, de la respuesta inmunitaria a dicho alofactor
soluble. Para cualquiera de los usos descritos anteriormente de los péptidos inmunogénicos de la invencion, dichos
péptidos pueden ser reemplazados por dichas Tregs especificas del alofactor soluble. Se contempla tanto el uso de
células alogénicas como de células autogénicas. Cualquier método que comprenda la administracion de dichas
Tregs especificas del alofactor soluble a un sujeto que lo necesite (es decir, para prevenir o suprimir la respuesta o
respuestas inmunitarias frente a un alofactor soluble) es conocido también como terapia celular adoptiva. Dicha
terapia es de particular interés en el caso del tratamiento de reacciones inmunitarias agudas especificas de
alofactores solubles y reincidencias de dichas reacciones. Las Tregs son cruciales en la inmunorregulacion y tienen
un gran potencial terapéutico. La eficacia de la inmunoterapia basada en Tregs depende de la especificidad Ag de
las células T reguladoras. Ademas, el uso de una Treg especifica de Ag en lugar de Treg policlonal expandida
reduce el numero total de Treg necesario para terapia.

Todavia un aspecto mas de la presente descripcion se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican los
péptidos inmunogénicos descritos para uso en el contexto de la presente invencién y a métodos para su uso, por
ejemplo, para la expresion recombinante o en terapia génica. En particular, dichas secuencias de acido nucleico son
capaces de expresar los péptidos inmunogénicos de la invencion. Los péptidos inmunogénicos de la invencion, de
hecho, se pueden administrar a un sujeto que lo necesite utilizando cualquier método de terapia génica adecuado.
En cualquier uso o método de la descripcion para el tratamiento y/o supresion de la respuesta o respuestas
inmunitarias frente a un alofactor soluble, la inmunizacién con un péptido inmunogénico de la invencion se puede
combinar con la transferencia de células adoptivas de (una poblacion de) Tregs especificas para dicho péptido
inmunogénico y/o con terapia génica. Cuando se combinan, dicha inmunizacion, la transferencia de células
adoptivas y la terapia génica se pueden utilizar simultineamente, o secuencialmente, en cualquier combinacion
posible.

En la terapia génica, las moléculas de acido nucleico recombinante que codifican los péptidos inmunogénicos se
pueden utilizar como ADN desnudo o en liposomas u otros sistemas lipidicos para la administraciéon a las células
diana. Otros métodos para la transferencia directa de ADN plasmidico a las células son bien conocidos por los
expertos en la técnica para uso en terapia génica humana e implican el direccionamiento del ADN a los receptores
sobre células mediante la formacion de complejos del ADN plasmidico con las proteinas. En su forma mas sencilla,
la transferencia génica se puede realizar inyectando simplemente cantidades muy pequefias de ADN en el nucleo de
una célula, a través de un procedimiento de microinyeccion. Una vez que se han introducido los genes
recombinantes en una célula, ellos pueden ser reconocidos por los mecanismos normales de las células para la
transcripcion y traduccion, y se expresara un producto génico. También se han intentado otros métodos para
introducir ADN en mayor numero de células. Estos métodos incluyen: transfeccion, en donde el ADN se precipita con
fosfato de calcio y se introduce en las células por pinocitosis; electroporacion, en donde las células se exponen a
impulsos de alto voltaje para introducir orificios en la membrana); lipofeccidn/fusion de liposomas, en donde el ADN
se empaqueta en vesiculas lipdfilas que se fusionan con una célula diana; y bombardeo de particulas utilizando ADN
unido a proyectiles pequefios. Otro método para introducir el ADN en las células es acoplar el ADN a proteinas
quimicamente modificadas. Las proteinas de adenovirus son capaces de desestabilizar los endosomas y de
potenciar la captacion de ADN en las células. La mezcla de adenovirus con soluciones que contienen complejos de
ADN, o la unién de ADN a la polilisina unida covalentemente a adenovirus utilizando agentes reticulantes de
proteinas, mejora sustancialmente la captacién y la expresion del gen recombinante. Los vectores de virus
adenoasociados se pueden utilizar también para la administracion de genes a las células vasculares. Como se usa
en la presente memoria, ‘transferencia génica" significa el proceso de introducir una molécula de acido nucleico
exogeno en una célula, lo que se realiza normalmente para permitir la expresion de un producto particular codificado
por el gen. Dicho producto puede incluir una proteina, polipéptido, ADN o ARN antisentido, o ARN enzimaticamente
activo. La transferencia génica se puede realizar en células cultivadas o por administracion directa en los mamiferos.
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En otra realizacién, se proporciona un vector que comprende una secuencia de una molécula de acido nucleico que
codifica un péptido inmunogénico segun la invencion. En realizaciones particulares, el vector se genera de tal
manera que la secuencia de la molécula de acido nucleico se expresa solamente en un tejido especifico. Los
métodos para conseguir la expresion génica especifica de tejido son bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
colocando la secuencia que codifica un péptido inmunogénico de la invencién bajo el control de un promotor, que
dirige la expresion del péptido especificamente en uno o mas tejidos u érganos. Los vectores de expresion derivados
de virus tales como retrovirus, vaccinia virus, adenovirus, virus adenoasociados, herpes virus, virus de ARN o
papilomavirus bovino, se pueden utilizar para la administracion de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, ADNc)
que codifican péptidos, homodlogos o derivados de los mismos segun la invencion en los tejidos o en la poblacion de
células diana. Se pueden utilizar métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica para construir
vectores virales recombinantes que contienen dichas secuencias codificantes. Alternativamente, en terapia génica
se pueden utilizar células modificadas genéticamente que contienen una molécula de acido nucleico que codifica un
péptido inmunogénico segun la invencion.

Cuando la administracion de uno o mas péptidos segun la invencién se asegura a través de la transferencia génica
(es decir la administracion de un acido nucleico que asegura la expresion de péptidos segun la invencion in vivo
después de la administracion), la dosificacion apropiada del acido nucleico se puede determinar basandose en la
cantidad de péptido expresado como resultado del acido nucleico introducido.

Un aspecto adicional de la invencién contempla medicamentos que son normalmente, pero no necesariamente, una
formulacioén (farmacéutica) que comprende como ingrediente activo al menos uno de los péptidos inmunogénicos de
la invencion, una (poblacion de) Tregs especifica para dicho péptido inmunogénico o un vector génico terapéutico
capaz de expresar dicho péptido inmunogénico. Aparte del ingrediente o ingredientes activos, dicha formulacion
comprendera al menos uno de un diluyente, vehiculo o adyuvante (farmacéuticamente aceptable). Normalmente, los
compuestos farmacéuticamente aceptables (tales como diluyentes, vehiculos y adyuvantes) se pueden encontrar,
por ejemplo, en un manual de Farmacopea (por ejemplo, Farmacopea de Estados Unidos, Farmacopea Europea o
Farmacopea Internacional). El medicamento o composicion farmacéutica de la invencion normalmente comprende
una cantidad (profilacticamente o terapéuticamente) eficaz del ingrediente o ingredientes activos, en donde la
eficacia es en relacién con la afeccion o trastorno a prevenir o tratar. En particular, las composiciones farmacéuticas
de la invencién son vacunas para aplicacién profilactica o terapéutica.

Puede ser necesario que el medicamento o composicion farmacéutica de la invenciéon sea administrado a un sujeto
que lo necesite como parte de un régimen profilactico o terapéutico que comprende administraciones multiples de
dicho medicamento o composicién. Dichas administraciones multiples normalmente tienen lugar secuencialmente y
el intervalo de tiempo entre dos administraciones puede variar y se ajustara a la naturaleza del ingrediente activo y a
la naturaleza de la afeccidon a prevenir o tratar. La cantidad de ingrediente activo administrada a un sujeto que lo
necesite en una unica administracion también puede variar y dependera de factores tales como el estado fisico del
sujeto (por ejemplo, peso, edad), el estado de la afeccién a prevenir o tratar, y la experiencia del médico o enfermero
que le trata.

El término "diluyentes" se refiere, por ejemplo, a soluciones salinas fisioldgicas. El término "adyuvante" normalmente
se refiere a un agente farmacolégico o inmunolégico que modifica (preferiblemente aumenta) el efecto de otros
agentes (por ejemplo, farmacos, vacunas) al mismo tiempo que tiene pocos, si los hubiera, efectos directos cuando
se administran por si mismos. Como un ejemplo de adyuvante, se da el hidroxido de aluminio (alumbre), en el que
un péptido inmunogénico de la invencion puede ser adsorbido. Ademas, se conocen en la técnica muchos otros
adyuvantes y se pueden utilizar con la condicién de que faciliten la presentacion del péptido en la presentacion del
MHC de clase Il y la activacion de células T. La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa cualquier
material o sustancia con la que se formula el ingrediente activo con el fin de facilitar su aplicacion o diseminacion en
el sitio a tratar, por ejemplo, disolviendo, dispersando o difundiendo dicha composicién, y/o para facilitar su
almacenamiento, transporte o manipulacion sin alterar su eficacia. Estos incluyen todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos (por ejemplo, fenol, acido
sorbico, clorobutanol) agentes isotonicos (tales como azucares o cloruro de sodio) y similares. Se pueden incluir
ingredientes adicionales para controlar la duracién de la accién del ingrediente activo en la composicion. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede ser un soélido o un liquido o un gas que haya sido comprimido para formar un
liquido, es decir, las composiciones de esta invencién se pueden utilizar adecuadamente como concentrados,
emulsiones, soluciones, granulados, polvos, pulverizaciones, aerosoles, suspensiones, pomadas, cremas,
comprimidos, granulos o polvos. Los vehiculos farmacéuticos adecuados para su uso en dichas composiciones
farmacéuticas y sus formulaciones, son bien conocidos por los expertos en la técnica y no hay ninguna restriccion
particular para su selecciéon dentro de la presente invencion. Ellos pueden incluir también aditivos tales como
agentes humectantes, agentes dispersantes, gomas, adhesivos, agentes emulsionantes, disolventes,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos (por ejemplo, fenol, acido sérbico, clorobutanol), agentes
isotonicos (tales como azucares o cloruro de sodio) y similares, siempre que los mismos sean conformes con la
practica farmacéutica, es decir, vehiculos y aditivos que no creen un dafio permanente a los mamiferos. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden preparar de cualquier manera conocida, por
ejemplo, mezclando, recubriendo y/o moliendo de manera homogénea los ingredientes activos, en un procedimiento
de una sola etapa o de multiples etapas, con el material vehiculo seleccionado y, cuando sea apropiado, con el resto
de aditivos tales como agentes tensioactivos. También se pueden preparar por micronizacion, por ejemplo, con el fin
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de obtenerlas en forma de microesferas normalmente con un diametro de aproximadamente 1 a 10 um,
especialmente para la fabricacion de microcapsulas para liberacion controlada o sostenida de los ingredientes
activos.

Los péptidos inmunogénicos, homélogos o derivados de los mismos segun la invencidon (y sus sales o
composiciones farmacéuticas fisioldgicamente aceptables incluidas todas en el término "ingredientes activos")
pueden ser administrados por cualquier via apropiada para la afeccién a prevenir o tratar y apropiada para los
compuestos, en este caso las proteinas inmunogénicas a administrar. Las vias posibles incluyen las vias regional,
sistémica, oral (forma sélida o inhalacion), rectal, nasal, tépica (incluyendo ocular, bucal y sublingual), vaginal y
parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, Intravenosa, intradérmica, intraarterial, intratecal y epidural). La
via de administracion preferida puede variar, por ejemplo, con la condicion del receptor o con la afeccion a prevenir o
tratar.

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en una forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar
por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Las formulaciones de la presente
invencion adecuadas para administracion oral se pueden presentar como unidades discretas tales como capsulas,
sellos o comprimidos, conteniendo cada uno de ellos, una cantidad predeterminada del ingrediente activo; como un
polvo o granulos; como una solucién o suspension en un liquido acuoso o en un liquido no acuoso; o como una
emulsion liquida tipo aceite en agua o una emulsién liquida tipo agua en aceite. El ingrediente activo se puede
presentar también como un bolo, un electuario o una pasta. Un comprimido se puede fabricar por comprensién o por
moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Los comprimidos producidos por compresion se
pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada el ingrediente activo en una forma fluida tal como un
polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante, tensioactivo
o agente dispersante. Los comprimidos moldeados se pueden fabricar moldeando, en una maquina adecuada, una
mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Opcionalmente, los comprimidos
pueden ser recubiertos o ranurados y se pueden formular para proporcionar una liberacion lenta o controlada del
ingrediente activo que contienen.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a péptidos inmunogénicos aislados, con una longitud entre 12 y 50
aminoacidos, que comprenden un epitopo de célula T restringido al MHC de clase Il de un aloantigeno soluble y,
inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T o separado de dicho epitopo de célula T por un conector de 7
aminoacidos como maximo, un motivo redox C-(X)2-C, como se detalla en las reivindicaciones. En realizaciones
particulares, se proporcionan péptidos inmunogénicos que se derivan de alofactores solubles que no comprenden en
su secuencia natural un epitopo ni un motivo redox dentro de los 11 aminoacidos adyacentes N-terminalmente o C-
terminalmente a dicho epitopo. En realizaciones particulares, el alofactor es un agente terapéutico de sustitucion.

Una estrategia alternativa para tratar las respuestas de aloinmunizacion a los factores solubles, consiste en el
direccionamiento de las células B de memoria que segregan anticuerpos para dicho factor soluble. Esto es debido a
la propiedad de las células B de memoria de expresar el BCR (receptor de células B) de superficie que contiene las
cadenas variables de un anticuerpo idéntico al que ellas segregan después de la activacion (las células B de
memoria producen un anticuerpo solamente después de ver el antigeno y de ser activadas por las correspondientes
células T CD4+ dirigidas hacia los epitopos derivados del antigeno o del idiotipo BCR). Un idiotipo esta constituido
por el conjunto de determinantes antigénicos transportados por la parte variable de los anticuerpos. Por lo tanto,
dicho BCR vy el anticuerpo segregado comparten determinantes idiotipicos. Durante la captacion de polipéptidos o
proteinas por las células B, partes del BCR son procesadas junto con el antigeno y son presentadas por los
determinantes del MHC clase Il. Por lo tanto, las células B de memoria también presentan epitopos de células T
CD4+ derivados de sus propios BCR. Las células T CD4+ dirigidas hacia tales epitopos derivados de BCR pueden
activar las correspondientes células B. Como los epitopos de células T modificados por la unién de un motivo redox
a los mismos inducen que las células T CD4+ adquieran la propiedad de inducir la apoptosis en las APC que
presentan dicho epitopo de células T (natural o modificado), los epitopos de células T de BCR de células B de
memoria modificados mediante la unién de un motivo redox a los mismos son capaces de inducir las células T CD4+
que pueden llevar a dichas células B de memoria a la apoptosis. Asi, las células B de memoria frente a los
alofactores solubles pueden ser eliminadas utilizando un epitopo de célula T de BCR de célula B de memoria
especifico del alofactor modificado por la unién de un motivo redox al mismo. Este enfoque es de especial interés
para situaciones en las que la respuesta frente al alofactor soluble es oligoclonal lo que ocurre a menudo. Esta
estrategia alternativa puede ser también combinada obviamente con la estrategia descrita anteriormente que se
basa en utilizar epitopos de células T derivados de los propios alofactores. Ademas, esta estrategia alternativa se
podria emplear también en un contexto preventivo en situaciones en donde las células B de memoria estan
presentes sin que sean detectables anticuerpos solubles. En tales casos, la anterior estrategia orientada al idiotipo
seria preventiva en la medida en que la eliminacién de las células B de memoria evitaria la producciéon de
anticuerpos cuando hay un antigeno presente. En casos particulares la estrategia anterior que implica epitopos de
células T de BCR o sus idiotipos se puede extender a las células B primitivas. De hecho, en los casos en que haya
anticuerpos (y por lo tanto BCR) en la configuracion de la linea germinal, especialmente con exactamente la misma
secuencia al nivel de las partes variables que las células B primitivas producidas por el reordenamiento aleatorio de
genes en la médula 6sea. La inmunizacion con un epitopo de célula T modificado derivado de un idiotipo (para
inducir células T CD4+ reguladoras citotdxicas especificas para el epitopo de célula T del idiotipo) podria prevenir la
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seleccion de dichas células B. Son ejemplos de anticuerpos relevantes en la configuracion de la linea germinal, los
anticuerpos que se unen al dominio C2 del factor VI, inhibiendo de este modo la funcién del FVIIL.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencion se refiere al menos a un péptido inmunogénico aislado que
comprende (i) un epitopo de célula T restringido al MHC de clase Il del receptor de células B de una célula B de
memoria especifica del aloantigeno, y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en donde dicho motivo es
inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho epitopo de célula T por un
conector de siete aminoacidos como maximo, para uso en la eliminacion de las células B especificas del aloantigeno
en un sujeto que ha recibido dicho aloantigeno.

La descripcion se refiere asi mismo al uso de al menos un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un
epitopo de célula T derivado de un idiotipo de anticuerpo anti-alofactor y (ii) un motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C,
para la fabricaciéon de un medicamento para prevenir la activacion de las células T CD4+ efectoras capaces de
activar las células B especificas del alofactor en un sujeto que ha recibido dicho alofactor.

La descripcion se refiere ademas al uso de al menos un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un epitopo
de célula T derivado de un idiotipo de anticuerpo anti-alofactor y (i) un motivo [CST]-(X)2-[CST], mas
particularmente un motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, para la fabricacion de un medicamento para inducir en un
receptor las células T CD4+ reguladoras que son citotoxicas para las células B especificas del alofactor en un sujeto
que ha recibido dicho alofactor.

En cualquiera de estos aspectos, las células B son células B de memoria o células B primitivas.

La presente invencion se ilustrara ahora por medio de los siguientes ejemplos, que se proporcionan sin ninguna
intencion limitante.

Ejemplos

Ejemplo 1 Induccién a la apoptosis de las células B del bazo de ratones primitivos que presentan un péptido en
determinantes del MHC de clase Il

Se determino si las células B primitivas que presentan un epitopo de células T restringido a clase Il derivado de un
idiotipo BCR podrian ser eliminadas por el reconocimiento y la activacién de las células T provocadas para un
anticuerpo especifico anti-factor VIII que lleva el mismo idiotipo. Por lo tanto, se inmunizaron ratones C57BI/6 3
veces en un intervalo de dos semanas con fragmentos Fab de anticuerpo BO2C11, un anticuerpo monoclonal
humano para el dominio C2 del factor VIII (Jacquemin et al. (1998) Blood 92, 496-501). Diez dias después de la
Ultima inmunizacion, se sacrificaron los ratones y se prepararon las células T CD4+ a partir de su bazo mediante
seleccion con perlas magnéticas.

Se expandieron entonces las células T CD4+ in vitro mediante la presentacién de, o puesta en contacto con un
péptido identificado utilizando los algoritmos referenciados anteriormente como portador de un epitopo de célula T.
Este epitopo de célula T se deriva de la regidon determinante de complementariedad (CDR) 3 de la region VH del
anticuerpo BO2C11. Este epitopo tiene la secuencia: YCAVPDDPDA (SEQ ID NO: 1).

En experimentos paralelos, se estimularon las células T CD4+ con una version modificada del epitopo de célula T,
consistiendo la modificaciéon en la adicion de una secuencia de consenso con actividad de tiorreductasa ("motivo
redox"). El epitopo modificado tiene la secuencia: CHGCYCAVPDPDA (SEQ ID NO: 2; la secuencia del motivo redox
esta subrayada).

Las células B primitivas se cargaron por incubaciéon con un péptido de la SEQ ID NO: 1 o de la SEQ ID NO: 2y se
lavaron. Cada uno de estos dos cultivos de células B se mezclé entonces con células T estimuladas o con el péptido
de la SEQ ID NO: 1 o con el péptido de la SEQ ID NO: 2. Una poblaciéon de control de las células B sin tratar se
cultivé en paralelo para evaluar la pérdida espontanea de células B.

Las células T se expandieron con el péptido de la SEQ ID NO: 1, a saber, el epitopo de célula T en cada
conformacién natural no mostré ninguna o sélo una pequefa influencia sobre la supervivencia de las células B de
control durante un periodo de incubacién de 18 h (no se muestran los datos). Por el contrario, las células B cargadas
con el péptido de la SEQ ID NO: 1 o con el péptido de la SEQ ID NO: 2 fueron inducidas a la apoptosis (véase la
Figura 1) por las células T expandidas con el péptido de la SEQ ID NO: 2.

Por lo tanto, se puede llegar a la conclusidon de que la adicién de un motivo redox al epitopo de células T (epitopo
natural de la SEQ ID NO: 1 al epitopo modificado de la SEQ ID NO: 2) fue suficiente para alterar las propiedades de
las células T CD4+ suscitadas para el idiotipo de anticuerpos de tal manera que inducen la apoptosis de las células
B diana. Ademas, las células T CD4+ con actividad citotéxica podrian ser activadas por el reconocimiento del
epitopo de célula T natural (péptido de la secuencia 1).

Una evaluacion fenotipica de las células T citotdxicas inducidas en el presente experimento indicé que compartian
marcadores de células T reguladoras, tales como la alta expresion de CD25 en reposo, con altos CTLA-4 y GITR.
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Sin embargo, no se detectd el Foxp3, represor de la transcripcion. Los factores implicados en la induccién de la
apoptosis se expresaron facilmente, incluyendo Fas y FasL, y granzimas.

Ejemplo 2. Induccién a la apoptosis de las células B humanas especificas para el factor VIII por las células T CD4+
especificas para un epitopo de factor VIl presentado en moléculas de MHC clase Il

Se obtuvieron lineas de células B linfoblastoides humanas de la sangre periférica de un paciente afectado por una
forma leve de hemofilia, y que producen anticuerpos neutralizantes de la funcién del factor VIII. Una linea especifica
de células, LE2E9 (denominada en lo sucesivo como 2E9) produjo un anticuerpo para el extremo carboxi terminal
del factor VIII de dominio C1 (Jacquemin et al. (2000), Blood 95,156-163). Se demostré que la linea celular 2E9
presenta péptidos derivados del factor VIII dentro del contexto de la molécula de MHC clase Il, lo que dio como
resultado la activacion especifica de las células T CD4+. Tales células T CD4+ fueron clonadas a partir de la sangre
periférica del mismo paciente. Se realiz6 la cartografia del péptido reconocido por dichos clones de células T y tiene
la secuencia: IIARY-IRLHPTHYSIRST (SEQ ID NO: 3), que corresponde a los aminoacidos 2144 a 2161 del dominio
C1yenlaquelen la posicion 2149 corresponde al primer residuo de anclaje de MHC (P1).

Este péptido se modifica reemplazando los aminoacidos 2144 a 2148 por una secuencia CGHCGG, que codifica una
secuencia de consenso con actividad de tiorreductasa ("motivo redox"). El péptido modificado tiene la secuencia:
CGHCGGIRLHPTHYSIR (SEQ ID NO: 4; en la que el motivo redox esté subrayado).

Un clon especifico de células T (Jacquemin et al. (2003), Blood 101, 1351-1358) se cultiva en APC (células
dendriticas) que presentan el péptido de la SEQ ID NO: 3 o de la SEQ ID NO: 4. Después de un periodo de reposo,
se afiaden células a cultivos de la linea de células B 2E9 cargados durante un periodo de 4 horas con el péptido de
la SEQ ID NO: 3 o de la SEQ ID NO: 4 y después se lavan.

Se compara el efecto de los clones de células T expandidos con el epitopo natural de la SEQ ID NO: 3 o el péptido
modificado de la SEQ ID NO: 4 sobre la induccion de la apoptosis de las células linfoblastoides 2E9 que presentan o
el epitopo natural de la SEQ ID NO: 3 o su homélogo modificado de la SEC ID NO: 4.

Ejemplo 3. Induccion a la apoptosis de células dendriticas humanas especificas para el factor VIII por células T
CD4+ especificas para un epitopo del factor VIII

Para determinar si se podria evitar una respuesta inmunitaria primaria al factor VIl utilizando epitopos modificados
extendidos con un motivo redox, se llevd a cabo un experimento similar al descrito en el ejemplo 2 utilizando células
dendriticas en lugar de una linea de células B. Asi, las células dendriticas humanas se preparan a partir de
monocitos de sangre periférica mediante el cultivo de estos en presencia de GM-CSF e IL-4. Se obtiene entonces la
maduracion completa mediante la adiciéon de TNF-alfa, de acuerdo con métodos publicados.

Las células dendriticas se cargan por incubacion con péptidos de la SEQ ID NO: 3 o de la SEQ ID NO: 4 que
comprenden un epitopo de célula T de FVIII (véase el ejemplo 2). Después de lavado, las células dendriticas se
incuban con el clon de células T especifico de factor VIII. pre-activado con el péptido de la SEQ ID NO: 3 o de la
SEQ ID NO: 4.

Estos experimentos demuestran la capacidad de los epitopos de células T modificados por la adicién de un motivo
redox, de evitar una respuesta primaria a un aloantigeno por la induccién de la apoptosis de las APC que presentan
un epitopo de células T especifico.

Ejemplo 4 Supresion de una respuesta inmunitaria secundaria a un aloantigeno mediante la generacion de células T
reguladoras citotoxicas para el factor VIl o para los idiotipos derivados de BCR

Para determinar si las células T reguladoras citotoxicas pueden suprimir 0 no una respuesta inmunitaria secundaria,
nos aprovechamos de una cepa de ratdn transgénico que expresa un receptor de células B (BCR) para el factor VI
humano. Se aislan las células B transgénicas del bazo de dichos ratones mediante seleccién con perlas magnéticas.

Las células B transgénicas aisladas se incuban con el factor VIl y se lavan. Después se co-cultivan las células con
células T policlonales obtenidas del bazo de un ratén inmunizado con el factor VIl humano. Tales esplenocitos
contienen células T CD4+ especificas para el factor VIII humano, que se purifican por seleccién con perlas
magnéticas. Las células T se cultivan entonces con células B transgénicas que presentan factor VIl y finalmente se
clonan mediante dilucion limitante. Los clones que reconocen el péptido de SEQ ID NO: 3 se expanden.

Los clones de células T de ratén para el factor VIII son activados por incubacién con las APC que presentan el
péptido de la SEQ ID NO: 3 (epitopo de factor VIII de célula T natural) o el péptido de la SEQ ID NO: 4 (epitopo de
factor VIII modificado). Después de un periodo de descanso de 10 dias, cada uno de estos clones de células T pre-
activadas se incuban durante 18 h con las células B transgénicas que presentan el factor VIII. Se evalua el efecto de
las células T activadas de manera diferente sobre las células B transgénicas.
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Como las células B transgénicas expresan también epitopos de células T derivados de BCR, se utiliza el mismo
sistema para determinar si una respuesta inmunitaria continua contra un aloantigeno dado puede ser suprimida
mediante la generacion de células T reguladoras citotoxicas para los determinantes idiotipicos.

Como los BCR transgénicos se derivan del anticuerpo anti-factor VIII humano BO2C11, la linea de células B
transgénicas presenta los mismos determinantes idiotipicos que los descritos en el ejemplo 1 y por lo tanto se
pueden utilizar los clones de células T usados en el ejemplo 1.

Las células B transgénicas se incuban con factor VIl y se lavan. Después, las células son co-cultivadas con los
clones de células T del ejemplo 1 pre-activadas con el péptido de la SEQ ID NO: 1 (determinante idiotipico natural) o
con el péptido de la SEQ ID NO: 2 (determinante idiotipico modificado). Se evalu6 el efecto de las diferentes células
T activadas sobre las células B transgénicas.

Ejemplo 5. Induccion a la apoptosis de células T CD4+ efectoras especificas del factor VIII mediante supresion de
las espectadoras inducida por las células T CD4+ citoliticas especificas del factor VIII generadas in vivo

Se obtuvieron células T CD4+ efectoras policlonales del bazo de los ratones KO de factor VIl inmunizados con 2 U.I.
de FVIII recombinante humano (CD4 (F8-)) y se purificaron utilizando perlas magnéticas anti-CD4. Después se
marcaron las células con CFSE.

La induccion de la apoptosis como se mide por las células marcadas con CFSE, se midié después por la anexina V' y
tincion con 7-AAD después de la incubacion de dichas células con APC (células B de bazo) cargadas con 5 pg/ml de
FVIII humano y péptido 1 uM de la SEQ ID NO: 5 (CGHCGGFTNMFATWSPSK, que corresponde a la secuencia de
2196-2207 aminoacidos del dominio C2 del factor VIII humano, modificada por adiciéon de un motivo tiorreductasa
(subrayado) separado por 2 glicinas del epitopo de células T del Factor VIlI). La apoptosis se midié después de 72 h
de cultivo a 37 °C.

Cuando las células CD4(F8-) marcadas con CFSE se co-cultivaron con células T CD4+ obtenidas de ratones
inmunizados con un péptido sintético de la SEQ ID NO: 5 (células T CD4+ citoliticas), se indujo una apoptosis
significativa. La figura 2 muestra que dos preparaciones independientes de las células T CD4+ citoliticas produjeron
el 6,6 %y el 8,4 % de la apoptosis, respectivamente ("CD4(F8+) conjunto 1"y "CD4(F8+) conjunto 2" en la Figura 2).
Cuando las células CD4(F8-) marcadas con CFSE fueron co-cultivadas en presencia de doble nimero de células
CD4(F8-) no marcadas, no se indujo la apoptosis (leyenda “CD4(F8-)" en la Figura 2). La mortalidad de la linea base
se restd de los porcentajes de muerte celular. Estos resultados indican que las respuestas inmunitarias a alofactores
solubles que dependen de las células T CD4+ efectoras pueden ser eliminadas por las células T CD4 + citoliticas
generadas utilizando un epitopo de células T derivado de un alofactor modificado segun la invencion.
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Listado de secuencias

<110> Life Sciences Research Partners VZW Saint-Remy, Jean-Marie

<120> Estrategias para prevenir y/o tratar las respuestas inmunitarias a los alofactores solubles

<130> T5212-PCT (043)

<150> EP 08447010.3
<151> 14-02-2008

<150> US 61/035.800
<151> 12-03-2008

<160> 16
<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Epitopo de células T de CDR3 de anticuerpo B02C11 anti-factor VIII

<400> 1

Iyr Cys Ala val Pro Asp Asp Pro Asp Ala
1 3 10

<210> 2

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Epitopo modificado de células T de CDR3 de anticuerpo B02C11 anti-factor VIII

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (1)..(4)

<223> resto tiorreductasa

<400> 2

Cys His Gly Cys Tyr Cys Ala'val Pro Asp Pro Asp Ala
1 5 10

<210>3
<211> 18

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> aminoacidos 2144-2161 de factor humano VII|

<400> 3
Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg
1 5 10 1‘5
Ser Thr
<210> 4
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<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> epitopo modificado de células T de factor humano VIl

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (1) .. (4)

<223> resto tiorreductasa

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(6)

<223> ligante Gly-Gly

<400> 4

1 5 . 10

Arg

<210>5

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> epitopo de células T de factor human VIII modificado

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (1) .. (4)

<223> resto tiorreductasa

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(6)

<223> ligante Gly-Gly

<400> 5

Cys Gly His Cys Gly Gly Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro

1 5 10

Ser Lys

<210> 6

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia general del péptido de la invencion

<220> ,
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (2)..(3)

<223> Xaa en posiciones 2 y 3 denota cualquier aminoacido

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC

20

Cys Gly His Cys Gly Gly 7le Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile
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<222> (6)..(6)
<223> Xaa denota la secuencia de cualquier epitopo de células T

<400> 6

Cys Xaa Xaa Cys Gly Xaa
1 "5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia general del péptido de la invencion

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (2)..(3)

<223> Xaa en posiciones 2 y 3 denota cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (7)..(7)

<223> Xaa denota secuencia de cualquier epitopo de células T

<400> 7

Cys Xaa Xaa Cys Gly Gly Xaa
1 . )

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia general del péptido de la invencion

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (2)..(3)

<223> Xaa en posiciones 2 y 3 denota cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (8)..(8)

<223> Xaa denota la secuencia de cualquier epitopo de células T

<400> 8

Cys Xaa Xaa Cys Ser Ser Ser Xaa
1 5

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia general del péptido de la invencion

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (2)..(3)

<223> Xaa en posiciones 2 y 3 denota cualquier aminoacido
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<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (9)..(9)

<223> Xaa denota secuencia de cualquier epitopo de células T

<400> 9

Cys Xaa Xaa Cys Ser Gly Ser Gly Xaa
1 5

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> repeticién de resto tiorreductasa

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (1)..(14)

<223> Xaa en posiciones 2, 3, 5, 7, 8, 10, 12, y 13 denota cualquier aminoacido

<400> 10

Cys Xaa Xaa Cys Xaa Cys Xaa Xaa Cys Xaa Cys Xaa Xaa Cys
1 5 10

<210> 11

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> repeticién de resto tiorreductasa

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (1)..(12)

<223> Xaa en posiciones 2, 3, 6, 7, 10, y 11 denota cualquier aminoacido

<400> 11

Cys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Xaa Cys
1 5 10

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> repeticién de resto tiorreductasa

<220> .

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (1)..(10)

<223> Xaa en posiciones 2, 3, 5, 6, 8, y 9 denota cualquier aminoacido
<400> 12

Cys Xaa Xaa Cys Xaa.Xaa Gys Xaa Xaa Cyg

1 5 10
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<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> repeticién de resto tiorreductasa

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (1)..(10)

<223> Xaa en posiciones 2, 5, y 8 denota cualquier aminoacido

<400> 13

Cys Xaa Cys Cys Xaa Cys Cys Xaa Cys Cys
1 5 10

<210> 14

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sefial diana endosoma tardio

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (1)..(1)

<223> Xaa denota aspartato (D o Asp) o glutamato (E o Glu)

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (2)..(4)

<223> Xaa en posiciones 2, 3 y 4 denota cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (6)..(6)

<223> Xaa denota leucina (L o Leu) o isoleucina (Il o lle)

<400> 14

Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa
1 5

<210> 15

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sefial diana endosoma tardio

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (2)..(3)

<223> Xaa en posiciones 2 y 3 denota cualquier aminoacido

<400> 15

Asp Xaa Xaa Leu Leu
1 5
<210> 16

<211>6
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sefial diana endosoma tardio

<220> )

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (2)..(5)

<223> Xaa en posiciones 2, 3 y 4 denota cualquier aminoacido
<400> 16

Asp Xaa Xaa Xaa Leu lLeu
1 "5
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un epitopo de célula T restringido al MHC clase Il de un
aloantigeno soluble y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en donde dicho motivo es inmediatamente
adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho epitopo de célula T por un conector de siete
aminoacidos como maximo, para uso en la prevencion o supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta
recibiendo o que ha recibido dicho aloantigeno soluble, de las respuestas inmunitarias a dicho aloantigeno soluble.

2. El péptido segun la reivindicacion 1, para el uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho aloantigeno soluble es
para uso en terapia sustitutiva.

3. El péptido segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para el uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho
aloantigeno soluble se selecciona del grupo que consiste en un factor de coagulacion o fibrinolitico, una hormona,
una citocina o un factor de crecimiento y un anticuerpo utilizado para fines terapéuticos.

4. El péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para el uso segun la reivindicaciéon 1, en donde
dicho motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C no aparece de forma natural dentro de una regién de 11
aminoacidos N- o C-terminalmente adyacente a dicho epitopo de célula T en dicho aloantigeno soluble.

5. El péptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para el uso segun la reivindicacion 1, en donde
dicho motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C esta posicionado N-terminalmente de dicho epitopo de célula T.

6. El péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para el uso segun la reivindicacion 1, en donde al
menos una X en dicho motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es Gly. Ala, Ser o Thr; o en donde al menos una X
en dicho motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es His o Pro, o en donde al menos un C en dicho motivo redox
C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C esta metilado.

7. Un método in vifro para obtener células T CD4+ reguladoras especificas de aloantigeno soluble, que son
citotdxicas frente a las células que presentan un epitopo de célula T restringido a MHC clase Il de dicho aloantigeno
soluble, comprendiendo el método las etapas de:

- proporcionar células de sangre periférica;

- poner en contacto dichas células con un péptido inmunogénico que comprende (i) un epitopo de célula T
restringido a MHC clase Il de un aloantigeno soluble y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en
donde dicho motivo es inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho
epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos como maximo; y

- expandir dichas células en la presencia de IL-2,
con la condicién de que el aloantigeno soluble no es insulina.

8. Las células T CD4+ reguladoras especificas de aloantigeno soluble, que son citotdxicas frente a las células que
presentan un epitopo de célula T restringido a MHC clase Il de dicho aloantigeno soluble, obtenibles por el método
segun la reivindicacion 7, con la condicion de que el aloantigeno soluble no es insulina.

9. Las células T CD4+ reguladoras especificas de aloantigeno soluble, que son citotdxicas frente a las células que
presentan un epitopo de célula T restringido a MHC clase Il de dicho aloantigeno soluble, para uso en la prevencion
0 supresion, en un sujeto que espera recibir, que esta recibiendo o que ha recibido dicho aloantigeno soluble, de las
respuestas inmunitarias a dicho aloantigeno soluble, en donde dichas células T CD4+ se pueden obtener por un
método que comprende las etapas de:

- proporcionar células de sangre periférica;

- poner en contacto dichas células in vitro con un péptido inmunogénico que comprende (i) un epitopo de célula T
restringido a MHC clase Il de un aloantigeno soluble y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en
donde dicho motivo es inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho
epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos como maximo; y

- expandir dichas células en la presencia de IL-2.

10. Un péptido inmunogénico aislado, con una longitud de entre 12 y 50 aminoacidos, que comprende un epitopo de
célula T restringido a MHC clase Il procedente de un aloantigeno soluble e, inmediatamente adyacente a dicho
epitopo de célula T, o separado de dicho epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos como maximo, un
motivo redox C-(X)2-[CST], con la condicion de que el aloantigeno soluble no es insulina.

11. Un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un epitopo de célula T restringido a MHC clase Il del
receptor de células B de una célula B de memoria especifica para el aloantigeno y (ii) un motivo redox C-(X)2-[CST]
o [CST]-(X)2-C, en donde dicho motivo es inmediatamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado
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de dicho epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos como maximo, para uso en la eliminacion de células
B especificas de aloantigeno en un sujeto que ha recibido dicho aloantigeno.
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