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DESCRIPCION
Métodos para el tratamiento de enfermedades autoimmunes utilizando nanoesferas bioabsorbentes y biocompatibles
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a composiciones y métodos relacionados con la inmunologia y la medicina. En particular,
esta invencion esta relacionada con composiciones para uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
particularmente la diabetes.

Estado de la técnica

La vacunacion con antigenos puede usarse para la induccion de la tolerancia de células T en autoinmunidad. La
administracion de proteinas autoantigénicas o péptidos en disolucion puede interrumpir la iniciacion y/o progresion
de la autoinmunidad en modelos experimentales de las enfermedades autoinmunes (Wraith et al., 1989, Metzler y
Wraith, 1993, Liu y Wraith, 1995, Anderton y Wraith, 1998; Karin et al., 1994). Sin embargo, han resultado fallidos
casi invariablemente los ensayos clinicos limitados en seres humanos que emplean estrategias similares (Weiner,
1993, Trentham et al, 1993, McKown et al., 1999, Pozzilli et al, 2000, Group, DPT-TDS 2002, Kappos et al, 2000,
Bielekova et al, 2000). Esto sugiere que los principios que guian la eleccién y las condiciones de tratamiento estan
mal definidos y, en consecuencia, son inadecuados para su aplicacion en humanos.

Los trastornos autoinmunes especificos de o6rganos espontaneos resultan de respuestas complejas contra
numerosos epitopos en multiples antigenos que surgen espontaneamente en una secuencia estocastica y, a
menudo, impredecible. Esta complejidad se agrava por el hecho de que los clones de linfocitos que reconocen
epitopos idénticos se relacionan con las moléculas del antigeno/complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
dentro de una amplia gama de avididades, cuya intensidad se correlaciona con el potencial patogénico (Amrani et
al., 2000; Santamaria, 2001; Liblau et al., 2002). En consecuencia, es probable que el resultado de cualquier
estrategia de inmunizacién para la prevencion de la autoinmunidad esté influenciado por la eleccion del (de los)
autoantigeno(s), la dosis, la periodicidad del tratamiento y la via y forma de administracion.

La diabetes tipo 1 (T1D) en ratones se asocia con células T CD8" autoreactivas. Los ratones diabéticos no obesos
(NOD) desarrollan una forma de T1D, muy parecida a la T1D humana, que resulta de la destruccion selectiva de
células 3 pancreaticas por células T que reconocen una creciente lista de autoantigenos (Lieberman y DiLorenzo,
2003). Aunque la iniciacién de la T1D requiere claramente la contribucién de las células CD4", hay pruebas
convincentes de que T1D es dependiente de las células T CD8" (Santamaria, 2001; Liblau et al., 2002). Se ha
descubierto que una fraccién significativa de las células CD8" asociadas a los islotes en ratones NOD utilizan CDR3
-invariante Val7-Ja42" TCR, denominados "tipo 8.3-TCR" (Santamaria et al, 1995; Verdaguer et al, 1996, Verdaguer
et al., 1997, DiLorenzo et al, 1998). Estas células, que reconocen el mimotopo NRP-A7 (definido usando bibliotecas
de péptidos combinatorias) en el contexto de la molécula MHC K® (Anderson et al, 1999), son ya un componente
significativo del primer islote de NOD CD8" infiltrados (DiLorenzo et al, 1998; Anderson et al., 1999; Amrani et al.,
2001), son diabetogénicos (Verdaguer et al, 1996, Verdaguer et al, 1997) y se dirigen a un péptido de la proteina
relacionada con la subunidad catalitica de glucosa-6-fosfatasa especifica de islote (IGRP) (Lieberman et al., 2003 ),
una proteina de funcion desconocida (Arden et al, 1999; Martin et al, 2001). Las células CD8" que reconocen este
péptido (IGRP2s.214, similar a NRP-A7) son inusualmente frecuentes en la circulacién (> 1/200 células CD8")
(Lieberman et al, 2003; Trudeau et al, 2003). En particular, la progresion de la insulitis a la diabetes en ratones NOD
esta invariablemente acompafiada por la expansién ciclica del grupo CD8" IGRPxgs.214 reactivo en circulaciéon
(Trudeau et al, 2003) y por la maduracién de la avidez de su contraparte asociada a islotes (Amrani et al., 2000).
Mas recientemente, se ha demostrado que las células CD8" asociadas a islotes en ratones NOD reconocen
multiples epitopos IGRP, lo que indica que IGRP es un autoantigeno dominante para las células CD8", al menos en
T1D murino (Han et al., 2005). Las células CD8" asociadas a los islotes NOD, particularmente aquellas encontradas
al principio del proceso de la enfermedad, también reconocen un epitopo de insulina (Ins B1s.23 (Wong et al, 1999)).

Los estudios de asociacion han sugerido que ciertos alelos HLA de clase | (es decir, HLA-A* 0201) proporcionan
susceptibilidad a T1D humano (Fennessy et al, 1994, Honeyman et al, 1995, Tait et al., 1995, Nejentsev et al, 1997,
Nakanishi et al, 1999, Robles et al, 2002). Los estudios de patologia han demostrado que las lesiones de insulitis de
los pacientes recién diagnosticados consisten principalmente en células T CD8" (HLA de clase | restringida)
(Bottazzo et al, 1985, Atkinson y Maclaren, 1990, Castano y Eisenbarth, 1990, Hanninen et al 1992; Itoh et al., 1993;
Somoza et al., 1994; Atkinson y Maclaren, 1994; Morikawi et al., 1999; Imagawa et al., 2001), que son también la
poblacion celular predominante en los pacientes tratados por transplante con isoinjertos de pancreas (de gemelos
idénticos) o aloinjertos (de donantes relacionados) (Sibley et al., 1985, Santamaria et al., 1992).

La insulina es un objetivo clave de la respuesta de anticuerpos y CD4" tanto en T1D humano como en murino (Wong
et al., 1999, Palmer et al., 1983, Chentoufi y Polychronakos, 2002, Toma et al., 2005, Nakayama et al., 2005, Kent et
al., 2005). El epitopo de la cadena B de la insulina humana hinsB1¢.1s se presenta por HLA-A* 0201 a las células
CD8" autoreactivas tanto en receptores de trasplante de islotes (Pinkse et al., 2005) como en el curso de
enfermedades espontaneas (Toma et al. 2005). Ademas, se han identificado cuatro péptidos adicionales a partir de
preproinsulina 1 o 2 de ratén que son reconocidas por células T CD8" asociadas a islotes de ratones transgénicos
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HLA-A* 0201 en el contexto de HLA-A* 0201.

IGRP, que esta codificado por un gen (localizado en el cromosoma 2g28-32 (Martin et al., 2001)) que se superpone
a un locus de susceptibilidad a T1D, IDDM7 (2931) (Pociot y McDermott, 2002; Owerbach, 2000) ha sido
recientemente identificado como un autoantigeno de células beta de relevancia potencial en la T1D humana (Takaki
et al., 2006). Dos epitopos de union a HLA-A*0201 de IGRP humano (hIGRP22s-236 Y hIGRP265.273) son reconocidos
por células CD8" asociadas a islotes de ratones NOD deficientes en MHC de clase | murina que expresan un
transgén HLA-A*0201 (Takaki et al., 2006). En particular, las células T CD8" asociadas a los islotes de estos ratones
transgénicos HLA-A*0201 "humanizados" eran citotoxicas para los islotes humanos positivos para HLA-A*0201
(Takaki et al., 2006).

T1D en ratones NOD se puede prevenir mediante la expansién de células CD8" T autoreactivas de baja avidez. La
administracion de péptidos solubles (sin adyuvante) es una forma eficaz de inducir tolerancia a células T especificas
de antigenos (Aichele et al., 1994; Toes et al., 1996). Previamente, se demostrd que el tratamiento de ratones NOD
pre-diabéticos con maduracion de avidez difusa NRP-A7 soluble del subgrupo CD8" reactivo con IGRP2g6.214 por la
eliminacién selectiva de clonotipos que expresan TCR con la afinidad mas alta por péptido/MHC (Amrani et al.,
2000). Estas observaciones plantearon la posibilidad de que la actividad anti-TID de NRP-A7 estuviera mediada
también fomentando la ocupacion del “nicho de clonotipos de alta avidez” (vaciado por el tratamiento con NRP-A7)
por clones de "baja avidez" (y potencialmente anti-diabetogénicos). Para probar esta hipotesis, se identificaron
ligandos peptidicos alterados (APL) con actividad parcial, completa o super agonista para células T CD8" reactivas
con IGRP2gs-214 y s& compard su actividad anti-TID sobre un amplio intervalo de dosis.

El tratamiento cronico con dosis moderadas de APL de afinidad intermedia (NRP-A7) o altas dosis de APL de baja
afinidad (NRP-14) proporciond la proteccién TID. Esto se asocié con una acumulacién local de células CD8"
reactivas a IGRP2p6.214 de baja avidez a expensas de sus contrapartidas de alta avidez, que se suprimieron.
Inesperadamente, el tratamiento crénico con altas dosis de un APL de alta afinidad (NRP-V7) o el ligando natural
(IGRP2g6-214) solo proporcion6 proteccion marginal. Sorprendentemente, los islotes de estos ratones casi no
contenian células CD8" reactivas a IGRP2p6.214, pero aumentaron las poblaciones de células CD8" que reconocen
otros epitopos IGRP. Esto le llevo a los inventores a concluir que la terapia peptidica en la autoinmunidad puede ser
mas eficaz cuando fomenta la ocupacion del nicho de linfocitos de érganos diana por clones no patégenos de baja
avidez (Han et al., 2005), una prediccion apoyada por el modelado matematico (Maree et al, 2006).
Desafortunadamente, este resultado ocurrié solamente dentro de un intervalo estrecho de dosis de APL y avidez
(para TCRs diana), lo que sugiere que la terapia con péptidos es inadecuada para prevenir o curar la T1D.

Tsai et al., Immunity (2010) 32, 568-680, describen que la progresion a la diabetes autoinmune da como resultado la
conversién de células T CD8" autorreactivas de baja avidez nativas en células autorreguladoras tipo memoria que
pueden ser expandidas in vivo con nanoparticulas recubiertas con complejos mayores de histocompatibilidad-
péptido relevante para la enfermedad (pPMHC-NP). Moore et al., Diabetes (2004) 53, 1459-1466, describe un
marcador magnético especifico de antigeno para reconocer selectivamente a una poblacion prevalente de células T
CD8" diabetdgenas que contribuye a la progresién de la insulitis para detectar la diabetes en ratones NOD.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de composiciones adicionales y métodos relacionados para el tratamiento
de la diabetes, asi como otros trastornos autoinmunes.

Sumario de la invenciéon

Seria dificil tratar a un paciente con péptidos porque, como es el caso del IGRP, esto requeriria varios miligramos de
péptidos por dosis. En el presente documento se proporciona la liberacion de complejos de antigeno/MHC, por
ejemplo, complejos péptido/MHC/nanosferas (sin moléculas coestimuladoras), sobre nanoesferas biocompatibles y
bioabsorbibles. Se contempla que estos complejos seran mas tolerogénicos que los péptidos solos o los complejos
de nanosferas no bioabsorbibles.

Aspectos y realizaciones de esta solicitud incluyen el descubrimiento de un nuevo paradigma en el tratamiento de la
autoinmunidad. Tradicionalmente, se han utilizado vacunas para expandir células T capaces de proporcionar
proteccidn contra patdgenos o el cancer, o para suprimir células T capaces de causar autoinmunidad. Los aspectos
de la presente invencién se refieren a un nuevo tipo de “vacuna” que induce selectivamente la expansion de células
CD8" autoreactivas con propiedades anti-autoinmunes y, al mismo tiempo, la delecién de células CD8" autoreactivas
con células patégenas (autoinmunitarias), ambas de acuerdo con la especificidad antigénica de las células T. Las
células T CD8" autoreactivas anti-autoinmunes (células CD8" anti-patégenas) suprimen las respuestas de células T
autorreactivas en un tejido especifico (tras el reclutamiento espontaneo al tejido diana) pero de una manera no
especifica de antigeno (por ejemplo, supresion local de otras respuestas de células T autorreactivas). Como
resultado, el tratamiento con este tipo de vacuna puede prevenir y/o mejorar T1D, asi como restaurar la
normoglucemia o reducir los niveles de glucosa en ratones NOD hiperglucémicos sin causar inmunosupresion
generalizada. Esta estrategia puede ser aplicable al tratamiento de otras enfermedades autoinmunes mediadas por
células T y puede ser capaz de prevenir la recurrencia de T1D tras el trasplante de islotes. De acuerdo con un
aspecto de la invencion, se proporciona una composicién de nanoparticulas de alta densidad de particulas que
comprende complejos de antigeno-MHC acoplados en una proporcion de 0,1:1 a 500:1 a un nucleo de nano esfera
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bioabsorbible y biocompatible que tiene un didametro de 4 nm o de 5 a 15 nm para su uso en un método para
prevenir o tratar un trastorno autoinmune cuando se administra a un sujeto. De acuerdo con un aspecto adicional de
la invencion, se proporciona una composicion de nanoparticulas de alta densidad de particulas que comprende
complejos de antigeno-MHC acoplados en una proporcion de 0,1:1 a 500:1 a un ndcleo de nano esfera
bioabsorbible y biocompatible que tiene un didametro de 4 nm o de 5 a 15 nm para su uso en un método para
expandir y/o desarrollar poblaciones de células T autorreactivas anti-patdégenas en un sujeto.

Ciertas realizaciones de la presente invencion se refieren a métodos para su uso en métodos de reducir o expandir
selectivamente células T de acuerdo con la especificidad antigénica de las células T. Por lo tanto, se cree que la
presente invencion se puede usar para reducir o eliminar células T que reconocen autoantigenos, tales como células
T especificas de células P. Como tal, la presente invencidon se puede usar para prevenir, tratar o mejorar
enfermedades autoinmunes tales como IDDM. Ademas, la presente invencion puede usarse para expandir células T
deseables, tales como células T que reconocen antigenos tumorales, para prevenir, tratar y/o mejorar enfermedades
combatidas por estas células T.

Las realizaciones de la invencion estan dirigidas a para su uso en métodos para prevenir o tratar un trastorno
autoinmunitario que comprende administrar un complejo de nano esfera antigeno/MHC/biocompatible y
bioabsorbible a un sujeto en una cantidad suficiente para expandir células T autorreactivas anti-patégenas. Un
antigeno incluye, pero no esta limitado a, todo o parte de un péptido, acido nucleico, carbohidrato, lipido u otra
molécula o compuesto que pueda modular la actividad de células T o poblaciones de células T, en el contexto de un
MHC o un MHC tipo molécula acoplada a un sustrato. La bioabsorbabilidad del complejo de nano esfera es critica
para la invencién ya que impide la acumulacién a largo plazo de las nanoesferas in vivo con cualquier toxicidad
acompanante que surja de ellas.

Las realizaciones de la invenciéon incluyen nanoesferas tolerogénicas que comprenden una nano esfera
biocompatible y bioabsorbible acoplada a un complejo antigeno-MHC. EI complejo antigeno-MHC puede estar
acoplado directamente a dicha nano esfera o a través de un enlazador. Una nano esfera preferida puede
comprender ademas un nucleo de metal biocompatible y bioabsorbible y un revestimiento biodegradable y
bioabsorbible. La nano esfera puede comprender ademas una cubierta o envoltura de otras moléculas que se
pueden acoplar facilmente al complejo antigeno-MHC (por ejemplo, estreptavidina o avidina u otras moléculas
conocidas usadas para unir restos a nanoesferas). En ciertos aspectos, una nano esfera biocompatible y
bioabsorbible comprende un material seleccionado del grupo que consiste, por ejemplo, en 6xido de hierro I, fosfato
tricalcico, cromo, galio, asi como polimeros bioabsorbibles y biocompatibles tales como PGLA, PLLA, PGA, PDLLA,
PCL, PDLGA, PLDLA, PLC (todos los cuales estan disponibles en Zeus, 3737 Industrial Blvd, Orangeburg, SC,
29118, EE.UU. bajo el nombre comercial AbsorvTM), acido hilaurinico, alginato, polihidroxialcanoatos y similares. En
otros aspectos, una nano esfera bioabsorbible y biocompatible es una nano esfera metalica o magnetizable o
superparamagnética. La nano esfera biocompatible y bioabsorbible puede comprender ademas un revestimiento
biodegradable formado a partir de dextrano; polietilenglicol); poli(6xido de etileno); manitol; poli(hidroxalcanoato)s de
la clase PHB-PHYV; y otros poli(sacaridos) modificados tales como almidon, celulosa y quitosano.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un complejo de nanoesferas bioabsorbibles
y biocompatibles de epitopo auto-antigeno-MHC que comprende un nucleo biocompatible y un revestimiento
biodegradable y bioabsorbible sobre la superficie externa de dicho nucleo y complejos de antigeno-MHC de alta
densidad acoplados a una relaciéon de 0,1:1 a 500:1 a una nano esfera bioabsorbible biocompatible que tiene un
diametro de 4 nm o de 5a 15 nm.

Algunos aspectos de la invencion incluyen métodos y composiciones que se refieren a composiciones antigénicas
que incluyen segmentos, fragmentos o epitopos de polipéptidos, péptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos y
otras moléculas que provocan o inducen una respuesta antigénica o inmune, generalmente denominados antigenos.
En aspectos particulares, el antigeno se deriva, es un mimico, o es un antigeno autoreactivo y/o complejos de los
mismos.

Los antigenos peptidicos incluyen, pero no se limitan a, hinsB1p.1s (HLVEALYLV (SEQ ID NO: 1)), hIGRP22s-236
(LNIDLLWSV (SEQ ID NO: 2)), hIGRP2ss.273 (VLFGLGFAI) (SEQ ID NO: 3)), IGRP26s214 (VYLKTNVFL (SEQ ID
NO:4)), NRP-A7 (KYNKANAFL (SEQ ID NO:6)), NRP-14 (KYNIANVFL (SEQ ID NO:7)), NRP-V7 (KYNKANVFL
(SEQ ID NO:8)), YAI/D® (FQDENYLYL (SEQ ID NO:9)) y/o INS Bis2s (LYLVCGERG (SEQ ID NO:10)), asi como
péptidos y proteinas descritos en la Publicacion de EE.UU. 20050202032.

En ciertos aspectos, un antigeno peptidico para el tratamiento de T1D es GAD65114-123, VMNILLQYVV (SEQ ID
NOZ14); GAD65535.545, RMMEYGTTMV (SEQ ID NOZ15); GFAP143.151, NLAQTDLATV (SEQ ID NOZ16); GFAP214.222,
QLARQQVHYV (SEQ ID NO:17); 1A-2172-180, SLSPLQAEL (SEQ ID NO:18); IA-2452-490, SLAAGVKLL (SEQ ID NO:19);
IA-2505.813, VIVMLTPLV (SEQ ID NO:20); pplAPPs.13, KLQVFLIVL (SEQ ID NO:21); pplAPPs.17, FLIVLSVAL (SEQ ID
N0122); |GRP152.150, FLWSVFMLI (SEQ ID N0123); |GRP211.219, NLFLFLFAV (SEQ ID N0124); |GRP215.223,
FLFAVGFYL (SEQ ID NO:25); IGRP222230, YLLLRVLNI (SEQ ID NO:26); IGRP228-235, LNIDLLWSV (SEQ ID NO:2);
IGRP2g5.273, VLFGLGFAI (SEQ ID NO:3); IGRP293.301, RLLCALTSL (SEQ ID NO:27); Pro-insulinai2-10, ALWMRLLPL
(SEQ ID NO:28); Pro-insulinais.11, LWMRLLPLL (SEQ ID NO:29); Proinsulinaie-14, RLLPLLALL (SEQ ID NO:30); Pro-
insulinags.14, HLCGSHLVEA (SEQ ID NO:31); Pro-insulinagio-1s, HLVEALYLV (SEQ ID NO:1); Pro-insulinag4-22,
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ALYLVCGER (SEQ ID NO:32); Pro-insulinag1s24, LYLVCGERGF (SEQ ID NO:33); Pro-insulinagi7.2s, LVCGERGFF
(SEQ ID NO:34); Pro-insulinagis-27, VCGERGFFYT (SEQ ID NO:35); Pro-insulinago.27, GERGFFYT (SEQ ID NO:36);
Pro-insulinagz1.29, ERGFFYTPK (SEQ ID NO:37); Pro-insulinagzs.c1, FYTPKTRRE (SEQ ID NO:38); Pro-insulinagzz.cs,
TPKTRREAEDL (SEQ ID NO:39); Proinsulinacze-2s, SLQPLALEG (SEQ ID NO:40); Pro-insulinaczs.as, ALEGSLQKR
(SEQ ID NO:41); Pro-insulinace-as, SLQKRGIVEQ (SEQ ID NO:42); Pro-insulinaai-1o, GIVEQCCTSI (SEQ ID
NO:43); Pro-insulinaa2.10, IVEQCCTSI (SEQ ID NO:44); Pro-insulinaai2.o, SLYQLENYC (SEQ ID NO:45) o
combinaciones de los mismos.

En aun otros aspectos, pueden usarse antigenos peptidicos asociados con la esclerosis multiple (EM) e incluyen:
MAG287.295, SLLLELEEV (SEQ ID NOZ46); MAG509.517, LMWAKIGPV (SEQ ID NOZ47); MAG555.554, VLFSSDFRI (SEQ
ID NOZ48); MBP|110.118, SLSRFSWGA (SEQ ID NOZ49); MOG114.122, KVEDPFYWV (SEQ ID NOZSO); MOG165.175,
RTFDPHFLRV (SEQ ID NO:51); MOG172-180, FLRVPCWKI (SEQ ID NO:52); MOGu179.188, KITLFVIVPV (SEQ ID
N0153); MOG188.195, VLGPLVALI (SEQ ID N0154); MOG181.189, TLFVIVPVL (SEQ ID N0155); MOG205.214,
RLAGQFLEEL (SEQ ID NO:56); PLPgo.gs, FLYGALLLA (SEQ ID NO:57) o combinaciones de los mismos.

En ciertos aspectos, el complejo antigeno-MHC puede reticularse (conjugarse) a las nanoesferas descritas en la
presente memoria. Un método no limitativo de conjugacion de una nanosfera con un complejo antigeno-MHC incluye
(a) hacer reaccionar un complejo antigeno-MHC con un agente de conjugacion, formando de este modo un complejo
antigeno-MHC; y (b) hacer reaccionar una nano esfera biocompatible y biodegradable con el complejo de la etapa
(a). En una realizacién, el método comprende concentrar el complejo de la etapa (a) antes de realizar la etapa (b).
En otra realizacion, el agente de conjugacion comprende un agente heterobifuncional. En otra realizacion mas, el
agente de conjugacion comprende DOTA-maleimida (4-maleimidobutiramidobencil-DOTA), SMPT (4-
succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno-), sulfo-LC-SMPT (sulfosuccinimidil-6-(a-metil-a-(2-
piridiltio)toluamido)hexanoato, reactivo de Traut (2-iminotiolano-HCI), o cualquier combinacién de los mismos. Véase
la Publicacion de Patente U.S. 20070059775; Pat. de EE.UU. Nos. 4.671.958, 4.659.839, 4.414.148, 4.699.784;
4.680.338; 4.569.789; 4.589.071; 7.186.814 y 5543391 de la solicitud de patente europea n° 188.256 para una
descripcion de los complejos de conjugacion a microparticulas o nanoparticulas.

Un trastorno autoinmune puede incluir, pero no esta limitado a, diabetes melitus, rechazo de trasplante, esclerosis
multiple, fallo ovarico prematuro, esclerodermia, enfermedad de Sjogren, lupus, vilelego, alopecia (calvicie), fallo
poliglandular, enfermedad de Grave, hipotiroidismo, polimiosititis, pénfigo, enfermedad de Crohn, colitis, hepatitis
autoinmune, hipopituitarismo, miocarditis, enfermedad de Addison, enfermedades cutaneas autoinmunes, uveitis,
anemia perniciosa, hipoparatiroidismo y/o artritis reumatoide. En ciertos aspectos, un componente peptidico de un
complejo antigeno/MHC/nanosfera se deriva o disefia a partir de un autoantigeno o un epitopo de autoantigeno, o
un imitador del mismo, implicado en la respuesta autoinmune a ser sondado, modulado o amortiguado por el
tratamiento. En aspectos particulares, el autoantigeno es un péptido, carbohidrato o lipido. En ciertos aspectos, un
autoantigeno es un fragmento, epitopo o péptido de una proteina, carbohidrato o lipido expresado por ciertas células
de un sujeto, tales como células beta pancreaticas, e incluye, pero no se limita a un fragmento de IGRP, insulina,
GAD o proteina IA - 2. Varias de tales proteinas o epitopos han sido identificados para una variedad de condiciones
autoinmunes. El autoantigeno puede ser un péptido, carbohidrato, lipido o similar derivado de un segundo
componente endocrino o neurocrino, tal como una célula de Schwann peri-islote o similar.

En aun otros aspectos de esta invencion, el componente MHC del complejo antigeno/MHC/nanosfera es un
componente polipeptidico MHC clase | o MHC clase I, clasico o no clasico. EI componente MHC de clase | puede
comprender todo o parte de una molécula de HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G, particularmente todo o
parte de una molécula HLA-A, tal como una molécula de HLA-A*0201 MHC de clase I. El componente MHC clase |
no clasico puede comprender moléculas tipo CD1. Un componente de MHC clase Il puede comprender todo o parte
de un HLA-DR, HLA-DQ o HLA-DP. En ciertos aspectos, el complejo antigeno/MHC esta covalentemente o no
covalentemente acoplado o unido a un sustrato (complejo antigeno/MHC/nanosfera). El sustrato es tipicamente una
nano esfera absorbible y biocompatible. En una realizacion, la nano esfera comprende un metal, tal como hierro u
oxido de hierro. En otra realizacién, la nano esfera comprende un polimero biocompatible y bioabsorbible. En
cualquier caso, la nanosfera experimenta bioabsorcién in vivo, de manera que la acumulacioén de las nanoparticulas
in vivo es limitada. Los péptidos de la invencion se pueden acoplar quimicamente a un sustrato y en particular
acoplarse a través de un enlace quimico o peptidico. Las moléculas CD1 son un ejemplo de una molécula MHC no
clasica. Las moléculas MHC no clasicas se caracterizan como no polimérficas, conservadas entre las especies y que
poseen bolsas de union al ligando estrechas, profundas e hidréfobas. Estas bolsas de unién son capaces de
presentar glicolipidos y fosfolipidos frente a células T Natural Killer (NKT). Las células NKT representan una
poblacion unica de linfocitos que coexpresan los marcadores de células NK y un receptor de células T semi-
invariantes (TCR). Estan implicados en la regulacion de las respuestas inmunes asociadas con una amplia gama de
enfermedades.

En ciertas realizaciones, las células T expandidas por el tratamiento han sido preactivadas por el proceso de
enfermedad y tienen un fenotipo de memoria. En un aspecto, las células T surgen de precursores autorreactivos que
reconocen el epitopo diana con baja avidez. La avidez puede determinarse mediante un ensayo de unién a un
tetramero o similar. En otro aspecto, el complejo antigeno/MHC/nano esfera se administra antes, después o tanto
antes como después de la aparicion de los sintomas clinicos de la enfermedad autoinmune de interés. En aun otro
aspecto mas, el método puede incluir una etapa que comprende evaluar un parametro biolégico de una condiciéon
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autoinmune, tal como los niveles de azulcar en sangre del sujeto antes y/o después del tratamiento. Los métodos de
la invencion también pueden incluir la evaluacion del estado autoinmune de un sujeto, incluyendo la evaluacion de
cualquier respuesta inmune autorreactiva. En ciertos aspectos, una célula T es una célula T CD4" o CD8" o una
célula NK T (NKT).

Otras realizaciones de la invencién incluyen composiciones para su uso en métodos para expandir células T
autorreactivas anti-patdgenas que comprenden administrar un complejo antigeno/MHC/nanosfera en una cantidad
suficiente para estimular la expansion de una célula T autorreactiva anti-patogénica. En ciertos aspectos, la célula T
es una célula T CD8" o CD4" o una célula NKT.

También se describen métodos para proteger las células de un sujeto, tales como las células de un islote
pancreatico, a partir de una respuesta autoinmune, particularmente una respuesta autoinmune patogénica, que
comprende administrar a un sujeto un complejo antigeno/MHC/nanosfera en una cantidad suficiente para inhibir la
destruccion de las células o tejidos que comprenden las células, en donde el antigeno o la molécula antigénica de la
que se deriva es de un autoantigeno asociado con células.

También se describen métodos para diagnosticar autoinmunidad que comprenden evaluar la expansién inducida por
tratamiento de respuestas de células T anti-patdgenas CD8" o CD4" como una indicacién de la autoinmunidad
activa.

Las realizaciones de la invencion pueden incluir composiciones para su uso en métodos para prevenir, mejorar o
tratar el rechazo de tejidos trasplantados por respuestas alogénicas o autoinmunes administrando un complejo
antigeno/MHC acoplado operativamente a un sustrato (es decir, un complejo antigeno/MHC/nanosfera) a un sujeto
en una cantidad suficiente para expandir células T autorreactivas anti-patdégenas o inducir la expansion de células
antipatogénicas que reconocen aloantigenos o autoantigenos expresados por tejidos u 6rganos trasplantados.

También se describen métodos para aumentar o mantener el nimero de células funcionales, por ejemplo, células de
islote, de un tipo predeterminado en un mamifero mediante la prevencién o inhibicién de la muerte o eliminacién
celular. Este método se usa para tratar una enfermedad autoinmune en la que se desea una regeneracion endégena
de células y/o tejidos. Tales enfermedades autoinmunes incluyen, sin limitacion, diabetes melitus, esclerosis
multiple, insuficiencia ovarica prematura, esclerodermia, enfermedad de Sjogren, lupus, vitelego, alopecia (calvicie),
fallo poliglandular, enfermedad de Grave, hipotiroidismo, polimiosititis, pénfigo, enfermedad de Crohn, colitis,
hepatitis autoinmune, hipopituitarismo, miocarditis, enfermedad de Addison, enfermedades de la piel autoinmunes,
uveitis, anemia perniciosa, hipoparatiroidismo, artritis reumatoide y similares. Un aspecto de la invencion
proporciona un nuevo enfoque terapéutico en dos partes para ablacionar la autoinmunidad existente mientras se
vuelve a preparar el sistema inmune.

En ciertos aspectos, el complejo antigeno/MHC/nanosfera no necesita administrarse con un adyuvante para inducir
una respuesta inmune, por ejemplo, una respuesta de anticuerpo. En realizaciones particulares, la composicion de
antigeno/MHC/nano esfera puede usarse junto con técnicas de anticuerpos policlonales y monoclonales bien
conocidas para producir un anticuerpo usando un adyuvante o varios reducidos o ningun adyuvante.

Descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor haciendo referencia a uno o mas
de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en la
presente memoria.

Figs. 1A - 1C. Las células T auto-reactivas 17.6a/8.38 CD8" de baja afinidad son anti-diabetogénicas. La Fig. 1A,
Frecuencia de diabetes en ratones 17.60/8.33-NOD (n = 95) versus 17.40/8.33-NOD (n = 598). La Fig. 1B,
puntuacion de Insulitis en ratones Tg (n = 6 para 17.6a/8.33-NOD, n = 3 para 17.40/8.33-NOD). La Fig. 1C,
Frecuencia de diabetes en NOD (n = 56) versus LCMV-NOD (n = 10).

Figs. 2A - 2B. Biologia del desarrollo del TCR 17.6a/8.38. La figura 2A, Biologia del desarrollo de 17,6a/8,3p frente a
17,40/8,38 TCR en ratones Tg. Los paneles superiores son representativos de los diagramas de puntos de CD4
frente a CD8 de esplenoacitos. El panel inferior es la comparacion de la tincién de células T CD8" con el tetramero
NRP-V7/K’. Fig. 2B, Biologia del desarrollo de los TCR de 17.6a/8.308 frente a 17.4a/8.3B en ratones RAG-2-/- Tg.
Los paneles superiores son representativos de los dlagramas de puntos de CD4 frente a CD8 de esplenocitos. El
panel inferior es la comparacion de tincién de células T CD8" con el tetramero NRP- V7K

Fig. 3. Frecuencia de la diabetes en ratones 17.6a/8.3p -NOD.RAG-2-/- (n = 13) versus 17.4a/8.33-NOD.RAG-2-/- (n
= 106).

Figs. 4A - 4B. Biologia del desarrollo de 17.6a/8.33 versus 17.40/8.38 TCR en ratones TCRao-/- Tg. Fig. 4 A, los
paneles superiores son representativos de los diagramas de puntos de CD4 frente a CD8 de esplenocitos. El panel
inferior es la comparacién de la tincién de células T CD8" con el tetramero NRP-V7/K°. Fig. 4B, Frecuencia de
diabetes en ratones 17.60/8.33-NOD.TCRa-/- (n = 14) frente a 17.40/8.33-NOD.TCRao-/- (n = 28). Los valores en los
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paneles FACS del diagrama de puntos corresponden a los porcentajes de las células dentro de cada cuadrante y los
valores en los paneles de histograma corresponden a los porcentajes de las células que se tifieron positivas (media
+ SE).

Figs. 5A - 5J. Las células T CD8" 17.60/8.3p se diferencian espontaneamente en células T de memoria con funcién
reguladora. Fig. 5A, Perfiles FACS representativos de células T CD8" esplénicas de ratones 17.6a/8.38-NOD.TCRo-
/- frente a 17.4a/8.3p-NOD.TCRa-/-. Fig. 5B, Porcentaje de células T CD44" CD122* CD8" dentro del bazo (n = 12
para 17.6a/8.3-NOD.TCRa-/- y n = 9 para 17.4a/8.303-NOD. TCRa-/-), PLN (n = 9 para 17.60/8.33-NOD.TCRo-/- y
n =6 para 17.4a/8.3-NOD.TCRa-/-) y BM (n = 4 para 17.60/8.33-NOD.TCRa-/- y n = 3 para 17.4a/8.33-NOD.TCRa-
/-) de ratones TCRao-/- Tg (medla + SE). Los ratones tenian entre 9 y 18 semanas de edad. Fig. 5C, Perfil FACS
representativo de células T CD8" esplénicas de ratones 17.6a/8.308-NOD.TCRo-/- tefiidos con tetrdmero NRP-V7/K°
frente a anticuerpo anti-CD 122. Los valores son la media + SE de cinco experimentos diferentes. Fig. 5D, Analisis
fenotipico de linfocitos T CD8" esplénicos nativos frente a memoria de los ratones 17.6a/8.33-NOD.TCRoa-/-. Los
datos son representatlvos de al menos dos experimentos para cada marcador Fig. 5E, Comparacion de la tincion de
CD122 en timocitos CD8" CD4" versus esplenocitos CD8" de ratones TCRa™ Tg. Los datos son representatlvos de
cuatro experimentos. Fig. 5F, Captacién de BrdU por células T CD8" esplénicas de ratones TCRa™ Tg. Fig. 5G,
Panel superior: perfil FACS representativo de la proliferacion de células T CD8" esplénicas de ratones Tg en
respuesta a citoquinas IL-2 e IL-15 (ambas a 100 ng/ml). Panel inferior: Expansion doble de células T CD8" nativas
vs. memoria de ratones 17.6a/8.303-NOD.TCRa-/- en respuesta a diferentes concentraciones de IL-2 e IL-15. Los
datos son representativos de al menos tres experlmentos Fig. 5H, Produccién de IFN-y por células T CD8" nativas
esplénicas de ratones 17 40a/8.33-NOD. TCRa™ frente a linfocitos T CD8" nativos y de memoria de ratones
17.60/8.33-NOD .TCRa™ en respuesta a los DC pulsados con 1 pyg/ml de NRP-A7 después de 24 y 48 horas. Flg
51, Tincién intracelular de IFN-y a partir de células T CD8" nativas esplenlcas de ratones 17.40/8.33-NOD. TCRa™
frente a linfocitos T CD8" nativos y de memoria de 17.6a/8.33-NOD. TCRa™ en respuesta a los DC pulsados con 1
pg/ml de NRP-A7 después de 6 horas. Fig. 5J, Produccion de IL-2 y proliferaciéon en respuesta a los DC pulsados
con 1 yg/ml de NRP-A7 en diferentes puntos temporales. Los datos en la FIG. 5H y la FIG. 5 J son representativos
de cuatro experimentos y los datos de la FIG. 51 son representativos de tres experimentos.

Fig. 6. Proliferacion de células T CD8" 17.40/8.3p marcadas con CFSE. Proliferacion de células T CD8" 17.4a/8.38
marcadas con CFSE en respuesta a DCs pulsadas con NRP-A7 en presencia de células T CD8" nativas frente a de
memoria de 17.6a/8.33-NOD. TCRa™ ratones (panel superior) o células T CD8" nativas de 17.4a/8.33-NOD frente a
ratones LCMV-NOD (panel inferior). Los datos son representativos de al menos cinco experimentos.

Fig. 7A - 7B. Las células T CD8" de memoria 17.6a/8.33 matan las APCs pulsadas con antigeno. Figura 7A,
Citotoxicidad in vitro de células T CD8" nativas recién aisladas de ratones 17.40/8.30B-NOD.TCRa frente a linfocitos
T CD8" nativos y de memoria de ratones 17.6a/8.308-NOD.TCRa” contra DCs BM NRP-A7 y TUM pulsados. Los
datos son representativos de tres experlmentos Los DC de BM purificados se pulsaron con 1 uyg/ml de NRP-A7 o
TUM y se marcaron con cromato de sodio [ Cr]

Relacion Efector:diana = 8:1 (40000 efectores: 5000 células diana). Se recogioé el sobrenadante después de 8 horas.
Fig. YB Ensayo de citotoxicidad in vivo: se inyectaron células DC LN (paneles inferiores) y pulsadas con NRP-A7
(CFSE") o pulsadas con TUM (CFSE™) (paneles superiores) o esplénicas recién aisladas en huéspedes Tg a razon
de 1:1. Se aislaron células B o DC frescas (de bazo y LNs) utilizando perlas de MACS anti-B220 o anti-CD11c, se
pulsaron con 10 yg/ml de péptidos durante 2 horas, se lavaron, se marcaron con CFSE (TUM: 3 uM CFSE NRP -
A7: 0,3 uM CFSE) durante 3 minutos a 37°C, se lavaron 3 veces y se inyectaron en los huéspedes 4 - 5x10° células
de cada poblacion. Después de 18 horas se sacrificaron los ratones y se analizaron los esplenocitos FACS.

La Figura 8 representa una imagen ampliada de nanosferas de PLGA conjugadas con pMHC (poli(D,L-lactida-co-
glicolido)).

La Figura 9 representa las respuestas de IFNy por células T CD8" a complejos de nanosfera IGRP/Kd-PLGA en la
concentracion de nanoparticulas/pocillo indicada.

Descripcion detallada de la invencién

Debe entenderse que esta invencion no esta limitada a realizaciones particulares descritas, ya que, por supuesto,
pueden variar. También se debe entender que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propédsito de
describir unicamente realizaciones particulares y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la presente
invencion estara limitado solamente por las reivindicaciones adjuntas.

Debe tenerse en cuenta que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las
formas singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente
lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un excipiente" incluye una pluralidad de excipientes.

|. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que comunmente entiende cualquier experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
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Como se usan en este documento, los siguientes términos tienen los siguientes significados.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "que comprende” o el término "comprende” significa que las
composiciones y métodos incluyen los elementos citados, sin excluir a otros. "Consiste esencialmente en", cuando
se usa para definir composiciones y métodos, significa excluir otros elementos de cualquier significado esencial a la
combinacién para el propésito declarado. Por lo tanto, una composicién que consiste esencialmente en los
elementos como se definen en el presente documento no excluiria otros materiales o etapas que no afecten
materialmente a las caracteristicas basicas y nuevas de la invencion reivindicada. "Consistir en" significa excluir mas
que los oligoelementos de otros ingredientes y los pasos sustanciales del método. Las realizaciones definidas por
cada uno de estos términos de transicién estan dentro del alcance de esta invencion.

Por "biocompatible" se entiende que los componentes del sistema de liberaciéon no causaran lesion tisular o lesion al
sistema biolégico humano. Para impartir biocompatibilidad, se utilizaran preferentemente los polimeros y excipientes
que han mostrado antecedentes de uso seguro en seres humanos o con el estado GRAS (Generalmente Aceptado
como Seguro). Por biocompatibilidad se entiende que los ingredientes y excipientes usados en la composicion seran
finalmente "bioabsorbidos" o eliminados por el cuerpo sin efectos adversos para el cuerpo. Para que una
composicion sea biocompatible y se considere no téxica, no debe causar toxicidad a las células. De forma similar, el
término "bioabsorbible" se refiere a nanoparticulas hechas de materiales que se someten a bioabsorcién in vivo
durante un periodo de tiempo tal que se evita la acumulacion a largo plazo del material en el paciente. En una
realizacion preferida, la nanoparticula biocompatible es bioabsorbida durante un periodo de menos de 2 afios,
preferiblemente menos de 1 afio e incluso mas preferiblemente menos de 6 meses. La tasa de bioabsorciéon esta
relacionada con el tamafio de la particula, el material utilizado y otros factores bien reconocidos por los expertos en
la técnica. Puede usarse una mezcla de materiales biocompatibles y bioabsorbibles para formar las nanoesferas
usadas en esta invencion. En una realizacién, se pueden combinar 6xido de hierro (1) y un polimero biocompatible y
bioabsorbible. Por ejemplo, el 6xido de hierro (Ill) y PGLA pueden combinarse para formar una nanoparticula.

Un complejo antigeno/MHC/nanosfera se refiere a la presentacion de un péptido, carbohidrato, lipido u otro
segmento antigénico, fragmento o epitopo de un antigeno molécula o proteina (es decir, auto péptido o
autoantigeno) sobre una superficie, tal como una nano esfera biocompatible y biodegradable. "Antigeno", tal como
se utiliza en la presente memoria, se refiere a todo, parte, un fragmento o segmento de una molécula que puede
inducir una respuesta inmune en un sujeto o una expansion de células antipatogénicas.

El término "aproximadamente", cuando se usa antes de una designacion numérica, por ejemplo, temperatura,
tiempo, cantidad y concentracion, incluyendo un intervalo, indica aproximaciones que pueden variar de (+) o (-) 10%,
5% 0 1%.

Por "matar" o "mata" se pretende causar la muerte celular por apoptosis 0 necrosis. La apoptosis o la necrosis
pueden estar mediadas por cualquier ruta de muerte celular.

Las "células autoinmunes" incluyen, por ejemplo, esplenocitos adultos, linfocitos T, linfocitos B y células de origen de
médula 6sea, tales como células presentadoras de antigeno defectuosas de un mamifero, que tienen actividad hacia
el organismo del que deriva la célula autoinmune.

Un "mimico" es un analogo de un ligando o péptido dado, en el que el analogo es sustancialmente similar al ligando.
"Sustancialmente similar" significa que el analogo tiene un perfil de unién similar al ligando excepto que el mimico
tiene uno o mas grupos funcionales o modificaciones que representan colectivamente menos de aproximadamente
50%, menos de aproximadamente 40%, menos de aproximadamente 30%, menos de aproximadamente 20%,
menos de aproximadamente 10%, o menos de aproximadamente 5% del peso molecular del ligando.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr el propdsito pretendido, por ejemplo, la modulacion de la
actividad de las células T o de las poblaciones de células T. Como se describe en la presente memoria en detalle, la
cantidad eficaz, o dosificacion, depende del propdsito y del antigeno y puede determinarse de acuerdo con la
presente descripcion.

Una "célula T auto-reactiva" es una célula T que reconoce un "auto-antigeno”, que es una molécula producida y
contenida por el mismo individuo que contiene la célula T. Una célula T autorreactiva puede ser una célula T CD8" o
una célula T CD4". Ademas, la célula T CD4" puede clasificarse como una célula TR1 (T Regulatoria 1).

Una "célula T patogénica" es una célula T que es perjudicial para un sujeto que contiene la célula T. Mientras que
una célula T no patogénica no es sustancialmente perjudicial para un sujeto, y una célula T anti-patégena reduce,
mejora, inhibe o niega el dafio de una célula T patdgena.

Los términos "inhibicion", "reduccion” o "prevencién”, o cualquier variacién de estos términos, cuando se usan en las
reivindicaciones y/o en la memoria descriptiva, incluye cualquier disminucion medible o inhibicion completa para
conseguir el resultado deseado.

El uso de la palabra "un" o "uno/a", cuando se usa junto con la expresiéon "que comprende” en las reivindicaciones

y/o la especificacion puede significar "uno", pero también es consistente con el significado de "uno o mas", "al menos
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uno" y "uno o mas de uno".

El término "anti-patdgeno” se refiere a células que tienen un efecto protector contra la causa de la enfermedad. Por
ejemplo, "células T CD8" autoreactivas anti-patdgenas" se refiere a células que tienen un efecto protector contra
TID. "Células T CD8" anti-patégenas autoreactivas" también se refiere a células que tienen un efecto protector
contra otras enfermedades autoinmunes tales como las enumeradas en la subseccion V titulada: Dianas
diagndsticas y terapéuticas.

Por "nanosfera" se entiende en este documento pequefias particulas discretas que son administrables a un sujeto.
En ciertas realizaciones, las nanoesferas tienen forma sustancialmente esférica. La expresién "sustancialmente
esférico", tal como se utiliza en este documento, significa que la forma de las particulas no se desvia de una esfera
en mas de aproximadamente un 10%. Pueden aplicarse a las particulas varios complejos de antigeno o péptido
conocidos de la invencién. Las nanoesferas de esta invencion varian en tamafo desde aproximadamente 10 nm
hasta aproximadamente 150 pl y, preferiblemente, desde aproximadamente 10 nm hasta aproximadamente 1 pym.
Pueden obtenerse particulas de nano-tamafio mas pequefias, por ejemplo, por fraccionamiento, con lo que las
particulas mayores se dejan sedimentar en una solucién acuosa. La porcidon superior de la solucién se recupera
entonces. Esta porcién superior esta enriquecida en particulas de menor tamario. El proceso se puede repetir hasta
que se genere un tamafo medio deseado.

A lo largo de esta solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar de error para el dispositivo o método que se emplea para determinar el valor.

El uso del término "0" en las reivindicaciones se utiliza para significar "y/o" a menos que se indique explicitamente
que solo se refieren a alternativas o que las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la descripcion apoya
una definicion que se refiere sélo a alternativas y "y/0".

Como se usa en este documento y en las reivindicaciones, los términos "anticuerpo” o "inmunoglobulina" se usan
indistintamente y se refieren a cualquiera de las diversas clases de proteinas estructuralmente relacionadas que
funcionan como parte de la respuesta inmune de un animal o receptor, proteinas que incluyen IgG, IgD, IgE, IgA,
IgM y proteinas relacionadas.

Como se usa en este documento, las expresiones "agente inmunogénico" o "inmundgeno" o "antigeno" se usan
indistintamente para describir una molécula capaz de inducir una respuesta inmunolégica contra si misma en la
administracion a un receptor, ya sea solo, en conjuncion con un adyuvante, o presentado en un vehiculo de
visualizacion.

Como se usa en la presente memoria, una "molécula de amino" se refiere a cualquier aminoacido, derivado de
aminoacido o imitador de aminoacidos conocido en la técnica. En ciertas realizaciones, los residuos de la molécula
proteinica son secuenciales, sin que ninguna ninguna molécula no amino interrumpa la secuencia de los residuos de
moléculas de amino. En otras realizaciones, la secuencia puede comprender uno o mas restos de moléculas no
amino. En realizaciones particulares, la secuencia de residuos de la molécula proteinica puede estar interrumpida
por uno o mas restos de molécula no amino.

Por consiguiente, la expresion "composicion proteinica" abarca secuencias de moléculas de amino que comprenden
al menos uno de los 20 aminoacidos comunes en proteinas naturalmente sintetizadas, o al menos un aminoacido
modificado o inusual.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "tratamiento” o "tratar" significa cualquier tratamiento de una
enfermedad o condicidn en un paciente, incluyendo:

* prevenir o proteger contra la enfermedad o condicién, es decir, hacer que los sintomas clinicos no se desarrollen,
por ejemplo, en un sujeto en riesgo de sufrir de tal enfermedad o condicion, evitando asi sustancialmente el inicio de
la enfermedad o condicion;

« inhibir la enfermedad o condicidn, es decir, detener o suprimir el desarrollo de los sintomas clinicos; y/o
« aliviar la enfermedad o condicion, es decir, causar la regresion de los sintomas clinicos.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada.

Las observaciones hasta la fecha (Han et al., 2005) sugirieron que, para ser eficaces en autoinmunidad, la terapia
peptidica tendria que dirigirse a mudltiples especificidades de epitopo. Los péptidos solubles pueden inducir la
tolerancia péptido-especifica de las células T, pero no pueden mitigar las respuestas auto-inmunes poli-especificas.
Los inventores razonaron que seria muy poco practico realizar esto con péptidos porque, en el caso del IGRP solo,
esto requeriria varios miligramos de péptidos por dosis. Debido a que los péptidos son mucho mas tolerogénicos (es
decir, en cantidades menores) cuando se unen a moléculas de MHC en APCs fijas (Miller et al., 1979), se contemplo
que la administracion sistémica de complejos de antigeno/MHC, por ejemplo complejos péptido/MHC (sin moléculas
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coestimulantes) en las nanoesferas podria ser mas tolerogénica que los péptidos solos. Este pensamiento
evoluciond a partir de la disponibilidad de un reactivo inicialmente concebido para imitar la inflamacion de los islotes.
Los inventores trataron de proporcionar especificamente una sonda susceptible de visualizaciéon por resonancia
magnética (RM) a células T CD8" tipo 8,3 circulantes (nanoesferas de 6xido de hierro revestidas con complejos
NRP-V7/K%) (Moore et al. 2004). En particular, los inventores contemplaron revestir estas nanoesferas con varios
complejos antigeno/MHC diferentes como una manera de inducir la delecién simultanea de multiples especificidades
de células T por debajo del umbral requerido para el desarrollo de T1D. Mas sorprendentemente, se encontré que
los complejos de pMHC se unieron a una funcién de soporte sdélido por expansion, de una manera especifica de
epitopo, de células CD8" autoreactivas experimentadas por autoanticuerpos que suprimen el reclutamiento de otras
especificidades autoantigénicas. Esta avenida terapéutica explota un nuevo paradigma en la progresion de las
respuestas autoinmunes crénicas que permite el disefio racional de «nanovacunas» especificas de enfermedades
capaces de atenuar la autoinmunidad sin perjudicar la inmunidad sistémica, una meta muy buscada en la terapia de
estos trastornos. De acuerdo con el paradigma anterior, cualquier especificidad de epitopo unico (pPMHC) implicado
en la enfermedad (entre cientos) se puede usar, cuando se recubre como un ligando en NPs, para contener las
respuestas autoinmunes complejas. EI componente de particula/soporte sdélido es esencial, porque los pMHCs
solubles multiméricos no pueden inducir el tipo de respuestas inmunes inducidas por sus contrapartes acopladas a
NP. La particula permite una multimerizaciéon superior de pMHC y proporciona a estas pMHC potentes propiedades
de reticulacion del receptor. Por lo tanto, este paradigma y el enfoque terapéutico que permitié su descubrimiento
proporcionan una plataforma para una nueva clase de terapéutica en la autoinmunidad.

Se contempla que las nanoesferas revestidas con complejos antigeno/MHC (complejo antigeno/MHC/nanosfera)
ampliara el tipo de células CD8" anti-patdégenas autorreactivas de baja avidez que proporcionan proteccién contra
T1D en ratones tratados con APL (Han et al, 2005; Maree et al, 2006). También se contempla que estas
nanoesferas expandiran los depositos preexistentes de células T CD8" autorreactivas de memoria (es decir, no
inducir células de memoria T de novo). Se cree que estas agrupaciones pre-existentes estan predominantemente (si
no exclusivamente) compuestas de clonétipos CD8" autoreactivos de baja avidez (anti-patégenos). Las contrapartes
de alta avidez de estas células T (con actividad patogénica) no sobreviven in vivo como células de memoria,
posiblemente, pero no limitan la invencién a ninguna teoria en particular, porque sufren una muerte celular inducida
por la activacion tras una exposicion crénica a su autoantigeno de células beta diana enddgeno. Se cree que estas
nanoesferas no tienen que tener como objetivo una poblacién predominante de células T CD8" autoreactivas para
ser eficaces: se obtuvieron resultados similares con nanoesferas revestidas con un complejo de péptido
subdominante/MHC. Ademas, se cree que esta tecnologia no requiere el disefio de APL de avidez definida (a
diferencia del caso con péptidos), y por lo tanto tiene el potencial para acomodar cualquier antigeno diana o diana de
péptido/MHC. Se contempla que esta tecnologia reestablecera la normoglucemia en ratones NOD con T1D recién
diagnosticada, a tasas que son al menos comparables, si no mejores, que las obtenidas con el tratamiento con mAb
anti-CD3, un enfoque no especifico de antigeno que ha mostrado alguna promesa en ensayos clinicos (Herold et al,
2002; Keymeulen et al, 2005).

Se cree que las composiciones de la invencion se pueden usar para expandir conjuntos preexistentes de células T
CD8" autoreactivas de memoria (es decir, no parecen ser capaces de inducir células T de memoria de novo). Estas
agrupaciones preexistentes estan predominantemente (si no exclusivamente) compuestas de clonétipos CD8*
autoreactivos de baja avidez (anti-patégenos). Las contrapartes de alta avidez de estas células T (con actividad
patogénica) no sobreviven in vivo como células de memoria y existen predominantemente como células T nativas.
Se contempla ademas que las células T nativas sufren de muerte celular al acoplar complejos
autoantigeno/MHC/nanosfera en ausencia de coestimulacion y, por lo tanto, la invencién puede tanto eliminar células
T patdgenas inocuas como expandir células T de memoria anti-diabetogénicas. Las composiciones descritas no
necesitan dirigirse a una poblacién prevalente de células T CD8" autoreactivas para que sean eficaces. En ciertas
realizaciones, las composiciones y métodos pueden usarse para inducir la tolerancia de células T autorreactivas.

Se contempla que las nanoesferas bioabsorbibles y biodegradables presentaran resultados sorprendentes e
inesperados en comparacion con los complejos pMHC/antigeno recubiertos sobre un soporte sdlido no
biodegradable y no bioabsorbible. Estos resultados inesperados incluyen una menor toxicidad. La menor toxicidad
puede referirse a una reduccién en la acumulacion de la nanosfera en los 6rganos y/o tejidos en todo el cuerpo. La
menor toxicidad también puede referirse a una disminucion en la respuesta biolégica no deseada, tal como una
disminucion de la inflamacién o una disminucion del dafio tisular de los 6rganos en todo el cuerpo. La inflamacion y
el dafio tisular son evaluaciones que pueden ser determinadas facilmente por el experto en la técnica mediante
métodos conocidos. También se contempla que las nanoesferas biodegradables y bioabsorbibles seran mas
toleradas por el cuerpo. Esto puede conducir a una reduccién de la dosis terapéutica o a un aumento o una
respuesta terapéutica mas eficaz. La respuesta terapéutica en cuanto se refiere a la autoinmunidad se puede
determinar mediante los ensayos descritos en los Ejemplos.

En una realizacion de la invencion, el material biodegradable y bioabsorbible es elegido por el médico experto
basandose en la semivida in vivo pronosticada de la nano esfera. La semivida es una que se puede determinar
facilmente basandose en las propiedades fisicas de la nano esfera, tales como el material utilizado y el tamafio de la
nano esfera. En una realizacion preferida, la velocidad de degradacién corresponde al intervalo de tiempo que el
médico determina que es uno en el que se alcanza el efecto terapéutico maximo. Por lo tanto, se contempla que las
nanoesferas biodegradables y bioabsorbibles tendran un potencial terapéutico mejorado y superior debido a la
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seleccion de un material que se degradara dentro de un marco de tiempo predicho y tendra los efectos secundarios
menos adversos.

II. Composiciones farmacéuticas y administracion

La presente invencion incluye composiciones para su uso en métodos para prevenir o mejorar una condicion
autorreactiva. Como tal, la invencién contempla "vacunas" o modificadores del sistema inmune para su uso en
diversas realizaciones. Las composiciones propuestas que son adecuadas para su usoO como vacuna pueden
prepararse a partir de moléculas autorreactivas que incluyen proteinas autoreactivas y sus fragmentos. La invencion
incluye composiciones que pueden usarse para inducir o modificar una respuesta inmune contra un antigeno
autorreactivo, por ejemplo, un polipéptido, un péptido, un carbohidrato, un lipido u otra molécula o fragmento
molecular y contra el desarrollo de una condicion o enfermedad causada por tal respuesta autoinmune.

Las composiciones de la invencién se pueden administrar normalmente por via parenteral, por inyeccién, por
ejemplo, por via intravenosa, subcutanea o intramuscular. Otras formulaciones que son adecuadas para otros
modos de administracion incluyen formulaciones orales. Las formulaciones orales incluyen tales excipientes
normalmente empleados como, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones se presentan en
forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pastillas, capsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos
y contienen de aproximadamente 10% a aproximadamente 95% de ingrediente activo, preferiblemente de
aproximadamente 25% a aproximadamente 70%.

Tipicamente, las composiciones de la invencion se administran de una manera compatible con la formulacién de
dosificacion, y en una cantidad tal que es terapéuticamente eficaz y modificante inmune. La cantidad a administrar
depende del sujeto a tratar. Las cantidades precisas de ingrediente activo que se requiere administrar dependen del
juicio del médico. Sin embargo, intervalos de dosificacion adecuados son del orden de diez a varios cientos de
nanogramos 0 microgramos del complejo de antigeno/MHC/nanosfera por administracion. Los regimenes
adecuados para la administracion inicial y los refuerzos también son variables, pero se caracterizan por una
administracion inicial seguida por administraciones posteriores.

La forma de aplicacién puede variar ampliamente. Se pueden aplicar cualquiera de los métodos convencionales para
la administracion de una vacuna. Se cree que estos incluyen la aplicacion oral sobre una base sdlida
fisioldgicamente aceptable o en una dispersion fisioldgicamente aceptable, parenteralmente, por inyeccion vy
similares. La dosificacion del complejo antigeno/MHC/nanosfera dependera de la via de administracion y variara
segun el tamario y la salud del sujeto.

En muchos casos, sera deseable tener multiples administraciones de un complejo péptido/MHC/nanosfera, de
aproximadamente, como maximo aproximadamente, o al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas. Las
administraciones oscilaran normalmente entre 2 dias y 12 semanas, mas usualmente entre una y dos semanas. Los
refuerzos periédicos a intervalos de 0,5 a 5 afios, usualmente dos afios, seran deseables para mantener la condicién
del sistema inmunoldgico. El curso de las administraciones puede ser seguido por ensayos para detectar respuestas
inmunes autorreactivas y la actividad de las células T.

A. Terapia combinada

Las composiciones y métodos relacionados de la presente invencion, particularmente la administracion de un
complejo antigeno/MHC/nanosfera, también pueden usarse en combinacion con la administracion de terapias
tradicionales. Estos incluyen, pero no se limitan a, la administracion de terapias o tratamientos inmunosupresores o
moduladores.

En un aspecto, se contempla que se use un complejo antigeno/MHC/nano esfera junto con un tratamiento de
citoquinas. Alternativamente, la administracion del complejo antigeno/MHC/nanosfera puede preceder o seguir al
otro tratamiento mediante intervalos que van desde minutos a semanas. En realizaciones en las que los otros
agentes y/o complejos de antigeno/MHC/nanosfera se administran por separado, se garantiza generalmente que no
acabaria un periodo de tiempo significativo entre el tiempo de cada suministro, de tal manera que el agente y el
complejo antigeno/MHC/nanosfera podria todavia ejercer un efecto ventajosamente combinado sobre el sujeto. En
tales casos, se contempla que se pueden administrar ambas modalidades en aproximadamente 12 - 24 h entre si y,
mas preferiblemente, en aproximadamente 6 - 12 h entre si. En algunas situaciones, puede ser deseable extender el
periodo de tiempo para la administracion significativamente, sin embargo, cuando pasan de varios dias (2, 3, 4, 5, 6
6 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones respectivas.

Pueden emplearse diversas combinaciones, por ejemplo, la administracion del complejo antigeno/MHC/nanosfera es
"A" y el agente adicional es "B":

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 644 865 T3

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A/ BB/A/A
B/AB/A B/A/AB A/A/A/B B/AIA/A A/B/AIA A/A/B/A

La administracion de las composiciones del complejo de péptido-MHC de la presente invencion a un paciente/sujeto
seguiran protocolos generales para la administracion de tales compuestos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hay.
Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan segun sea necesario. También se contempla que se pueden
aplicar varias terapias estandar, tales como la hidratacién, en combinacion con la terapia descrita.

B. Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se administran a un sujeto. Diferentes aspectos de la
presente invencién implican administrar una cantidad eficaz de una composicion del complejo de
antigeno/MHC/nanosfera a un sujeto. Adicionalmente, dichas composiciones pueden administrarse en combinacion
con modificadores del sistema inmune. Dichas composiciones generalmente se disolveran o dispersaran en un
vehiculo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

Las frases "farmacéuticamente aceptables" o "farmacoldgicamente aceptables” se refieren a entidades moleculares
y composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion adversa cuando se administran a
un animal o ser humano. Tal como se utiliza en la presente memoria, "vehiculo farmacéuticamente aceptable"
incluye cualquier y todos los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion, y similares. El uso de tales medios y agentes para
sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con los ingredientes activos, se contempla su uso en composiciones
inmunogénicas y terapéuticas.

Los compuestos activos de la presente invencion pueden formularse para la administracion parenteral, por ejemplo,
ser formulados para la inyeccion a través de las vias intravenosa, intramuscular, subcutanea o incluso
intraperitoneal. La preparaciéon de una composicion acuosa que contiene un complejo antigeno/MHC/nanosfera que
modifica la condicion inmune del sujeto sera conocida por los expertos en la técnica a la luz de la presente
descripcion. Tipicamente, tales composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones o
suspensiones liquidas; también se pueden preparar formas solidas adecuadas para usar para preparar soluciones o
suspensiones después de la adicion de un liquido antes de la inyeccion; y las preparaciones también pueden
emulsionarse.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que pueda ser facilmente inyectada. También debe ser estable bajo las
condiciones de fabricaciéon y almacenamiento y debe preservarse contra la accidon contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las composiciones se pueden formular en una forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la proteina) y que se forman con
acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético,
oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden
derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y
bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y poli(etilenglicol) liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y
aceites vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersion, y por el uso
de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede ser provocada por diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables puede ser provocada por el uso en las composiciones de agentes
retardadores de la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido por
la esterilizacion. La esterilizacion de la soluciéon se realizara de tal manera que no disminuya las propiedades
antipatogénicas del péptido/MHC/nanosfera. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersidon basico y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas de secado al vacio y
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liofilizacién, que proporcionan un polvo del ingrediente activo, mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir
de una soluciéon previamente esterilizada del mismo. Uno de estos métodos de esterilizacion de la solucion es la
filtracion estéril, sin embargo, esta invencion pretende incluir cualquier método de esterilizacion que no disminuya
significativamente las propiedades antipatogénicas de los complejos péptido/MHC/nanosfera. Los métodos de
esterilizacion que implican calor y presion intensos, tales como el autoclavado, pueden comprometer la estructura
terciaria del complejo, disminuyendo asi significativamente las propiedades antipatogénicas de los complejos
péptido/MHC/nanosfera.

La administracién de las composiciones de acuerdo con la presente invencién sera tipicamente via cualquier ruta
comun. Esto incluye, pero no se limita a, ortotdpica, intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal,
intranasal o intravenosa. En ciertas realizaciones, se puede inhalar una composicién de vacuna (por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos N° 6.651.655).

Se determina una cantidad eficaz de la composicion terapéutica o profilactica basada en el objetivo pretendido. La
expresion "dosis unitaria" o el término "dosis" se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas para su uso en
un sujeto, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de la composiciéon calculada para producir las
respuestas deseadas discutidas anteriormente en asociacion con su administracion, es decir, la ruta apropiada y el
régimen. La cantidad a administrar, tanto en funcién del nimero de tratamientos como de la dosis unitaria, depende
del resultado y/o la proteccion deseada. Cantidades precisas de la composicion también dependen del juicio del
médico y son peculiares a cada individuo. Entre los factores que afectan la dosis se incluyen el estado fisico y clinico
del sujeto, la via de administracion, el objetivo del tratamiento (alivio de los sintomas frente al curado) y la potencia,
estabilidad y toxicidad de la composicion particular. Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una
manera compatible con la formulacién de dosificacion y en una cantidad tal como es terapéuticamente o
profilacticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas de dosificacion,
tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente.

C. Administracion in vitro o ex vivo

Como se usa en el presente documento, la expresién administracion in vitro se refiere a manipulaciones realizadas
sobre células extraidas de un sujeto o de fuera de éste, incluyendo, pero sin limitarse a, células en cultivo. La
expresion administracion ex vivo se refiere a células que han sido manipuladas in vitro, y que se administran
posteriormente a un sujeto. La expresion administracion in vivo incluye a todas las manipulaciones realizadas dentro
de un sujeto, incluidas las administraciones.

En ciertos aspectos de la presente invencién, las composiciones pueden administrarse in vitro, ex vivo o in vivo. En
ciertas realizaciones in vitro, las células T autdélogas se incuban con las composiciones de esta invencion. Las
células pueden usarse entonces para su analisis in vitro, o alternativamente para la administracién ex vivo.

[ll. Complejos del MHC

Los antigenos, incluyendo los segmentos, fragmentos y otras moléculas derivadas de una especie antigénica,
incluyendo, pero sin limitarse a, péptidos, carbohidratos, lipidos u otras moléculas presentadas por moléculas de
MHC clasicas y no clasicas de la invencion son tipicamente complejadas u operativamente acopladas a una
molécula de MHC o derivado del mismo. El reconocimiento del antigeno por los linfocitos T es el complejo principal
de histocompatibilidad (MHC)-restringido. Un linfocito T dado reconocera un antigeno sélo cuando esté unido a una
molécula MHC particular. En general, los linfocitos T se estimulan solo en presencia de moléculas MHC propias, y el
antigeno se reconoce como fragmentos del antigeno unido a moléculas MHC propias. La restriccion de MHC define
la especificidad de los linfocitos T en términos del antigeno reconocido y en términos de la molécula de MHC que se
une a su(s) fragmento(s) antigénico(s). En aspectos particulares, ciertos antigenos se emparejaran con ciertas
moléculas de MHC o polipéptidos derivados de la misma.

La expresion "acoplado operativamente" o "recubierto”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
situacion en la que se combinan componentes polipéptidos individuales (por ejemplo, MHC) y antigénicos (p. €j.
péptidos) para formar el complejo activo antes de unirse al sitio diana, ejemplo, una célula inmune. Esto incluye la
situacion en la que los componentes del complejo polipéptido individual se sintetizan o se expresan de forma
recombinante y posteriormente se aislan y combinan para formar un complejo, in vitro, antes de la administracion a
un sujeto; la situacion en la que un polipéptido quimérico o de fusion (es decir, cada componente de proteina
discreta del complejo esta contenido en una Unica cadena polipeptidica) se sintetiza o se expresa de forma
recombinante como un complejo intacto. Tipicamente, se afiaden complejos polipeptidicos a las nanoesferas para
dar nanoesferas con complejos de polipéptidos adsorbidos o acoplados que tienen una relacién de ndmero de
moléculas: niumero de relaciones de nanosferas de aproximadamente, al menos aproximadamente o como maximo
de aproximadamente 0,1, 0,5, 1, 10, 100, 500, 1000 o mas a :1, mas tipicamente 0,1:1 a 50:1. El contenido de
polipéptidos de las nanoesferas se puede determinar usando técnicas estandar.

A. Moléculas de MHC

Los antigenos intracelulares y extracelulares presentan desafios muy diferentes al sistema inmune, tanto en
términos de reconocimiento como de respuesta apropiada. La presentacion de antigenos a células T esta mediada
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por dos clases distintas de moléculas MHC de clase | (MHC-1) y MHC de clase Il (MHC-II), que utilizan distintas vias
de procesamiento de antigenos. Los péptidos derivados de los antigenos intracelulares se presentan a las células T
CD8" por moléculas MHC de clase |, que se expresan practicamente en todas las células, mientras que los péptidos
extracelulares derivados del antigeno se presentan a las células T CD4" mediante moléculas MHC-II. Sin embargo,
hay ciertas excepciones a esta dicotomia. Varios estudios han demostrado que los péptidos generados a partir de
particulas endocitadas o proteinas solubles se presentan en moléculas MHC-I en macréfagos asi como en células
dendriticas. En ciertas realizaciones de la invencion, un péptido particular derivado de un autoantigeno se identifica y
se presenta en el complejo péptido/MHC/nanosfera en el contexto de un polipéptido MHC de clase | o Il apropiado.
En ciertos aspectos, la composicion genética de un sujeto puede evaluarse para determinar qué polipéptido MHC se
va a usar para un paciente particular y un conjunto particular de péptidos.

También se contemplan moléculas MHC no clasicas para su uso en complejos MHC de la invencién. Las moléculas
MHC no clasicas no son polimoérficas, se conservan entre las especies y poseen bolsas de union al ligando
estrechas, profundas e hidréfobos. Estas bolsas de union son capaces de presentar glicolipidos y fosfolipidos a
células T Natural Killer (NKT). Las células NKT representan una poblacion uUnica de linfocitos que coexpresan los
marcadores de células NK y un receptor de células T semi-invariantes (TCR). Estan implicados en la regulacion de
las respuestas inmunes asociadas con una amplia gama de enfermedades.

B. Componentes antigénicos

Algunos aspectos de la invencion incluyen métodos y composiciones que se refieren a composiciones antigénicas
que incluyen segmentos, fragmentos o epitopos de polipéptidos, péptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos y
otras moléculas que provocan o inducen una respuesta antigénica, generalmente denominados antigenos. En
particular, se pueden identificar y utilizar los autoantigenos, o segmentos antigénicos o fragmentos de tales
autoantigenos, que conducen a la destruccion de una célula a través de una respuesta autoinmune, y se utilizan en
la preparacion de un complejo MHC/nano esfera descrito en la presente memoria. Dichos autoantigenos pueden
presentarse en islotes pancreaticos o en células de islotes pancreaticos que soportan células. Las realizaciones de
la invencion incluyen composiciones y métodos para la modulacion de una respuesta inmune contra una célula
particular o conjunto de células que llevan a cabo una funcién fisioldgica particular.

1. Componentes peptidicos y composiciones proteinicas

Los polipéptidos y péptidos de la invencién pueden ser modificados por varias deleciones, inserciones y/o
sustituciones de aminoacidos. En realizaciones particulares, los polipéptidos y/o péptidos modificados son capaces
de modular una respuesta inmune en un sujeto. Como se usa en la presente memoria, una "proteina" o un
"polipéptido" o "péptido" se refiere a una molécula que comprende al menos cinco residuos de aminoacidos. En
algunas realizaciones, se emplea una version de tipo natural de una proteina o péptido, sin embargo, en muchas
realizaciones de la invencién, se emplea una proteina o polipéptido modificado para generar un complejo
péptido/MHC/nanosfera. Un complejo péptido/MHC/nanosfera puede usarse para generar una respuesta inmune y/o
para modificar la poblacién de células T del sistema inmune (es decir, reeducar el sistema inmune). Los términos
descritos anteriormente se pueden usar indistintamente en la presente memoria. Una "proteina modificada" o
"polipéptido modificado" o "péptido modificado" se refiere a una proteina o polipéptido cuya estructura quimica,
particularmente su secuencia de aminoacidos, esta alterada con respecto a la proteina o polipéptido de tipo natural.
En algunas realizaciones, una proteina o polipéptido modificado o péptido tiene al menos una actividad o funcion
modificada (reconociendo que las proteinas o polipéptidos o péptidos pueden tener multiples actividades o
funciones). Se contempla especificamente que una proteina o polipéptido modificado o péptido puede ser alterado
con respecto a una actividad o funcioén, pero conserva una actividad o funcién de tipo natural en otros aspectos, tal
como la inmunogenicidad o la capacidad de interactuar con otras células del sistema inmunitario cuando estén en el
contexto de un complejo MHC/nanosfera.

Los péptidos de la invencion incluyen cualquier péptido autorreactivo. Los péptidos autoreactivos incluyen, pero no
se limitan a, h|nSB1o.18 (HLVEALYLV (SEQ ID NO: 1)), h|GRP228.235, (LN|DLLWSV) (SEQ ID NO: 2)), h|GRP255.273
(VLFGLGFAI (SEQ ID NO: 3)), IGRP206-214 (VYLKTNVFL (SEQ ID NO: 4)), hIGRP206.214 (VYLKTNLFL (SEQ ID NO:
5)), NRP-A7 (KYNKANAFL (SEQ ID NO: 6)), NRP-14 (KYNIANVFL (SEQ ID NO: 7)), NRP-V7 (KYNKANVFL(SEQ ID
NO: 8)), YAI/D® (FQDENYLYL (SEQ ID NO: 9)) y/o INS Bis.23 (LYLVCGERG (SEQ ID NO: 10), asi como los péptidos
y proteinas descritas en la publicacion de EE.UU. 20050202032. Otros péptidos que se pueden usar junto con la
invencion como péptidos autorreactivos o como péptidos de control incluyen, pero no se limitan a, INS-19
(LYLVCGERI (SEQ ID NO: 11)), TUM (KYQAVTTTL (SEQ ID NO: 12)), y G6Pasa (KYCLITIFL (SEQ ID NO: 13)). En
ciertos aspectos, se pueden usar 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas péptidos. Ejemplos de péptidos que se pueden usar junto con
la presente invencion también incluyen los proporcionados en la Tabla 1. Estos péptidos pueden estar asociados con
nano esfera/moléculas de MHC especificas o multiples péptidos pueden estar asociados con una nanosfera comun y
una o mas moléculas de MHC. La administracion de combinaciones de estos péptidos incluye la administracion de
una poblacion de nanoesferas que tienen multiples péptidos unidos y/o que se administran multiples poblaciones de
nanoesferas, cada una de las cuales con un péptido especifico unido o una combinacién de tales nanoesferas que
incluye nanoesferas con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas péptidos unidos a 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas nanoesferas.
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Antigeno Epitopo HLA Secuencia de Comentarios Referencias
aminoacidos
GADG65 114-123 A2 VMNILLQYVV Reactividad detectada en ratones HHD | Blancou et. al.
(SEQ ID NO: 14) inmunizados y pacientes con T1D 2007, Panina-
Bordignonet
al. 1995,
Mallone et al.
2007
536-545 A2 RMMEYGTTMV | Reactividad detectada en ratones HHD | Blancou et. al.
(SEQ ID NO: 15) inmunizados con plasmidos y 2007
pacientes con T1D
GFAP 143-151 A2 NLAQTDLATV Reactividad detectada en pacientes Ouyang et. al.,
(SEQ ID NO: 16) T1D 2006
214-222 A2 QLARQQVHV Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 17) T1D 2006
IA-2 172-180 A2 SLSPLQAEL Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 18) T1D 2006
482-490 A2 SLAAGVKLL Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 19) T1D 2006
805-813 A2 VIVMLTPLV (SEQ | Reactividad detectada en ratones HHD | Blancou et al.
ID NO: 20) inmunizados con plasmidos y 2007
pacientes con T1D
pplAPP 5-13 A2 KLQVFLIVL (SEQ Reactividad detectada en pacientes Panagiotopoul
ID NO: 21) con T1D os et al. 2003,
Jarchum et al.
2008
9-17 A2 FLIVLSVAL (SEQ Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
ID NO: 22) T1D 2006
IGRP 152-160 A2 FLWSVFMLI Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 23) T1D 2006
211-219 A2 NLFLFLFAV Reactividad detectada en pacientes Jarchum et al.
(SEQ ID NO: 24) T1D 2008
215-223 A2 FLFAVGFYL Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 25) T1D 2006, Jarchum
et al. 2008
222-230 A2 YLLLRVLNI (SEQ Reactividad detectada en pacientes Jarchum et al.
ID NO: 26) con T1D 2008
228-236 A2 LNIDLLWSV Reactividad al epitopo correspondiente Takaki et al.
(SEQID NO: 2) de IGRP murino (que difiere en 2 2006
aminoacidos) detectado en ratones
HHD inmunizados
265-273 A2 VLFGLGFAI (SEQ | Reactividad detectada en ratones HHD Takaki et al.
ID NO: 3) inmunizados y pacientes con T1D de | 2006, Unger et
inicio reciente al. 2007,
Jarchum et al.
2008
293-301 A2 RLLCALTSL Reactividad detectada en pacientes Ouyang et al.
(SEQ ID NO: 27) T1D 2006
Proinsulina L2-10 A2 ALWMRLLPL Reactividad detectada en ratones HHD | Mallone et al.
(SEQ ID NO: 28) y pacientes con T1D 2007, Jarchum
et al. 2007
L3-11 A2 LWMRLLPLL Reactividad al epitopo correspondiente | Jarchum et al.

de la proinsulina murina 1 (que difiere
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(SEQ ID NO: 29) en 5 aminoacidos) detectada en 2007
ratones HHD
L6-14 A2 RLLPLLALL (SEQ Reactividad detectada en pacientes Mallone et al.
ID NO: 30) T1D 2007
B5-14 A2 HLCGSHLVEA Reactividad con el correspondiente Jarchum et al.
(SEQ ID NO: 31) epitopo de proinsulina 1 de ratén (que 2007
difiere en un aminoacido) detectado en
ratones HHD
B10-18 A2 HLVEALYLV Reactividad detectada en ratones HHD Toma et al.
(SEQID NO: 1) inmunizados y pacientes con T1D 2005,
Hassainya et
al. 2005,
Pinkse et al.
2005
B 14-22 A3, ALYLVCGER Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
A11 (SEQ ID NO: 32) T1D 2005
B15-24 A24 LYLVCGERGF Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
(SEQ ID NO: 33) T1D 2005
B17-25 A1, A3 LVCGERGFF Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
(SEQ ID NO: 34) con T1D 2005,
Hassainya et
al. 2005
B18-27 A1, A2, VCGERGFFYT Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
B8, (SEQ ID NO: 35) T1D 2005
B18
B20-27 A11, GERGFFYT (SEQ Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
B8 ID NO: 36) con T1D 2005
B21-29 A3 ERGFFYTPK Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
(SEQ ID NO: 37) T1D 2005
B25-C1 B8 FYTPKTRRE Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
(SEQ ID NO: 38) T1D 2005
B27-C5 B8 TPKTRREAEDL Reactividad detectada en pacientes Toma et al.
(SEQ ID NO: 39) T1D 2005
C20-28 A2 SLQPLALEG Reactividad detectada en ratones HHD | Hassainya et
(SEQ ID NO: 40) inmunizados con péptidos al. 2005
C25-33 A2 ALEGSLQKR Reactividad detectada en ratones HHD | Hassainya et
(SEQ ID NO: 41) inmunizados con péptidos al. 2005
C29-A5 A2 SLQKRGIVEQ Reactividad detectada en ratones HHD | Hassainya et
(SEQ ID NO: 42) inmunizados con péptidos al. 2005
A1-10 A2 GIVEQCCTSI Reactividad detectada en ratones HHD | Hassainya et
(SEQ ID NO: 43) inmunizados con péptidos al. 2005
A2-10 A2 IVEQCCTSI (SEQ | Reactividad al epitopo correspondiente | Jarchum et al.
ID NO: 44) de proinsulina 1 de ratén (que difiere 2007
en un aminoacido) detectado en
ratones HHD
A12-20 A2 SLYQLENYC Reactividad detectada en ratones HHD | Hassainya et
(SEQ ID NO: 45) inmunizados con péptidos al. 2005

GAD65:; 65 kDa Acido glutamico descarboxilasa, GFAP: proteina acida fibrilar glial, I1A-2; antigeno asociado a
insulinoma 2, pplAPP: proteina precursora de polipéptido amiloide de islote, IGRP: proteina relacionada con
subunidad catalitica de glucosa 6-fosfatasa especifico de islote

16




10

15

20

ES 2 644 865 T3

Tabla 1B. Epitopos restringidos de HLA clase | para MS

Antigeno | Epitopo | HLA Secuencia de Comentarios Referencias
aminoacidos

MAG 287- A2 SLLLELEEV (SEQ | Reconocido por lineas celulares T CD8" | Tsuchida et al. 1994

295 ID NO: 46) generadas a partir de pacientes con EM
y sujetos sanos

MAG 509- A2 | LMWAKIGPV (SEQ Reconocido por las lineas celulares T Tsuchida et al. 1994

517 ID NO: 47) CD8" generadas a partir de pacientes
con EM e individuos sanos

MAG 556- A2 VLFSSDFRI (SEQ Reconocido por las lineas celulares T Tsuchida et al. 1994

564 ID NO: 48) CD8" generadas a partir de pacientes
con EM y personas sanas

MBP 110- A2 | SLSRFSWGA (SEQ Reconocido por las lineas celulares T Tsuchida et al. 1994,

118 ID NO:49) CD8" generadas a partir de pacientes Jurewicz et al. 1998
con EM y sujetos sanos

MOG 114- A2 | KVEDPFYWV (SEQ | Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
122 ID NO: 50) inmunizados con péptidos

MOG 166- A2 RTFDPHFLRV Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
175 (SEQ ID NO: 51) inmunizados con péptidos

MOG 172- A2 FLRVPCWKI (SEQ | Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
180 ID NO: 52) inmunizados con péptidos

MOG 179- A2 KITLFVIVPV (SEQ Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
188 ID NO:53) inmunizados con péptidos

MOG 188- A2 VLGPLVALI (SEQ Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
196 ID NO: 54) inmunizados con péptidos

MOG 181- A2 TLFVIVPVL (SEQ Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
189 ID NO: 55) inmunizados con péptido

MOG 205- A2 RLAGQFLEEL Reactividad detectada en ratones HHD Mars et al. 2007
214 (SEQ ID NO: 56) inmunizados con péptidos

PLP 80-88 A2 FLYGALLLA (SEQ Reconocido por las lineas celulares T Tsuchida et al. 1994,
ID NO: 57) CD8" generadas de pacientes con EMy | Dressel et al. 1997
sujetos sanos

MBP: proteina basica de mielina, MAG: glicoproteina asociada a mielina, MOG: glicoproteina de oligodendrocito de
mielina, PLP: proteina proteolipida

En ciertas realizaciones, el tamafio de una proteina o polipéptido (de tipo natural o modificado), incluyendo cualquier
complejo de una proteina o péptido de interés y en particular una fusion MHC/péptido, puede comprender, pero no
se limitaa 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 275, 300, 325, 350,
375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800, 825, 850, 875, 900, 925,
950, 975, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500 moléculas amino o mas, incluyendo
cualquier intervalo o valor derivable en el mismo, o derivado del mismo. En ciertos aspectos, pueden utilizarse como
antigenos 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas aminoacidos contiguos, incluyendo derivados de los mismos, y fragmentos de un
autoantigeno, tales como aquellas secuencias de aminoacidos descritas y referenciadas en la presente memoria
descriptiva. Se contempla que los polipéptidos pueden ser mutados por truncamiento, haciéndolos mas cortos que
su correspondiente forma de tipo natural, pero también pueden ser alterados fusionando o conjugando una
secuencia de proteina heterdloga con una funcién particular (por ejemplo, para la presentacion como un complejo de
proteina, para aumentar la inmunogenicidad, etc.).

Las composiciones proteinaceas pueden prepararse mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la
técnica, incluyendo (i) la expresion de proteinas, polipéptidos o péptidos a través de técnicas de biologia molecular
convencionales, (ii) el aislamiento de compuestos proteinicos a partir de fuentes naturales o (iii) la sintesis quimica
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de materiales proteinicos. El nucleétido asi como las secuencias de proteinas, polipéptidos y péptidos para diversos
genes se han descrito previamente y se pueden encontrar en las bases de datos computarizadas reconocidas. Una
de esas bases de datos es la base de datos de GenBank y GenPept del National Center for Biotechnology
Information (en Internet en ncbi.nlm.nih.gov/). La totalidad o parte de las regiones de codificacion para estos genes
pueden amplificarse y/o expresarse utilizando las técnicas descritas en la presente memoria o como serian
conocidas por los expertos en la técnica.

Las variantes de secuencia de aminoacidos de epitopos autoantigénicos y otros polipéptidos de estas
composiciones pueden ser variantes de sustitucion, insercion o delecién. Una modificacién en un polipéptido de la
invencion puede afectara 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69, 70, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 128, 129, 130, 131, 132,
133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155,
156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 170, 172, 173, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195,
196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 20 212, 213, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224,
225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 248, 246, 247, 248, 249, 250, 248, 248, 249, 240, 248, 249, 240, 241,
242, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265,
266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290,
291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314,
315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 348, 346, 347, 348, 346, 347, 348, 349, 347, 348, 349, 330,
331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 351, 352, 353, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369,
370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392,
393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415,
416, 417, 418, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438,
439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464,
465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487,
488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500 o0 mas aminoacidos no contiguos o contiguos de un
péptido o polipéptido, en comparacién con el tipo natural. Un péptido o polipéptido que da como resultado una
respuesta autoinmune y en particular una respuesta autoinmune patoldgica se contempla para su uso en métodos
de la invencion.

Las variantes de delecién tipicamente carecen de uno o mas residuos de la secuencia de aminoacidos natural o de
tipo natural. Pueden eliminarse los residuos individuales o pueden eliminarse varios aminoacidos contiguos. Se
puede introducir un codon de terminacion (por sustitucion o insercion) en una secuencia de acido nucleico
codificante para generar una proteina truncada. Los mutantes de insercion tipicamente implican la adicion de
material en un punto no terminal en el polipéptido. Esto puede incluir la inserciéon de uno o mas residuos. También se
pueden generar adiciones terminales, denominadas proteinas de fusion.

Las variantes de sustitucion tipicamente contienen el intercambio de un aminoacido por otro en uno o mas sitios
dentro de la proteina, y pueden disefiarse para modular una o mas propiedades del polipéptido, con o sin la pérdida
de otras funciones o propiedades. Las sustituciones pueden ser conservadoras, es decir, se reemplaza un
aminoacido por uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservadoras son bien conocidas en la técnica e
incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina a serina; arginina a lisina; asparagina a glutamina o histidina;
aspartato a glutamato; cisteina a serina; glutamina a asparagina; glutamato a aspartato; glicina a prolina; histidina a
asparagina o glutamina; isoleucina a leucina o valina; leucina a valina o isoleucina; lisina a arginina; metionina a
leucina o isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina o metionina; serina a treonina; treonina a serina; triptéfano a
tirosina; tirosina a triptéfano o fenilalanina; y valina a isoleucina o leucina. Alternativamente, las sustituciones pueden
ser no conservadoras de tal manera que se afecte una funcién o actividad de un polipéptido o péptido, tal como la
avidez o afinidad por un receptor o receptores celulares. Los cambios no conservadores tipicamente implican la
sustituciéon de un residuo por uno que sea quimicamente distinto, tal como un aminoacido polar o cargado para un
aminoacido no polar o no cargado, y viceversa.

Las proteinas de la invencidon pueden ser recombinantes o ser sintetizadas in vitro. Alternativamente, una proteina
recombinante puede aislarse de bacterias u otras células hospedadoras.

El término “coddn funcionalmente equivalente” se utiliza en este documento para referirse a codones que codifican el
mismo aminoacido, tales como los seis codones para arginina o serina, y también se refiere a codones que codifican
aminoacidos biolégicamente equivalentes (véase la Tabla 2, mas adelante).
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TABLA 2 Tabla de codones

Aminoacidos Codones

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU

Clsteina Cys C UGC UGU

Acido aspartico Asp D GAC GAU

Acido glutamico Glu E GAA GAG

Fenilalanina Phe F UucC Uuu

Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU

Histidina His H CAC CAU

Isoleucina lle I AUA AUC AUU

Lisina Lys K AAA AAG

Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG Ccuu
Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAC AAU

Prolina Pro P CCACCC CcG ccu

Glutamina Gin Q CAA CAG

Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC uUCG ucu
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACI

Valina Val \Y GUA GUC GUG GUU
Triptéfano Trp w UGG

Tirosina Tyr Y UAC UAU

También se entendera que las secuencias de aminoacidos y de acido nucleico pueden incluir residuos adicionales,
tales como aminoacidos N o C-terminales adicionales, o secuencias de acido nucleico 5' 6 3', respectivamente, y sin
embargo todavia esencialmente como se establece en una de las secuencias descritas en este documento, siempre
y cuando la secuencia cumpla los criterios expuestos anteriormente, incluyendo el mantenimiento de la actividad de
la proteina biolégica (por ejemplo, la inmunogenicidad). La adiciéon de secuencias terminales se aplica
particularmente a secuencias de acido nucleico que pueden, por ejemplo, incluir varias secuencias no codificantes
que flanquean cualquiera de las porciones 5' o 3' de la region codificante.

Se contempla que en las composiciones de la invencién, haya entre aproximadamente 0,001 mg y aproximadamente
10 mg de proteina total por ml. Por lo tanto, la concentracion de proteina en una composicién puede ser de al menos
aproximadamente o como maximo aproximadamente 0,001, 0,010, 0,050, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 50, 100 pg/ml o mg/ml o mas (o
cualquier intervalo derivable del mismo). De este, aproximadamente, al menos aproximadamente, o como maximo
aproximadamente 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44. 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69.,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94. , 95, 96, 97, 98, 99, 100% puede ser el complejo péptido/MHC/nanosfera.

La presente invencion contempla la administracion de un complejo de péptido/MHC/nanosfera para efectuar un
tratamiento o terapia preventiva contra el desarrollo de una enfermedad o afeccién asociada con respuestas
autoinmunes.

Ademas, la patente de EE.UU. N°. 4.554.101 (Hopp) muestra la identificacion y preparacion de epitopes a partir de
secuencias de aminoacidos primarios basandose en la hidrofilicidad. A través de los métodos descritos en Hopp, un
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experto en la técnica seria capaz de identificar epitopes potenciales dentro de una secuencia de aminoacidos y
confirmar su inmunogenicidad. Numerosas publicaciones cientificas también se han dedicado a la prediccion de la
estructura secundaria y a la identificacién de epitopos, a partir de analisis de secuencias de aminoacidos (Chou &
Fasman, 1974a, b, 1978a,b, 1979). Cualquiera de estos puede utilizarse, si se desea, para complementar las
ensefianzas de Hopp en la Patente de EE.UU. N°. 4.554.101.

2. Otros componentes antigénicos

Las moléculas distintas de los péptidos pueden usarse como antigenos o fragmentos antigénicos en el complejo con
las moléculas de MHC, tales moléculas incluyen, pero no se limitan a, carbohidratos, lipidos, moléculas pequenas y
similares. Los carbohidratos son componentes principales de la superficie exterior de una variedad de células.
Ciertos carbohidratos son caracteristicos de diferentes etapas de diferenciacion y muy a menudo estos hidratos de
carbono son reconocidos por anticuerpos especificos. La expresion de carbohidratos distintos se puede restringir a
tipos especificos de células. Se ha demostrado que las respuestas de los autoanticuerpos a los antigenos del
endometrio y del suero son una caracteristica comun de la endometriosis. Se ha descrito una respuesta de
autoanticuerpos séricos en la endometriosis a un nimero de antigenos previamente identificados, incluyendo la
glicoproteina 2-Heremans Schmidt y la anhidrasa carbdnica, que es especifica para un epitopo de carbohidrato
(Yeaman et al., 2002).

C. Substratos/Nanoesferas

En un cierto aspecto, los complejos antigeno/MHC estan acoplados operativamente a un sustrato. Un sustrato
puede estar en forma de una nanoparticula que comprende un material biocompatible y bioabsorbible. Un sustrato
también puede estar en forma de una nanoparticula tales como las descritas anteriormente en la publicacién de
EE.UU. 20090155292. Las nanoparticulas pueden tener una estructura de dimension variable y se conocen de
manera diversa como una nano esfera o nano esfera biocompatible y biodegradable. Dichas formulaciones
particuladas que contienen un complejo antigeno/MHC pueden formarse por acoplamiento covalente o no covalente
del complejo a la nano esfera.

Las nanoesferas consisten tipicamente en un nucleo sustancialmente esférico y opcionalmente en una o mas capas.
El ndcleo puede variar en tamafio y composicion. Ademas del nucleo, la nano esfera puede tener una o mas capas
para proporcionar funcionalidades apropiadas para las aplicaciones de interés. Los espesores de las capas, si estan
presentes, pueden variar dependiendo de las necesidades de las aplicaciones especificas. Por ejemplo, las capas
pueden impartir propiedades 6pticas Utiles.

Las capas también pueden impartir funcionalidades quimicas o bioldgicas, a las que se hace referencia en la
presente como capas quimicamente activas o biolégicamente activas, y para estas funcionalidades la capa o capas
pueden variar tipicamente de aproximadamente 0,001 micrémetros (1 nandmetro) a aproximadamente 10
micrometros o mas (dependiendo del diametro de la nano esfera deseado), estando estas capas aplicadas
tipicamente sobre la superficie exterior de la nano esfera.

Preferiblemente, las composiciones del nucleo y las capas pueden variar a condicion de que las nanoesferas sean
biocompatibles y bioabsorbibles. El nucleo podria ser de composicion homogénea, o un compuesto de dos o mas
clases de material dependiendo de las propiedades deseadas. En ciertos aspectos, se utilizaran nanoesferas
metdlicas. Estas nanoesferas metalicas pueden formarse a partir de Fe, Ca, Ga y similares.

Como se ha indicado anteriormente, la nano esfera puede, ademas del nucleo, incluir una o mas capas. La nano
esfera puede incluir una capa que consiste en un azucar biodegradable u otro polimero. Los ejemplos de capas
biodegradables incluyen, pero no se limitan a, dextrano; polietilenglicol; poli(6xido de etileno); manitol; poli(ésteres) a
base de polilactida (PLA), poliglicolida (PGA), policaprolactona (PCL); poli(hidroxalcanoato)s de la clase PHB-PHV; y
otros poli(sacaridos) modificados tales como almiddn, celulosa y quitosano. Adicionalmente, la nano esfera puede
incluir una capa con superficies adecuadas para unir funcionalidades quimicas para sitios de unién quimica o de
acoplamiento.

Las capas se pueden producir en las nanoesferas de una diversidad de formas conocidas por los expertos en la
técnica. Los ejemplos incluyen técnicas de quimica sol-gel tales como las descritas en ller (1979); Brinker y Scherer
(1990). Otros enfoques para producir capas sobre nanoesferas incluyen la quimica de las superficies y técnicas de
encapsulacion como las descritas en Partch y Brown (1998); Pekarek et al. (1994); Hanprasopwattana (1996);
Davies (1998); y sus referencias. También pueden usarse técnicas de deposicion de vapor; véase por ejemplo
Golman y Shinohara (2000); y la Pat. de EE.UU. N° 6.387.498. Todavia otros enfoques incluyen técnicas de
autoensamblado capa por capa tales como las descritas en Sukhorukov et al. (1998); Caruso et al. (1998); Caruso et
al. (1999); Pat. de EE.UU. N° 6.103.379 y las referencias citadas en el mismo.

Las nanoesferas pueden formarse poniendo en contacto una fase acuosa que contiene el complejo antigeno/MHC y
un polimero y una fase no acuosa seguido por evaporacion de la fase no acuosa para provocar la coalescencia de
las particulas de la fase acuosa como se muestra en la Patente de EE.UU. N°. 4.589.330 6 4.818.542. Los polimeros
preferidos para tales preparaciones son copolimeros o polimeros naturales o sintéticos seleccionados del grupo que
consiste en gleatina agar, almidén, arabinogalactano, albumina, colageno, acido poliglicélico, acido polilactico,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 644 865 T3

glicolida L (-) lactida, poli(episiloncaprolactona), poli(epsilon-caprolactona-CO-acido lactico), poli(epsilon-
caprolactona-CO-acido glicdlico), poli(B-acido hidroxibutirico), poli(éxido de etileno), polietileno, poli(alquil-2-
cianoacrilato), poli(hidroxietil metacrilato), poliamidas, poli(aminoacidos), poli(2-hidroxietil DL-aspartamida), poli(éster
urea), poli (L-fenilalanina/etilenglicol/1,6-diisocianatohexano) y poli (metacrilato de metilo).

Polimeros particularmente preferidos son poliésteres, tales como acido poliglicélico, acido polilactico, glicolida-L(-)
lactida, poli(episiloncaprolactona), poli(epsilon-caprolactona-CO-acido lactico) y poli(epsilon-caprolactona-CO-acido
glicdlico). Los disolventes utiles para disolver el polimero incluyen: agua, hexafluoroisopropanol, cloruro de metileno,
tetrahidrofurano, hexano, benceno o sesquihidrato de hexafluoroacetona.

D. Acoplamiento del complejo antigeno-MHC con nanoesferas

Con el fin de acoplar el sustrato o las nanoesferas a los complejos de antigeno-MHC, pueden aplicarse las
siguientes técnicas.

La unién puede ser generada modificando quimicamente el sustrato o la nanosfera que tipicamente involucra la
generacion de "grupos funcionales" en la superficie, siendo dichos grupos funcionales capaces de unirse a un
complejo antigeno-MHC, y/o enlazando la superficie opcionalmente modificada quimicamente del sustrato o la
nanoparticula con una unién covalente o no covalente con las denominadas “moléculas de enlace”, seguido por la
reaccion del complejo antigeno-MHC con las nanoesferas obtenidas.

La expresion “molécula de enlace” significa una sustancia capaz de enlazarse con el sustrato o la nano esfera y
también capaz de unirse a un complejo antigeno-MHC.

La expresion "grupos funcionales", tal como se utiliza en este documento anteriormente, no esta restringida a grupos
quimicos reactivos que forman enlaces covalentes, sino que también incluye grupos quimicos que conducen a una
interaccion ionica o enlaces de hidrégeno con el complejo antigeno-MHC. Por otra parte, debe observarse que no es
posible una distincion estricta entre los "grupos funcionales" generados en la superficie y las moléculas de enlace
que llevan "grupos funcionales", ya que a veces la modificacion de la superficie requiere la reaccion de moléculas de
enlace mas pequefias tales como etilenglicol con la superficie de la nano esfera.

Los grupos funcionales o las moléculas enlazantes que las soportan se pueden seleccionar de grupos amino, grupos
de acido carbonico, tioles, tioéteres, disulfuros, guanidino, grupos hidroxilo, grupos amina, dioles vicinales,
aldehidos, grupos alfa-haloacetilo, organilos de mercurio, grupos éster, haluro de acido, tioéster de acido, anhidrido
de acido, isocianatos, isotiocianatos, haluros de acido sulfénico, imidoésteres, diazoacetatos, sales de diazonio, 1,2-
dicetonas, acidos fosfénicos, ésteres de acido fosférico, acidos sulfénicos, azolidas, imidazoles, indoles, N-
maleimidas, compuestos alfa-beta-insaturados de carbonilo, arilhalogenuros o sus derivados.

Ejemplos no limitantes para otras moléculas de enlace con pesos moleculares superiores son moléculas de acido
nucleico, polimeros, copolimeros, agentes de acoplamiento polimerizables, silice, proteinas y moléculas tipo
cadenas que tienen una superficie con la polaridad opuesta con respecto al sustrato o nanosfera. Los acidos
nucleicos pueden proporcionar un enlace a moléculas de afinidad que contienen por si mismos moléculas de acido
nucleico, aunque con una secuencia complementaria con respecto a la molécula de enlace.

Como ejemplos de agentes de acoplamiento polimerizables se pueden citar diacetileno, estireno butadieno, acetato
de vinilo, acrilato, acrilamida, compuestos vinilicos, estireno, 6xido de silicona, éxido de boro, 6xido de fésforo,
boratos, pirrol, polipirrol y fosfatos.

La superficie del substrato o nano esfera puede modificarse quimicamente, por ejemplo mediante la unién de
derivados de acido fosfénico que tienen grupos reactivos funcionales. Un ejemplo de estos derivados de éster de
acido fosfonico o acido fosfénico es el acido imino-bis (metilenfosfono) carbénico que puede sintetizarse de acuerdo
con la reaccién "Mannich-Moedritzer". Esta reaccion de unién puede realizarse con un sustrato o una nano esfera tal
como se obtiene directamente del procedimiento de preparacion o después de un pretratamiento (por ejemplo con
bromuro de trimetilsililo). En el primer caso, el derivado de acido fosfonico (éster) puede desplazar, por ejemplo,
componentes del medio de reaccion que todavia estan unidos a la superficie. Este desplazamiento se puede mejorar
a temperaturas mas altas. Por otra parte, se cree que el bromuro de trimetilsililo desalquila agentes de complejacion
a base de fésforo que contienen grupos alquilo, creando asi nuevos sitios de unién para el derivado (éster) del acido
fosfonico. El derivado (éster) del acido fosfonico, o las moléculas de union unidas al mismo, pueden mostrar los
mismos grupos funcionales que los dados anteriormente. Otro ejemplo del tratamiento superficial del sustrato o nano
esfera implica el calentamiento en un diol, tal como etilenglicol. Debe tenerse en cuenta que este tratamiento puede
ser redundante si la sintesis ya procedié en un diol. En estas circunstancias, el producto de sintesis obtenido
directamente es probable que muestre los grupos funcionales necesarios. Sin embargo, este tratamiento es
aplicable al sustrato o a la nanosfera que se produjeron en los agentes complejantes que contienen N o P. Si dicho
sustrato o particula se somete a un tratamiento posterior con etilenglicol, los ingredientes del medio de reaccion (por
ejemplo, el agente complejante) que todavia se unen a la superficie pueden ser reemplazados por el diol y/o se
pueden desalquilar.

También es posible sustituir los agentes complejantes que contienen N aun unidos a la superficie de las particulas
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por derivados de amina primaria que tienen un segundo grupo funcional. La superficie del sustrato o nano esfera
también se puede recubrir con silice. La silice permite una conjugacién quimica relativamente simple de moléculas
organicas ya que la silice reacciona facilmente con ligantes organicos, tales como trietoxisilano o clorosilano. La
superficie de la nano esfera también puede estar recubierta por homo- o copolimeros. Ejemplos de agentes de
acoplamiento polimerizables son N-(3-aminopropil)-3-mercaptobenzamidina, 3-(trimetoxisilil)propilhidrazida y 3-
(trimetoxisilil)propilmaleimida. Otros ejemplos no limitativos de agentes de acoplamiento polimerizables se
mencionan en la presente memoria. Estos agentes de acoplamiento se pueden usar solos o en combinacion
dependiendo del tipo de copolimero que se va a generar como revestimiento.

Otra técnica de modificacién de superficie que puede usarse con sustratos o nanoesferas que contienen compuestos
de metal de transicién oxidicos es la conversion de los compuestos de metal de transicién oxidicos por gas de cloro
o agentes de cloracidon organicos a los correspondientes oxicloruros. Estos oxicloruros son capaces de reaccionar
con nucledfilos, tales como grupos hidroxi o amino, como se encuentran frecuentemente en biomoléculas. Esta
técnica permite generar una conjugacion directa con proteinas, por ejemplo, a través del grupo amino de las
cadenas laterales de lisina. La conjugacion con proteinas después de la modificacion de la superficie con oxicloruros
puede efectuarse también utilizando un enlazador bi-funcional, tal como hidrazida del acido maleimidopropiénico.

Para las técnicas de unién no covalentes, son particularmente adecuadas moléculas de tipo cadena que tienen una
polaridad o carga opuesta a la del sustrato o superficie de nano esfera. Ejemplos de moléculas de unién que pueden
estar unidas no covalentemente a nanoesferas del nucleo/envuelta implican tensioactivos anidnicos, catidénicos o
zwitteridnicos, proteinas acidas o basicas, poliaminas, poliamidas, polisulfona o acido policarboxilico. La interaccién
hidréfoba entre el sustrato o la nano esfera y el reactivo anfifilico que tiene un grupo funcional reactivo puede
generar el enlace necesario. En particular, son utiles moléculas de tipo cadena con caracter anfifilico, tales como
fosfolipidos o polisacaridos derivatizados, que pueden reticularse entre si. La absorcién de estas moléculas en la
superficie puede lograrse por coincubacion. La unién entre la molécula de afinidad y el sustrato o la nano esfera
también puede estar basada en enlaces no covalentes y autoorganizables. Un ejemplo de ello implica sondas de
deteccion sencillas con biotina como molécula de enlace y moléculas acopladas a avidina o estreptavidina.

Los protocolos para las reacciones de acoplamiento de grupos funcionales a moléculas biolégicas pueden
encontrarse en la bibliografia, por ejemplo en “Bioconjugate Techniques” (Greg T. Hermanson, Academic Press
1996). La molécula bioldgica (por ejemplo, molécula de MHC o derivado del mismo) puede acoplarse a la molécula
de enlace, de forma covalente o no covalente, de acuerdo con procedimientos estandar de quimica organica tales
como oxidacion, halogenacion, alquilacion, acilacion, adicion, sustitucion o amidacion. Estos métodos para acoplar la
molécula de enlace unida covalentemente o no covalentemente pueden ser aplicados antes del acoplamiento de la
molécula de enlace al sustrato o nanosfera o posteriormente. Ademas, es posible, por medio de la incubacién,
efectuar una unién directa de moléculas al sustrato o nanoesferas previamente tratados correspondientes (por
ejemplo, mediante bromuro de trimetilsililo), que presentan una superficie modificada debido a este pretratamiento
(por ejemplo, una carga mas alta o superficie polar).

E. Produccién de proteinas

La presente invencion describe polipéptidos, péptidos y proteinas para su uso en diversas realizaciones de la
presente invencion. Por ejemplo, los péptidos especificos y sus complejos se ensayan en cuanto a sus capacidades
para inducir o modular una respuesta inmune. En realizaciones especificas, todos o parte de los péptidos o
proteinas de la invencion también pueden sintetizarse en solucién o sobre un soporte sélido de acuerdo con técnicas
convencionales. Varios sintetizadores automaticos estan comercialmente disponibles y pueden usarse de acuerdo
con protocolos conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart y Young (1984); Tarn et al. (1983); Merrifield (1986); y
Barany y Merrifield (1979). Alternativamente, puede emplearse tecnologia de ADN recombinante en la que una
secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de la invencién se inserta en un vector de expresion, se transforma
o transfecta en una célula huésped apropiada y se cultiva en condiciones adecuadas para la expresion.

Una realizacion de la invencion incluye el uso de transferencia génica a células, incluyendo microorganismos, para la
produccion de proteinas. El gen para la proteina de interés puede transferirse a células huésped apropiadas seguido
del cultivo de células en las condiciones apropiadas. Se puede emplear un acido nucleico que codifique
practicamente cualquier polipéptido. La generacion de vectores de expresion recombinantes, y los elementos
incluidos en los mismos, son conocidos por los expertos en la técnica y se discuten brevemente en la presente
memoria. Ejemplos de lineas de células huésped de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, células Vero y Hela,
otras lineas de células B y T, tales como CEM, 721.221, H9, Jurkat, Raji, asi como lineas celulares de ovario de
hamster chino, W138, BHK, COS-7, 293, HepG2, 3T3, RIN y MDCK. Ademas, se puede escoger una cepa de célula
huésped que module la expresion de las secuencias insertadas, o que modifique y procese el producto génico de la
manera deseada. Tales modificaciones (por ejemplo, glicosilaciéon) y procesamiento (por ejemplo, escision) de
productos proteinicos pueden ser importantes para la funcién de la proteina. Diferentes células huésped tienen
mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento postraduccional y la modificacién de proteinas. Se
pueden elegir lineas celulares o sistemas huésped apropiados para asegurar la modificacion y procesamiento
correctos de la proteina extrafia expresada.

Se pueden usar varios sistemas de seleccion incluyendo, pero sin limitarse a, genes de timidina quinasa HSV,
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hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa y adenina fosforibosiltransferasa, en células tk, hgprt o aprt,
respectivamente. También se puede usar la resistencia a los anti-metabolitos como base de seleccion: para dhfr,
que confiere resistencia frente a trimetoprim y metotrexato; gpt, que confiere resistencia frente al acido micofendlico;
neo, que confiere resistencia al aminoglucosido G418; e hygro, que confiere resistencia frente a la higromicina.

F. Acidos nucleicos

La presente invencion puede incluir polinucleétidos recombinantes que codifican las proteinas, polipéptidos y
péptidos de la invencion. Se incluyen las secuencias de acidos nucleicos para autoantigenos y moléculas de MHC
para presentar los autoantigenos y se pueden usar para preparar un complejo péptido/MHC.

Tal como se utiliza en esta solicitud, el término “polinucleétido” se refiere a una molécula de acido nucleico que es
recombinante o ha sido aislada sin el acido nucleico gendémico total. Dentro del término “polinucledtido” se incluyen
oligonucleotidos (acidos nucleicos de 100 residuos o menos de longitud), vectores recombinantes, que incluyen, por
ejemplo, plasmidos, cosmidos, fagos, virus y similares. Los polinucledtidos incluyen, en ciertos aspectos, secuencias
reguladoras, aisladas sustancialmente lejos de sus genes naturales o secuencias que codifican proteinas. Los
polinucledtidos pueden ser ARN, ADN, analogos de los mismos, o una combinacion de los mismos.

» o«

A este respecto, el término “gen”, “polinucleétido” o “acido nucleico” se utiliza para referirse a un acido nucleico que
codifica una proteina, polipéptido o péptido (incluyendo cualquier secuencia requerida para la transcripcion
apropiada, modificacion post-traduccional, o localizaciéon). Como comprenderan los expertos en la técnica, este
término abarca secuencias genémicas, casetes de expresion, secuencias de cDNA y segmentos de acido nucleico
de ingenieria mas pequefios que expresan o pueden adaptarse para expresar proteinas, polipéptidos, dominios,
péptidos, proteinas de fusion y mutantes. Un acido nucleico que codifica todo o parte de un polipéptido puede
contener una secuencia de acido nucleico contigua que codifica la totalidad o una porcién de dicho polipéptido de las
siguientes longitudes: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210,
220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350. 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440,
441, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590 , 610, 640, 660, 660, 670, 680, 690,
700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920,
930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, 1000, 1010, 1020, 1030, 1040, 1050, 1060, 1070, 1080, 1090, 1095, 1100, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 9000, 10000 o mas nucleotidos,
nucledsidos o pares de bases. También se contempla que un polipéptido particular de una especie dada pueda
codificarse por acidos nucleicos que contengan variaciones naturales que tengan secuencias de acido nucleico
ligeramente diferentes, pero que, no obstante, codifiquen la misma, o sustancialmente, una proteina, polipéptido o
péptido similar.

En realizaciones particulares, la invencion se refiere a segmentos de acido nucleico aislados y vectores
recombinantes que incorporan secuencias de acido nucleico que codifican un autoantigeno y/o una molécula de
MHC. El término "recombinante" puede usarse conjuntamente con un polipéptido o el nombre de un polipéptido
especifico, y esto se refiere generalmente a un polipéptido producido a partir de una molécula de acido nucleico que
ha sido manipulada in vitro o que es un producto de replicacion de tal molécula.

Los segmentos de acido nucleico utilizados en la presente invencion, independientemente de la longitud de la propia
secuencia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de acido nucleico, tales como promotores, sefiales
de poliadenilacion, sitios de enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacién mudltiples, otros segmentos
codificantes y similares, de modo que su longitud total pueda variar considerablemente. Por lo tanto, se contempla
que puede emplearse un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando preferiblemente limitada la
longitud total por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de acido nucleico recombinante deseado. En
algunos casos, una secuencia de acido nucleico puede codificar una secuencia polipeptidica con secuencias
codificantes heterdlogas adicionales, por ejemplo para permitir la purificacion del polipéptido, el transporte, la
secrecion, la modificacion postraduccional, o para beneficios terapéuticos tales como el reconocimiento o la eficacia.
Se puede afadir un marcador u otro polipéptido heterdlogo a la secuencia que codifica el polipéptido modificado, en
donde "heterdlogo” se refiere a un polipéptido que no es el mismo que el polipéptido modificado.

IV. Composiciones para su uso en métodos terapéuticos
A. Respuesta inmune y ensayos

Como se ha discutido anteriormente, la invencién se refiere a la evocacién o modificacién de una respuesta inmune
en un sujeto contra un autoantigeno. En una realizacion, la respuesta o condicién inmune resultante puede proteger
o tratar a un sujeto que tiene, es sospechoso de tener, o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o sintomas
relacionados con una respuesta autoinmune.

1. Inmunoensayos

La presente invencion incluye la implementacion de ensayos seroldgicos para evaluar si, y hasta qué punto, una
respuesta inmune esta presente, es inducida, evocada o modificada por un complejo péptido/MHC/nanosfera.
Existen muchos tipos de inmunoensayos que pueden ser implementados. Los inmunoensayos abarcados por la
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presente invencion incluyen, pero no se limitan a, los descritos en la Patente de EE.UU. N° 4.367.110 (ensayo en
sandwich de doble anticuerpo monoclonal) y la Patente de EE.UU. N° 4.452.901 (transferencia de Western). Otros
ensayos incluyen inmunoprecipitacion de ligandos marcados e inmunocitoquimica, tanto in vitro como in vivo.

Un método para cuantificar el nimero de células T CD8" especificas de antigeno circulantes es el ensayo de
tetramero. En este ensayo, un epitopo especifico esta unido a formas tetrameras sintéticas de moléculas MHC de
clase | marcadas fluorescentemente. Dado que las células T CD8" reconocen el antigeno en forma de péptidos
cortos unidos a moléculas de Clase |, las células con el receptor de células T apropiado se uniran a los tetrameros
marcados y se pueden cuantificar mediante citometria de flujo. Aunque este método es menos lento que un ensayo
ELISPOT, el ensayo de tetramero mide solamente la unién, no la funcién. No todas las células que se unen a un
antigeno particular se activan necesariamente. Sin embargo, se ha demostrado la correlacién entre los ensayos
ELISPOT, tetramero y citotoxicidad (Goulder et al, 2000).

Los inmunoensayos son generalmente ensayos de unién. Ciertos inmunoensayos preferidos son los diversos tipos
de ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA) o ensayos basados en perlas,
tales como la tecnologia Luminex.RTM., conocida en la técnica.

La deteccién inmunohistoquimica utilizando secciones de tejido es también particularmente util.

En un ejemplo de ELISA, los anticuerpos o antigenos se inmovilizan en una superficie seleccionada, tal como un
pocillo en una placa de microtitulacién de poliestireno, varilla o soporte de columna. A continuacion, se afiade a los
pocillos una composicién de ensayo que se sospecha que contiene el antigeno o anticuerpo deseado, tal como una
muestra clinica. Después de la union y el lavado para eliminar complejos inmunitarios no enlazados
especificamente, se puede detectar el antigeno o anticuerpo unido. La deteccion se logra generalmente mediante la
adicién de otro anticuerpo, especifico para el antigeno o anticuerpo deseado, que esta unido a un marcador
detectable. Este tipo de ELISA se conoce como "ELISA sandwich". La deteccion también se puede lograr mediante
la adicidon de un segundo anticuerpo especifico para el antigeno deseado, seguido por la adicién de un tercer
anticuerpo que tiene afinidad de union para el segundo anticuerpo, estando el tercer anticuerpo unido a un marcador
detectable. Las variaciones en las técnicas de ELISA son conocidas por los expertos en la técnica.

También son posibles ELISAs de competicion en los que las muestras de ensayo compiten por la unién con
cantidades conocidas de antigenos o anticuerpos marcados. La cantidad de especies reactivas en la muestra
desconocida se determina mezclando la muestra con las especies marcadas conocidas antes o durante la
incubacion con pocillos recubiertos. La presencia de especies reactivas en la muestra actia para reducir la cantidad
de especies marcadas disponibles para la unién al pocillo y, por lo tanto, reduce la sefial final.

Independientemente del formato utilizado, los ELISA tienen ciertas caracteristicas en comun, tales como
recubrimiento, incubaciéon o unién, lavado para eliminar especies no especificamente unidas, y deteccion de los
complejos inmunes unidos.

El antigeno o anticuerpos también pueden estar unidos a un soporte sdlido, tal como en forma de placa, perlas,
varillas de medicién, membranas o matriz de columna, y la muestra a analizar se aplica al antigeno o anticuerpo
inmovilizado. Al revestir una placa con antigeno o anticuerpo, generalmente se incubaran los pocillos de la placa con
una solucion del antigeno o anticuerpo, ya sea durante la noche o durante un periodo especificado. Los pocillos de
la placa se lavaran entonces para eliminar el material adsorbido de manera incompleta. Cualquier superficie
disponible restante de los pocillos se "recubre" después con una proteina no especifica que es antigénicamente
neutra con respecto a los antisueros de ensayo. Estos incluyen albimina de suero bovino (BSA), caseina y
soluciones de leche en polvo. El revestimiento permite el bloqueo de sitios de adsorcion inespecificos sobre la
superficie de inmovilizacion y reduce asi el fondo causado por la unién no especifica de antisueros sobre la
superficie.

En los ELISA, es mas habitual usar un medio de deteccion secundario o terciario que un procedimiento directo. Por
lo tanto, después de la unién del antigeno o anticuerpo al pocillo, el revestimiento con un material no reactivo para
reducir el fondo y el lavado para eliminar el material no unido, la superficie de inmovilizaciéon se pone en contacto
con la muestra clinica o biolégica a ensayar en condiciones eficaces para permitir la formaciéon de la inmunidad
compleja (antigeno/anticuerpo). La deteccion del complejo inmune entonces requiere un ligando o anticuerpo de
union secundaria marcado, o un ligando o anticuerpo de unién secundario en conjuncién con un anticuerpo terciario
marcado o un tercer ligando de unién.

B. Evaluacion de una respuesta o condicion autoinmune

Ademas de la utilizacién de proteinas, polipéptidos y/o péptidos para tratar o prevenir una afeccion autoinmune, la
presente invencion contempla el uso de estos polipéptidos, proteinas y/o péptidos de una variedad de formas,
incluyendo la deteccion de la presencia de autoantigenos o una condiciéon autoinmune para diagnosticar la presencia
de ciertas poblaciones o condiciones de células autorreactivas. Un método para detectar la presencia de
autorreactividad implica las etapas de obtener una muestra de un individuo, por ejemplo, de su sangre, saliva,
tejidos, hueso, musculo, cartilago o piel. Después del aislamiento de la muestra, se pueden llevar a cabo ensayos de
diagndstico que utilizan los polipéptidos, proteinas y/o péptidos de la presente invencion para detectar la presencia
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de autorreactividad, y tales técnicas de ensayo para determinar tales en una muestra son bien conocidas por los
expertos en la técnica e incluyen métodos tales como ensayos de tetrameros, inmunoensayos, analisis de
transferencia Western y/o ensayos ELISA.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la frase "respuesta inmunitaria" o su equivalente "respuesta
inmunoldgica" se refiere al desarrollo de una respuesta celular (mediada por células T especificas de antigeno o sus
productos de secrecion) dirigido contra un autoantigeno o un epitopo relacionado de un autoantigeno. Se produce
una respuesta inmune celular mediante la presentacién de epitopos polipeptidicos en asociacion con moléculas
MHC de Clase | o Clase I, para activar células CD4" T auxiliares especificas de antigeno y/o células T citotéxicas
CD8". La respuesta también puede implicar la activacién de otros componentes.

Para los fines de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, los términos "epitopo" y "determinante
antigénico" se usan indistintamente para referirse a un sitio sobre un antigeno al que responden o reconocen las
células B y/o T. Los epitopos de células B pueden formarse tanto a partir de aminoacidos contiguos como de
aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por el plegamiento terciario de una proteina. Los epitopes formados a partir
de aminoacidos contiguos se retienen tipicamente por la exposicion a disolventes desnaturalizantes mientras que los
epitopos formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes
desnaturalizantes. Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, y mas habitualmente, al menos 5 6 8-10 aminoacidos
en una conformacion espacial Unica. Los métodos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen,
por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols (1996). Las células T reconocen epitopos continuos de aproximadamente nueve aminoacidos
para células CD8 o aproximadamente 13-15 aminoacidos para células CD4. Las células T que reconocen el epitopo
pueden ser identificadas mediante ensayos in vitro que miden la proliferacién dependiente de antigeno, determinada
por la incorporacién de H*-timidina por células T cebadas en respuesta a un epitopo (Burke et al., 1994), por la
eliminacion dependiente del antigeno (ensayo de linfocitos T citotoxicos, Tigges et al., 1996) o por la secrecion de
citoquinas. La presencia de una respuesta inmunoldgica mediada por células puede determinarse mediante ensayos
de proliferacién (células T CD4") o CTL (linfocitos T citotéxicos).

Como se usa en este documento y en las reivindicaciones, los términos "anticuerpo” o "inmunoglobulina" se usan
indistintamente y se refieren a cualquiera de varias clases de proteinas estructuralmente relacionadas que funcionan
como parte de la respuesta inmune de un animal o receptor, proteinas que incluyen IgG, IgD, IgE, IgA, IgM y
proteinas relacionadas.

Opcionalmente, un autoantigeno, o preferiblemente un epitopo de un autoantigeno, puede conjugarse quimicamente
0 expresarse como una proteina de fusion con otras proteinas, tales como proteinas relacionadas con MHC y MHC.

Como se usa en este documento, los términos "agente inmunogénico” o "inmundgeno" o "antigeno" se usan
indistintamente para describir una molécula capaz de inducir una respuesta inmunolégica contra si misma en la
administracion a un receptor, ya sea solo, en conjuncion con un adyuvante, o presentado en un vehiculo de
visualizacion.

V. Dianas diagndsticas y terapéuticas

Las realizaciones de la invencién pueden usarse para tratar o mejorar una serie de enfermedades inmunomediadas
o autoinmunes, por ejemplo, diabetes, rechazo de injertos, etc. Las "enfermedades autoinmunes" incluyen
enfermedades o trastornos derivados de y dirigidos contra los propios tejidos u érganos de un individuo o su
manifestacion o una afeccion resultante de los mismos. En una realizacion, se refiere a una condicién que resulta o
se ve agravada por la produccién por células T que son reactivas con los tejidos y antigenos corporales normales.
Ejemplos de enfermedades o trastornos autoinmunes incluyen, pero no se limitan a, artritis (artritis reumatoide, como
artritis aguda, artritis reumatoide cronica, artritis gotosa o gota, artritis gotosa aguda, artritis inmunolégica aguda,
artritis inflamatoria cronica, artritis degenerativa, artritis inducida por colageno tipo Il, artritis infecciosa, artritis de
Lyme, artritis proliferativa, artritis psoriatica, enfermedad de Still, artritis vertebral y artritis reumatoide de comienzo
juvenil, osteoartritis, artritis cronica progrediente, artritis deformante, poliartritis crénica primaria, artritis reactiva y
espondilitis anquilosante), enfermedades inflamatorias de la piel hiperproliferativas, psoriasis tales como la psoriasis
en placas, psoriasis gutatte, psoriasis pustular y psoriasis de las ufas, atopia incluyendo enfermedades atépicas
tales como fiebre del heno y sindrome de Job, dermatitis incluyendo dermatitis de contacto, dermatitis de contacto
cronica, dermatitis exfoliativa, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto alérgica, dermatitis herpetiforme, dermatitis
numular, dermatitis seborreica, dermatitis no especifica, dermatitis de contacto irritante primario y dermatitis atopica,
sindrome hiper IgM ligado al x, sindrome alérgico intraocular, urticaria tal como urticaria crénica alérgica y urticaria
idiopatica croénica, incluyendo urticaria autoinmune croénica, miositis, polimiositis/7dermatomiositis, dermatomiositis
juvenil, necrolisis epidérmica téxica, esclerodermia (incluyendo esclerodermia sistémica), esclerosis tal como
esclerosis sistémica, esclerosis multiple (EM) tales como esclerosis espino-6ptica, EM primaria progresiva (PPMS) y
EM remitente recurrente (SMRR), esclerosis sistémica progresiva, aterosclerosis, arteriosclerosis, esclerosis
disseminata, esclerosis ataxica, neuromielitis 6ptica (NMO), enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) (por ejemplo,
enfermedad de Crohn, enfermedades gastrointestinales mediadas por autoinmunidad, colitis tal como colitis
ulcerativa, colitis ulcerosa, colitis microscépica, colitis colagena, colitis poliposa, enterocolitis necrotizante, colitis
transmural y enfermedad inflamatoria intestinal autoinmune), inflamacion intestinal, pioderma gangrenoso, eritema
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nodosum, colangitis esclerosante primaria, sindrome de estrés respiratorio, incluyendo sindrome de estrés
respiratorio en adultos o agudo, meningitis, inflamacién de todo o parte de la Uvea, iritis, coroiditis, un trastorno
hematolégico autoinmune, espondilitis reumatoide, sinovitis reumatoide, angioedema hereditario, lesiéon del nervio
craneal como en la meningitis, herpes gestacional, penfigoide gestacional, prurito escroti, insuficiencia ovarica
prematura autoinmune, pérdida auditiva repentina debida a una enfermedad autoinmune, enfermedades mediadas
por IgE, tales como anafilaxia y rinitis alérgica y atdpica, encefalitis tales como la encefalitis de Rasmussen y
encefalitis limbica y/o del cerebro, uveitis, tales como uveitis anterior, uveitis anterior aguda, uveitis granulomatosa,
uveitis no granulomatosa, uveitis facoantigénica, uveitis posterior o uveitis autoinmune, glomerulonefritis (GN) con y
sin sindrome nefrético, tal como glomerulonefritis cronica o aguda, tal como GN primaria, GN mediada
inmunologicamente, GN membranosa (nefropatia membranosa), GN idiopatica membranosa o nefropatia
membranosa diopatica, GN (MPGN) proliferativa de membrana o membranosa, incluyendo tipo | y tipo Il y GN
rapidamente progresiva, nefritis proliferativa, insuficiencia endocrina poliglandular autoinmune, balanitis incluyendo
balanitis circumscripta plasmacellularis, balanopostitis, eritema anular centrifugo, eritema discromicum perstans,
eritema multiforme, granuloma anular, liquen nitidus, liquen sclerosus et atrophicus, liquen simplex crénico, liquen
espinuloso, liquen plano, ictiosis lamelar, hiperqueratosis epidermolitica, queratosis premaligna, pioderma
gangrenoso, condiciones y respuestas alérgicas, reaccion alérgica, eccema incluyendo eccema alérgico o atdpico,
eczema asteatotico, eczema disidrético y eczema palmoplantar vesicular, asma tal como asma bronquial, asma
bronquial y asma autoinmune, afecciones que implican infiltracion de células T y respuestas inflamatorias cronicas,
reacciones inmunes contra antigenos extrafios tales como grupos de sangre fetal AB-0 durante el embarazo,
enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, miocarditis autoinmune, deficiencia de la adhesién leucocitaria, lupus,
incluyendo lupus nefritis, lupus cerebritis, lupus pediatrico, lupus no renal, lupus extra-renal, lupus discoide y lupus
eritematoso discoide, alopecia lupus, lupus sistémico eritematoso (SLE), tales como el SLE cutaneo o el SLE
cutaneo subagudo, el sindrome de lupus neonatal (LNE) y el lupus eritematoso diseminado, la diabetes mellitus de
inicio juvenil (Tipo I), incluida la diabetes mellitus insulinodependiente pediatrica y la diabetes mellitus de inicio en
adultos (Diabetes tipo Il). También se contemplan respuestas inmunes asociadas con la hipersensibilidad aguda y
retardada mediada por citoquinas y linfocitos T, sarcoidosis, granulomatosis incluyendo granulomatosis linfomatoide,
granulomatosis de Wegener, agranulocitosis, vasculitis, incluyendo vasculitis, vasculitis de vasos grandes
(incluyendo polimialgia reumatica y arteritis de células gigantes (Takayasu)), vasculitis de vaso medio (incluyendo la
enfermedad de Kawasaki y la poliarteritis nodosa/periarteritis nodosa, poliarteritis microscopica, la inmunovasculitis,
la vasculitis del sistema nervioso central, la vasculitis cutanea, la vasculitis de hipersensibilidad, la vasculitis
necrotizante tal como la vasculitis necrotizante sistémica y la vasculitis asociada a ANCA, tal como la vasculitis o
sindrome de Churg-Strauss (CSS) y la vasculitis de vasos pequefios asociada a ANCA, arteritis temporal, anemia
aplastica, anemia aplasica autoinmune, anemia positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan, anemia
hemolitica o anemia hemolitica inmune incluyendo anemia hemolitica autoinmune (AIHA), enfermedad de Addison,
neutropenia autoinmune, pancitopenia, leucopenia, enfermedades que implican diapédesis de leucocitos, trastornos
inflamatorios del SNC, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, sindrome de lesion de 6rganos
multiples tales como los secundarios a septicemia, trauma o hemorragia, enfermedades mediadas por complejo
antigeno-anticuerpo, enfermedad de membrana basal anti-glomerular, sindrome de anticuerpo anti-fosfolipido,
neuritis alérgica, enfermedad/sindrome de Behcet, sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome de
Reynaud, sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide, tales como el penfigoide bulloso y el penfigoide de la piel, el
pénfigo (incluido el pénfigo vulgar, el pénfigo foliaceo, el penfigoide de membrana mucosa del pénfigo y el pénfigo
eritematoso), poliendocrinopatias autoinmunes, la enfermedad o el sindrome de Reiter, la lesion térmica, la
preeclampsia, un trastorno del complejo inmune tal como la nefritis del complejo inmune, nefritis mediada por
anticuerpos, polineuropatias, neuropatia crénica tales como polineuropatias de IgM o neuropatia mediada por IgM,
trombocitopenia autoinmune o inmunomediada tal como trombocitopénica idiopatica purpura (ITP) incluyendo ITP
cronica o aguda, escleritis tales como escleritis ceratoescleritis idiopatica, epiescleritis, enfermedad autoinmune del
testiculo y ovario incluyendo orquitis autoinmune y ooforitis, hipotiroidismo primario, hipoparatiroidismo,
enfermedades endocrinas autoinmunes incluyendo tiroiditis tal como tiroiditis autoinmune, enfermedad de
Hashimoto, tiroiditis crénica (tiroiditis de Hashimoto), o tiroiditis subaguda, enfermedad tiroidea autoinmune,
hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de Grave, sindromes poliglandulares tales como sindromes poliglandulares
autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia poliglandular), sindromes paraneoplasicos, incluyendo sindromes
paraneoplasticos neuroldgicos tales como sindrome miasténico de Lambert-Eaton o sindrome de Eaton-Lambert,
sindrome de hombre rigido o de persona rigida, encefalomielitis, tal como encefalomielitis alérgica o encefalomielitis
alérgica y encefalomielitis alérgica experimental (EAE), miastenia grave tales como miastenia gravis asociada al
timoma, degeneracion cerebelar, neuromoitonia, opsoclono o sindrome opsoclono mioclono y neuropatia sensorial,
neuropatia motora multifocal, sindrome de Sheehan, hepatitis autoinmune, hepatitis crénica, hepatitis lupoide,
hepatitis de células gigantes, hepatitis activa crénica o hepatitis activa cronica autoinmune, neumonitis intersticial
linfoide (LIP), bronquiolitis obliterante (no trasplante) vs NSIP, sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de Berger
(nefropatia IgA), nefropatia IgA idiopatica, dermatosis lineal de IgA, dermatosis febril neutrofilica aguda, dermatosis
pustular subcorneal, dermatosis acantolitica transitoria, cirrosis tal como cirrosis biliar primaria y neumonocirrosis,
sindrome de enteropatia autoinmune, enfermedad celiaca o coeliaca, esprue celiaco (enteropatia gluténica), esprue
refractario, esprue idiopatico, crioglobulinemia, esclerosis lateral amiotréfica, (ALS; enfermedad de Lou Gehrig),
enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad del oido autoinmune tal como la enfermedad del oido interno
autoinmune (AIED), pérdida auditiva autoinmune, policondritis tal como la policondritis refractaria o recaida o
retardante, proteinosis alveolar pulmonar, sindrome de Cogan/queratitis intersticial no sifilitica, palsia de Bell,
enfermedad/sindrome de Sweet, autoinmune rosacea, dolor asociado a zoster, amiloidosis, una linfocitosis no
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cancerosa, una linfocitosis primaria, que incluye la linfocitosis monoclonal de células B (por ejemplo, la gammapatia
monoclonal benigna y la gammapatia monoclonal de importancia indeterminada, MGUS), neuropatia periférica,
sindrome paraneoplasico, canalopatias tales como epilepsia, migrafa, arritmia, trastornos musculares, sordera,
ceguera, paralisis periodica y canalopatias del SNC, autismo, miopatia inflamatoria, glomeruloesclerosis focal o
segmentaria o segmentaria focal (FSGS), optalmopatia endocrina, uveoretinitis, corioretinitis, trastorno hepatolédgico
autoinmune, fibromialgia, insuficiencia endocrina multiple, sindrome de Schmidt, adrenalitis, atrofia gastrica,
demencia presenil, enfermedades desmielinizantes tales como enfermedades desmielinizantes autoinmunes y
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome de Dressler, alopecia greata, alopecia total, sindrome
CREST (calcinosis, el fenomeno de Raynaud, la dismotilidad esofagica, la esclerodactilia) y la telangiectasia),
infertilidad autoinmune masculina y femenina, por ejemplo, debido a anticuerpos anti-espermatozoos, enfermedad
mixta del tejido conectivo, enfermedad de Chagas, fiebre reumatica, aborto recurrente, pulmoén de agricultor, eritema
multiforme, sindrome de post-cardiotomia, el sindrome de Cushing, el pulmén del ave-fancier, la angiitis
granulomatosa alérgica, la angiitis linfocitica benigna, sindrome de Alport, alveolitis tal como alveolitis alérgica, y
alveolitis fribrosante, enfermedad pulmonar intersticial, reaccién transfusional, lepra, malaria, enfermedades
parasitarias tales como la leishmaniasis, la kypanosomiasis, esquistosomiasis, ascaridiasis, aspergilosis, sindrome
de Sampter, sindrome de Caplan, dengue, endocarditis, fibrosis endomiocardica, fibrosis pulmonar intersticial difusa,
fibrosis pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, endoftalmitis, eritema
elevatum et diutinum, eritroblastosis fetal, faciitis eosinofilica, sindrome de Shulman, sindrome de Felty, flariasis,
ciclitis tales como ciclitis crénica, ciclitis heterocénica, iridociclitis (aguda o crénica), ciclitis de Fuch, purpura de
Henoch-Schonlein, infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), SCID, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), infeccidon por echovirus, sepsis, endotoxemia, pancreatitis, tiroxicosis, infeccion
por parvovirus, infeccion por el virus de la rubéola, sindromes post-vacunacion, infeccion por rubéola congénita,
infeccion por virus Epstein-Barr, paperas, sindrome de Evan, insuficiencia gonadal autoinmune, corea de Sydenham,
nefritis post-estreptococica, tromboangitis ubiterana, tirotoxicosis, tabes dorsalis, corioiditis, polimialgia de células
gigantes, neumonitis de hipersensibilidad cronica, queratoconjuntivitis sicca, queratoconjuntivitis epidémica,
sindrome nefritico idiopatico, nefropatia de cambio minimo, lesion benigna familiar y por isquemia-reperfusion,
reperfusion de o6rganos trasplantados, autoinmunidad retiniana, inflamacion de las articulaciones, bronquitis,
enfermedad pulmonar/de las vias respiratorias obstructiva crénica, silicosis, aftas, estomatitis aftosa, trastornos
arterioscleroticos, asperniogenesa, hemdlisis autoinmune, enfermedad de Boeck, crioglobulinemia, contractura de
Dupuytren, endoftalmia facoanafilactica, enteritis alérgica, eritema nodoso leproso, paralisis facial idiopatica,
sindrome de fatiga croénica, fiebre reumatica, enfermedad de Hamman-Rich, pérdida auditiva sensoneural,
hemoglobinuria paroxistica, hipogonadismo, ileitis regional, leucopenia, mononucleosis infecciosa, mielitis traversa,
mixedema idiopatico primario, nefrosis, oftalmia sinfatica, orquitis granulomatosa, pancreatitis, poliradiculitis aguta,
pioderma gangrenoso, tireoiditis de Quervain, atrofia espénica adquirida, timoma no maligno, vitiligo, sindrome de
choque toxico, intoxicacién alimentaria, afecciones que implican infiltracién de células T, deficiencia de adhesién de
leucocitos, respuestas inmunoldgicas asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citoquinas y
linfocitos T, enfermedades que implican diapédesis de leucocitos, sindrome de lesion de 6rganos multiples,
enfermedades mediadas por complejo antigeno-anticuerpo, enfermedad de membrana basal antiglomerular, neuritis
alérgica, poliendocrinopatias autoinmunes, ooforitis, mixedema primario, gastritis atréfica autoinmune, oftalmia
simpatica, enfermedades reumaticas, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, sindrome nefrético, insulitis,
insuficiencia poliendocrina, sindrome poliglandular autoinmune tipo |, hipoparatiroidismo idiopatico de inicio en
adultos (AOIH), cardiomiopatia tal como cardiomiopatia dilatada, epidermolisis bullosa adquisita (EBA),
hemocromatosis, myocarditis, sindrome nefrético, colangitis esclerosante primaria, sinusitis purulenta o no purulenta,
sinusitis aguda o cronica, sinusitis etmoidal, frontal, maxilar o esfenoidal, trastorno relacionado con eosindfilos, tales
como eosinofilia, infiltracion pulmonar eosinofilia, sindrome de eosinofilia-mialgia, sindrome de Loffler, neumonia de
eosinofilia crénica, eosinofilia pulmonar tropical, aspergiloma broncopneuménico, aspergiloma o granulomas con
eosinofilos, anafilaxis, espondiloarretriomas seronegativos, enfermedad autoinmune poliendocrina, colangitis
esclerosante, esclerotica, episclera, candidiasis mucocutanea cronica, sindrome de Bruton, hipogammaglobulinemia
transitoria de la infancia, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de ataxia telangiectasia, angiectasia, trastornos
autoinmunes asociados con enfermedad del colageno, reumatismo, enfermedad neuroldgica, linfadenitis, reduccion
de la respuesta de la presion sanguinea, disfuncion vascular, lesion tisular, isquemia cardiovascular, hiperalgesia,
isquemia renal y enfermedad que acompafia a la vascularizacion, trastornos hipersensoriales alérgicos,
glomerulonefritis, dafo por reperfusion, trastorno por reperfusion isquémico, lesién por reperfusion de tejidos
miocardicos u otros tejidos, traqueobronquitis linfomatosa, dermatosis inflamatoria, dermatosis con componentes
inflamatorios agudos, insuficiencia de multiples o6rganos, enfermedades ampollosas, necrosis cortical renal,
meningitis purulenta aguda u otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso central, trastornos inflamatorios
oculares y orbitales, sindromes asociados a la transfusion de granulocitos, toxicidad inducida por citocinas,
narcolepsia, inflamacion grave aguda, inflamacion crénica intratable, pielitis, hiperplasia endarterial, Ulcera péptica,
valvulitis y endometriosis .

VI. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se dan con el propésito de ilustrar varias realizaciones de la invencién y no pretenden limitar
la presente invencién de ninguna manera.
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Ejemplo 1
Proteccion de T1D mediante el tratamiento con nanoesferas recubiertas con péptido/MHC

Protecmon de la diabetes por tratamiento con nanoesferas super-paramagnetlcas recubiertas con monémeros NRP-
V7/K®. Para estudiar si las nanoesferas revestidas con NRP-V7/K® son tolerogénicas in vivo, se trataran ratones
NOD transgénicos de 8,3-TCR (también denominados ratones 8.3-NOD o Va17.4 + TCR-TG, mas abajo) con varias
inyecciones i.v. de un pequefio volumen de nanoesferas (5 pl, que transportaba 0,6 ug de NRP-V7, una vez cada 3
dias). Se contempla que los dep6sitos de linfocitos T CD8" esplénicos reactivos a IGRP2e.214 transgénicos de alta
avidez de estos ratones se agotaran significativamente. También se contempla que las células T CD8" no
suprimidas se dinamicen mediante el tratamiento.

Para estudiar la efectividad de la "multiplexacion”, las nanoesferas se recubren con 6 monémeros peptidicos/MHC
diferentes. Las cohortes de ratones NOD de tipo natural se tratan con una agrupacion de estas nanoesferas con
nanoesferas recubiertas con un péptido de control (TUM)/K®, o con nanoesferas recublertas con NRP-V7/K°. Se
contempla que los ratones NOD tratados con nanoesferas recubiertas con NRP- V7/K® (una vez cada 2-3 semanas)
estaran altamente protegidos contra T1D, mientras que los ratones tratados con nanoesferas no revestidas,
nanoesferas revestidas con biotina de avidina, nanoesferas recubiertas con TUM/K® o péptido NRP V7 solo no
estaran protegidas contra T1D.

Expan3|on sistémica de clonotipos de baja avidez por tratamiento con nanoesferas recubiertas con mondmeros
NRP-V7/K°. Se realizaron estudios utilizando nanoesferas radiactivamente marcadas para determinar su distribucién
tisular. Se contempla que hay una distribucion de tejido sistémica a todas las edades de los ratones examinados. Se
contempla ademas que el tratamiento de los ratones con las nanoesferas no conduce a mayores niveles séricos de
citocinas resultantes de la estimulacion de diversos tipos de células inmunes, incluyendo las células T CcD8"
reactivas a NRP-V7.

Se cree que los ratones tratados con nanoesferas revestidas con NRP-V7/K® tienen un aumento significativo de los
grupos de células NRP-V7/K® tetramero® CD8" intra-islote al final del periodo de seguimiento (32 semanas), en
comparacion con los de los animales no diabéticos pareados por la edad tratados con nanoesferas de control. Se
contempla ademas que las celulas T CD8" intra-islote de los ratones tratados con NRP-V7/K%-nano esfera se uniran
a los tetrameros NRP-V7/K® con una avidez significativamente menor (mayor K¢ ) que los encontrados en los islotes
de ratones control, lo que sugiere que el tratamiento con nanoesferas fomentara la expansiéon de los clonotipos
antipatogénicos de baja avidez a expensas de sus contrapartes patdgenas de alta avidez de una manera
dependiente de la dosis.

Para investigar el reconocimiento y la captacion de nanoesferas recubiertas con NRP V7/K/IK®, los inventores
evaluaron la presencia de fluorescencia verde (unida a la molécula de avidina del complejo péptido-MHC np) en
diferentes subpoblaciones de esplenocitos de ratones NOD que expresan un TCR reactivo a NRP-V7 transgenlco
asi como en ratones NOD no transgénicos naturales. Se contempla que en la i |nyeCC|on de nanosferas NRP-V7/K",
la fluorescencia verde sélo se detectara en el subconjunto de células T CD8" de ratones TCR transgénicos vy, en
menor medida, en el subconjunto de células T CD8" de ratones no transgénicos. Se cree ademas que no habra
deteccion de acumulacion de fluorescencia verde en los subconjuntos de células esplénicas T CD4", B, CD11b* o
CD11c" de cualquier tipo de ratones.

Propiedades anti- dlabetogenlcas de nanoesferas recubiertas con un complejo de péptido autoantlgenlco
subdominante/MHC (DMKjss.14¢/D°). Los inventores investigaron si los efectos protectores de la via terapéutica
anterior eran una peculiaridad de las células T CD8" reactivas a NRP-V7 (un subconjunto de células T autorreactivas
prevalente en ratones NOD), o un fenédmeno aplicable a otros, menos especificidades autoantigénicas dominantes.
Con este fin, los ratones se trataron con perlas recubiertas con un péptido que se deriva de otro autoantigeno que es
presentado por D® y esta dirigido por un grupo mucho mas pequefio de células T CD8" autoreactlvas diabetogénicas
(residuos 138-146 de Distrofia Miotonica Cinasa, DMK, en lo sucesivo denominado "DMKsg.146/D") (Lleberman et

al., 2004). Se contempla que el tratamiento de ratones NOD con nanoesferas revestidas con DMK(3s.146D° causara
expansiones significativas de células T CD8" reactivas con DMKi35.146D° circulantes, esplénicas e intra-islote y
proporcionara una proteccion significativa contra la diabetes. Se contempla ademas CL e la expansién de células T in
vivo sera espeC|f|ca del antigeno porque las nanoesferas revestidas con DMKj3g.146D probablemente no expandiran
las células T CD8" reactivas con NRP-V7 y Ias nanoesferas recubiertas con NRP-V7/K* probablemente no
expandiran las células T reactivas con DMKj3s- 146D°.

Deterioro del reclutamiento de otras espeC|f|C|dades de células T CD8" autorreactivas con IGRP a islotes en ratones
tratados con nanosferas recubiertas NRP-V7/K® o DMK138 146D°. Los inventores investigaran si el reclutamiento de
células T CD8" reactivas con NRP-V7- y/o DMK(35.146D° de baja avidez expandida en la nanoesfera impedira el
reclutamiento de otras especificidades de células T autorreactivas de células beta a islotes. Esto se realizara
comparando la capacidad de respuesta de Ias células T CD8" asociadas a los islotes de ratones tratados con
control, nanoesferas recubiertas con NRP-V7/K®- o DMK138146D a un panel de 76 epitopos IGRP diferentes, asi
como DMKisgs.146. Se espera que las células T CD8" asociadas a islotes de ratones tratados con nanoesferas
revestidas con NRP-V7/K“ y DMK(38.146D° produzcan significativamente mas IFN-y en respuesta a NRP-V7 vy
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DMK(3s-146, respectivamente, que los aislados de ratones control. Se contempla que habra reducciones significativas
en el numero de epitopos capaces de provocar respuestas IFN-y 3|gn|f|cat|vas por las celulas T CD8" asociadas a
los islotes de ratones tratados con nanoesferas revestidas con NRP-V7/K® 0 DMKi13.146D", comparadas con las de
los ratones tratados con nanoesferas de control, lo que sugiere una alteracion del reclutamiento y/o de la
acumulacion.

Se cree que las nanoesferas revestidas con NRP-V7/K®- y DMKiss.14¢/D° induciran altas tasas de remision de la
diabetes en ratones NOD recién diabéticos. Se realizaron estudios para investigar la capacidad de la terapia con
nanosferas para restaurar la normoglucemia en ratones diabéticos recién diagnosticados. Las cohortes de ratones
se monitorizaron dos veces a la semana para niveles de glucosa en sangre y se consideraron hiperglucémicas con
una glucosa en sangre > 10,5 mM. Los ratones se aS|gnaron al azar en ratones que recibian nanoesferas revestidas
con TUM/K® o nanosferas recubiertas con NRP-V7/K® (dos inyecciones semanales). La mitad de una unidad de
insulina subcutanea también se administré una vez al dia a los ratones que mostraban glucosuria, para reducir el
estrés de las células beta y fomentar Ia regeneracion de las células beta. Otras cohortes de ratones recibieron
nanosferas recubiertas de DMK13g.14/D°. Se utilizé como control positivo el tratamiento con anticuerpo monoclonal
anti-CD3 (20 ug/d durante 5 dias), que ha demostrado inducir una remisién estable en un porcentaje variable de
animales en dlferentes estudios. Se contempla que la mayoria de los ratones tratados con nanoesferas revestidas
con NRP-V7/K® se convierten en normoglicémicos a las 5-12 semanas de tratamiento. Del mismo modo se
contempla ademas que la mayoria de los ratones tratados con nanoesferas revestidas con DMK13s.146/D° se
conwerten en normoglicémicos. Se espera que la mayoria de los ratones que reciben nanoesferas recubiertas de
TUM/K® se desarrollen en hiperglucemia manifiesta.

Para investigar si los efectos del tratamiento en ratones diabéticos eran duraderos, el tratamiento se retird después
de 4 semanas consecutivas de normoglucemia y los ratones se monitorizaron para detectar la recurrencia de la
diabetes. Los efectos del tratamiento sobre el tamafio del grupo de tetramero positivo circulante se evaluaron en la
retirada del tratamiento, 4 semanas mas tarde y en el momento de la hiperglucemia recurrente. Se contempla que
hay una disminucion en el tamafio del conjunto de células T reactivas de tetramero circulante 4 semanas después
del cese del tratamiento. En este caso, la reactivacion del conjunto de células T autorreactivas de baja avidez
expandida, ya sea por autoantigeno endégeno (es decir, en animales pre-diabéticos) como por inyecciones de
refuerzo de nanoesferas (es decir, en animales diabéticos con una masa de células beta severamente reducida)
puede ser necesaria para la proteccion a largo plazo.

Se contempla que las pruebas de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en ratones curados frente a
diabéticos y no diabéticos no tratados muestra que los primeros tienen curvas de tolerancia frente a la glucosa casi
idénticas a las exhibidas por los animales no tratados sin diabetes y significativamente mejores que las
correspondientes a ratones diabéticos. Ademas, se cree que los animales curados tienen niveles de insulina en
suero postprandial que son estadisticamente comparables a los observados en ratones no tratados sin diabetes y
significativamente mas altos que los correspondientes a los animales no tratados diabéticos.

Investigacion de si las nanoesferas recubiertas con péptido/MHC puede efectivamente 'discriminar' entre las células
T CD8" autorreactivas de alta y baja avidez. La mayoria de las células CD8" reactivas de IGRPxg6.214 emplean
cadenas Val7-Ja42 no variables de CDR3, pero cadenas VDJ heterogéneas. La 'maduracién de la avidez' de este
subconjunto de células T durante la diabetogénesis se asocia con cambios en el uso de 3 elementos Val7 diferentes.
El hecho de que estos 3 elementos Va diferentes proporcionan diferencias en la avidez de unién a ligando (Va17.5>
Va17.4>Va17.6) se confirmd en estudios de transfectantes TCRaP que expresaban las 3 cadenas Va17-Ja42
invariantes de CDR3 diferentes en el contexto de un Unica cadena TCRp (Han et al, 2005). Para investigar si las
nanoesferas revestidas con péptido/MHC pueden de hecho diferenciar células T diana que reconocen el ligando con
diferente avidez, se evalud la capacidad que tienen las nanoesferas revestidos con NRP- V7/K® de inducir el
"taponamlento de las moléculas CD8 en estos transfectantes. Se contempla que mas células Va17.5" que celulas
Va17.4" 0 Va17.6", formaran taponees a los 5 min de incubacién con nanoesferas recubiertas con NRP-V7/K®. Este
resultado indicaria que las nanoesferas revestidas con NRP-V7/K® pueden de hecho discriminar entre células T de
alta y baja avidez y proporcionan una explicacion de por qué estas nanoesferas eliminan preferentemente los
clonotipos naturales de avidez alta.

Las células CD8" que expresan TCR de Va17,6/8,3B de baja afinidad son anti-diabetogénicas. Para investigar si las
células T CD8" autorreactivas de baja avidez tenian propiedades anti-diabetogénicas in vivo, el TCR de Va17.6/8.33
reactivo con IGRP2gs-214 de baja afinidad se expresd transgénicamente en ratones NOD (denominados en este
documento como 'Va17.6™, que tiene una afinidad de ~10 veces inferior a la de 8,3-TCR (Va17.4%), Teyton y
Santamaria, datos no publicados). Se ha demostrado que este TCR fomenta la seleccién positiva de células CD8",
pero claramente menos que el 8.3-TCR (Va17.4") (Han et al., 2005). Como resultado, los ratones Va17.6" TCR-TG
contenian menos timocitos y esplenocitos CD8" reactivos con tetrameros NRP-V7 que los ratones Va17.4" TCR-TG.
Ademas, las células CD8" de tetramero+ (alto y bajo) de ratones TCR-TG de Va17.6" secretan menos IFN-y (e IL-2)
que las derivadas de ratones Va17.4 TCR-TG tras la estimulacién peptidica in vitro, y son eliminadores ineficientes
de las dianas RMA-SK® pulsadas con NRP-V7, compatibles con su baja avidez para el ligando (Han et al., 2005 y
datos no mostrados). Mas importante aun, estos ratones estan casi completamente protegidos de la dlabetes (s6lo 2
de 70 mujeres han desarrollado T1D) y la insulitis [puntuaciones de <0,4 vs >3 (de un maximo de 4) en ratones TCR-
TG Va17.6" vs. Va17.4", respectivamente (P <0,012)] (Figura 1A y Figura 1B).
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Esto esta en marcado contraste con lo que ocurre en ratones NOD que expresan un TCR no autoreactivo irrelevante
que reconoce un epitopo de LCMV (ratones NOD de TCR-TG de LCMV). Como se ha publicado previamente en
Serreze et al. (2001) y se confirma por el uso en la presente invencion, estos ratones desarrollan T1D esencialmente
como ratones NOD de tipo natural y reclutan células CD8" reactivas a IGRPx214 enddgenas a islotes
(completamente ausentes en los islotes de ratones Va17.6" TCR-TG) (Figura 1C). Por lo tanto, a diferencia de
Va17.4" y LCMV TCRs (pro-diabetogénico y neutro, respectivamente), el Va17.6" TCR parece tener propiedades
anti-diabetogénicas.

A pesar de que la mayoria de las células T TG de estos ratones Va17.6" TCR-TG unen tetrameros débilmente o no
los unen en absoluto, una fraccién de las células que salen del timo se une al tetramero con una aparente alta
avidez (es decir, con alta mfi) (Figura 2A). Los inventores sospechaban que las células T CD8" tetramero-bajo (lo) y
tetramero-negativo de estos ratones proceden de timocitos CD4" CD8" que expresan el TCR TG pero sufren
seleccion positiva en TCR endégenos (es decir, cadenas TCRa). Por otro lado, las células tetramero-hi se
originarian de timocitos CD4" CD8" que sélo expresarian las cadenas TG TCRap y, debido a su baja afinidad por
péptido/MHC, sdélo pueden someterse a seleccion positiva si expresan niveles mas altos de TCR TG que los
normales. Esta interpretacion esta respaldada por la observacion de que, en ratones que expresan TCR Va17.6" en
un fondo RAG-2", las Gnicas células que maduran son aquellas que se unen al tetramero con alta avidez (Figura
2B). Es importante destacar que estos dos tipos de ratones TCR-TG RAG-2" desarrollan diabetes con una
incidencia similar (Figura 3). Por lo tanto, los inventores sospechan que las células T de tetramero-lo y de tetramero-
CD8" que maduran en ratones RAG-2 + Va17.6 TCR-TG inhiben el potencial diabetogénico de sus homélogos de
tetramero-hi (que causan la diabetes en ratones RAG” TCR-TG). Estos resultados se reprodujeron en existencias
de ratones TCR-TG Va17.6 que portaban una deficiencia endégena de TCR-Ca que excluye la expresion de
cadenas TCRa endogenas (es decir, no transgénicas) (Figuras 4A y 4B).

Los ratones TCR-TG Va17.6" (pero no Va17.4") generan espontaneamente un grupo de células CD8" de memoria
con actividades inmunosupresoras. Los estudios citofluorométricos de las células T CD8" tetramero-positivas
contenidas en los diferentes 6rganos linfoides de ratones Va17.6" TCR-TG y ratones Va17.6 TCR-TG deficientes en
TCR-Ca revelaron la presencia de grupos agrandados de células CD44hi y CD44hiCD'? CD8" en comparacion con
ratones TCR-TG Va17.4 en el bazo, los ganglios linfaticos y, especialmente, la médula 6sea, un depdsito conocido
de células T de memoria (Figuras 5A y 5B). Es importante destacar que esto ocurre principalmente dentro del
subconjunto tetramer-bajo, pero no en el subconjunto tetramero-alto, que no contiene células CD122" (Figura 5C).
Estas células expresan los marcadores descritos tanto en linfocitos centrales como en linfocitos de memoria de
efectores (Figura 5D), y se encuentran predominantemente en los 6rganos linfoides periféricos pero no en el timo, lo
que sugiere un origen periférico (Figura 5E).

Ademas, los ensayos de incorporacion de BrdU sugirieron que proliferan in vivo (Figura 5F). Funcionalmente, estas
células tipo memoria se comportan claramente como células T “de memoria”, ya que las células TCR-TG CD8"
Va17.6" (pero no Va17.4") proliferan vigorosamente en respuesta a IL-2 o IL-15 en ausencia de APC y antigeno
(Figura 5G). Ademas, producen rapidamente IFN-y tras la estimulacion con antigeno in vitro (Figuras 5H y 5I). Sin
embargo, no proliferan ni producen interleucina-2 tras la estimulacion antigénica in vitro (Figura 5J). Este perfil
funcional recuerda mucho al del subconjunto de células T CD4" CD25" reguladoras (supresoras). En conjunto, estos
datos sugieren que las células TCR-TG CD8" Va17.6" (pero no Va17.4") tienen una mayor capacidad para
convertirse en células T de memoria de larga vida (sobre uno o mas encuentros con antigenos), presumiblemente
capaces de sobrevivir indefinidamente en respuesta a sefiales homeostaticas, incluso en ausencia de antigeno.

Estas observaciones llevaron a los inventores a sospechar que la "adecuacion" homeostatica superior de estas
células T de baja avidez de memoria, por otro lado incapaces de matar las células beta, contribuye a su actividad
anti-diabetogénica (es decir, proporcionando una ventaja competitiva sobre su mayor avidez, pero sobre todo
clonotipos de cebadores de células beta naturales, y/o inhibiendo su activacién). Para evaluar estos ultimos, se
evalué la capacidad de las células T TCR-TG CD8" purificadas y CD122" CD122-Va17.6" por su capacidad para
inhibir la proliferacion de células T CD8" esplénicas marcadas con CFSE de ratones Va17,4" TCR-TG NOD. Como
se muestra en la FIG. 6, las células T CD8" TCR-TG CD122" (pero no CD122) Va17.6" inhibieron casi
completamente la proliferacion de sus contrapartes de células T naturales de mayor avidez.

En consonancia con la idea de que la reserva espontaneamente expandida de células T CD8" de memoria (CD122")
de baja avidez autoreactivas en ratones TCR-TG NOD Va17.6" es anti-diabetogénica, el tratamiento sistémico (i.v.)
de ratones TCR-TG Va17.6" y Va17.4" con DCs pulsadas con NRP-V7, un mAb agonista contra CD40, o un mAb
agonista contra 4-1BB (para mejorar la activacién/supervivencia de células T CD8"), indujo el rapido inicio de la
diabetes en ratones Va17.4 TCR-TG NOD, pero no pudieron provocar enfermedad en ratones Va17.6" TCR-TG
(Tabla 4).

TABLA 3. Los tratamientos que promueven el desarrollo y la expansion de las células T de memoria precipitan el
inicio agudo de la diabetes en ratones 17.4a/8.33-TG NOD, pero no en ratones 17.6a/8.33-TG NOD.

3 inyecciones de mAb anti-CD40 o mAb Anti-4-IBB 100 pg i.p. con intervalos de 3-4 dias 2 inyecciones de 106 DC
derivadas de médula 6sea activadas con LPS pulsadas con 100 ug/ml de NRP-V7. Se siguieron los ratones para
detectar la diabetes al menos 8 semanas después de la ultima inyeccion.
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La capacidad de las células T CD122" Va17.6" TCR-TG CD8" para suprimir las respuestas cognadas y no cognadas
de las células T diabetogénicas (es decir, dirigidas contra péptidos autoantigénicos distintos del péptido
autoantigénico diana de estas células T supresoras IGRP2p6.214), condujo a los inventores a sospechar que podrian
afectar su actividad supresora dirigiéndose a las células presentadoras de antigeno (APC). Los ensayos de
citotoxicidad (liberacion de cromo) que emplean DCs pulsadas con péptidos como células diana y células T
CD122" 0 CD122-Va17.6" y CD122-Va17.4" TCR-TG CD8" como efectores indicaron que los primeros, pero no los
ultimos, eran capaces de lisar especificamente las DC impulsadas por NRP-V7 in vitro (Figura 7A). Los inventores
confirmaron que esto también era cierto in vivo. Se transfundié un numero igual de células B pulsadas con NRP-V7 y
pulsadas con TUM (marcadas con concentraciones bajas o altas del colorante CFSE, respectivamente) en ratones
Va17.6" TCR-TG y Va17.4" TCR-TG y un dia después se sacrificaron a los huéspedes para investigar qué células
habian sobrevivido a la transferencia. Como se muestra en la FIG. 7B, mientras que las células B pulsadas con
NRP-V7 sélo sobrevivieron en ratones Va17.4" TCR-TG, las células B pulsadas con el péptido de control negativo
TUM sobrevivieron en ambas cepas TCR-TG. Se obtuvieron resultados virtualmente idénticos cuando se usaron
DCsm en lugar de células B como APC (Figura 7B). Estos datos sugieren que las células T CD122" Va17.6" TCR-
TG CD8" de baja avidez suprimen las respuestas de las células T diabetégenas cognadas y no cognadas matando
las APC cargadas con autoantigeno.

Investigar si las nanoesferas recubiertas con NRP-V7/K® inducen la expansién de células CD8" autorreactivas de
memoria de baja avidez (tetramero-intermedio) en ratones NOD de tipo natural. Se contempla que el tratamiento de
ratones NOD con nanoesferas recubiertas con péptido/MHC dara como resultado la desaparicion de los clonotipos
de alta avidez y la expansion y el reclutamiento de células T CD8" de baja avidez, la alteracién del reclutamiento de
otras especificidades de IGRP epitopo reactivo a islotes y la proteccion de la diabetes.

Para evaluar si las células T CD8" expandidas en perlas en ratones NOD naturales son células T de memoria de
baja avidez de Iarga vida, los inventores anallzaron la presencia de marcadores de memoria (CD44 y CD 122) en las
células T CD8" positivas al tetramero NRP V7/K® contenidas en la médula 6sea y el bazo de ratones tratados con
nanoesferas recubiertas con NRP-V7/K®. Se contempla que las poblaciones expandidas de células positivas a los
tetrameros contenidas en el bazo y la médula de estos ratones contenian un porcentaje |ncrementado de células T
CD8' CD44hi y CD44hiCD122", lo que suglere que el tratamiento con nanoesferas NRP-V7/K® aumenta el tamafio
de las agrupaciones de células T de tetramero” CD44hi y tetramero” CD44hiCD 122"

Se contempla gue las células T tipo memoria que se expanden mediante terapla in VIVO con nanoesferas revestidas
con NRP-V7/K® se comportaran como las células T CD8" de memoria CD122" Va17.6" TCR-TG que se acumulan
espontaneamente en ratones Va17.6° TCR-TG: no producen IL-2 ni proliferan, pero producen altos niveles de IFN-y
en respuesta a la estimulacion antigénica in vitro. Se contempla adicionalmente que, tras la activacion con mAb anti-
CD3 e IL-2, estas células T tipo memoria suprimiran eficazmente la proliferacion de la respuesta del marcador CFSE
de las células T CD8" Va17.4" TCR-TG in vitro.

Las nanoesferas recubiertas con péptido/MHC expanden las células T de memoria de baja avidez preexistentes. Se
cree que las nanoesferas revestidas con péptido/MHC no generaran células T de memoria de novo, sino que
expandiran las agrupaciones preexistentes de células T de memoria. Se contempla que el tratamiento de ratones
NOD con nanoesferas revestidas con TUM/K® no inducira la expansion sistémica de células T CD8" reactlvas a
TUM. Se contempla ademas que el tratamiento de ratones B10.H2g7 con nanoesferas revestldas con NRP-V7/K® no
induce una expansion significativa del subconjunto de células T CD8" tetramero” NRP- V7/K® en todos los oérganos
linfoides y la expansién sistémica de las células T CD8" reactivas con tetrameros en ratones NOD tratados con
nanoesferas son significativamente mas eficaces cuando se inician en el inicio de la diabetes que en la etapa pre-
diabética. También se cree que, a diferencia de las células T CD8" naturales, que tienden a sufrir apoptosis tras la
ligadura de TCR en ausencia de co-estimulacion, las células T CD8" de memoria son independientes de la
coestimulacion para el crecimiento.

Para |nvest|gar la hipdtesis anterior formalmente, los inventores determlnaron si las nanoesferas recubiertas con
IGRP206.214/K* pueden expandir células T CD8" reactivas a IGRPgs- 214/K® en una cepa NOD dirigida por gen que
expresa una forma mutante de IGRP en la que los dos residuos en contacto con TCR de IGRP?®%'* han sido
sustituidos por alaninas (K209A y F213A). Los alelos diana (en este documento en adelante denominados FLEX1 o
NOD.IGRPKzoear213a<""") son retrocruzados sobre el fondo NOD (desde 129) usando el enfoque de velocidad-
congénica, para asegurar la homocigosidad de los alelos NOD en todos los loci Idd. Debido a que las células T CD8"
que maduran en estos ratones dirigidos por genes nunca se exponen a IGRP2gs-214 in Vivo, estos ratones no pueden
generar espontaneamente células T CD8" IGRP0s. 214/K° reactivas. A pesar de que estos ratones desarrollan tanto
diabetes como insulitis (no mostrada), sus linfocitos T CD8" asociados a islotes reconocen epitopos en IGRP, pero
estan completamente desprovistos de clonétipos CD8" IGRP2gs.214-reactivos. Se contempla que Ios ratones NOD
homocigoéticos FLEX1 tratados con dosis optlmas de nanoesferas recubiertas con IGRP20s214/K® no contendran
agrupaciones expandidas de células T CD8" IGRP2s.214/KD" reactivas en sus 6rganos linfoides. Esto sugiere que las
nanoesferas recubiertas con péptidos/MHC expanden depésitos preexistentes de células T de memoria con
propiedades supresoras y no pueden generar células T de memoria de novo.

Dado que los clonotipos de baja avidez (es decir, en ratones Va17.6" TCR-TG) parecen ser mas eficientes en la
generacién de progenie de células T de memoria que sus homélogos de alta avidez (es decir, en ratones Va17.4"
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TCR-TG) durante la diabetogénesis, se cree que las nanoesferas recubiertas con péptido/MHC trabajan induciendo
la supresion de clonotipos de alta avidez naturales y la expansion de pequefios grupos de clonotipos de baja avidez
preexistentes de memoria.

Ejemplo 2

Prueba de la capacidad de las nanoesferas de 6xido de hierro recubiertas con los complejos humanos de
péptido/HLA relevantes de diabetes tipo 1 para restaurar la normoglucemia

Ratones "humanizados" que expresan transgenes HLA y complejos péptido/HLA disponibles para los estudios
propuestos. Como se menciondé anteriormente, los péptidos derivados de insulina e IGRP son dianas primarias de
células T CD8" en ratones NOD de tipo natural. La evaluacién de péptidos que presentaron moléculas de MHC
humanas (antigenos de leucocitos humanos, HLA) derivados de estos dos autoantigenos durante la diabetogénesis
se esta investigando en ratones NOD transgénicos HLA 'humanizados'. Los estudios se centraron inicialmente en
HLAA * 0201, una molécula del MHC que se expresa en casi el 50% de ciertos grupos étnicos. Este estudio emplea
la cepa denominada NOD.(32 m™" HHD, que carece del gen de la macroglobulina 32 murina y expresa la
construcciéon monocadena quimérica HHD (Pascolo et al., 1997). Este constructo codifica f2m humano unido
covalentemente a los dominios a1 y a2 de HLA-A*0201 humano y a los dominios a3, transmembrana y citoplasmico
de H-2D® murino. Aunque la cepa expresa solo HLA-A*0201, y no moléculas de MHC de clase | murina endégena,
es susceptible a la diabetes, con 55% de las hembras afectadas por 30 semanas de edad (Takaki et al, 2006). Dos
epitopos de IGRP humano (hIGRP22s.235 € hIGRP26s5.273) que se unen a HLA-A*0201 son reconocidos por células T
CD8" asociadas a islotes de estos ratones y células T CD8" aisladas de los islotes de ratones NOD.B2 m™".HHD.
son citotoéxicos para los islotes positivos de HLA-A*0201 humanos (Takaki et al, 2006). Los tetrameros
péptidos/HLA-A*0201 se prepararon usando uno de estos péptidos. Para facilitar la uniéon de estos tetrameros por
moléculas CD8 murinas, el dominio a3 (unién a CD8) del complejo HLA-A*0201 se reemplazé con el de la molécula
H-2 K® murina. Los resultados de estos estudios han establecido la utilidad de estos ratones para la identificacion de
células T restringidas con HLA-A*0201 y autoantigenos de células beta de importancia potencial para la T1D
humana (Takaki et al., 2006). Basandose en la descripcion actual, se pueden identificar los péptidos humanos que
estan dirigidos por células T restringidas a HLA-A*0201 de pacientes con T1D. Ademas, los inventores han
generado ratones NOD que expresan HLA-A*1101, HLA-B*0702 o HLA-Cw*0304. Estos ratones también tienen 32m
murino sustituido con 2m humano cruzandolos con la cepa NOD.2 m”””.hBZm (Hamilton-Williams et al, 2001). Los
tres transgenes HLA expresan bien, y las tres cepas HLA-transgénicas son susceptibles a la diabetes. En conjunto,
los HLA de estos animales "humanizados" son representativos de los cuatro supertipos de HLA HLA-A2, HLA-A3,
HLA-B7 y HLA-C1, respectivamente (Sidney et al., 1996; Doytchinova et al., 2004). Las frecuencias genéticas de los
alelos HLA-A*1101, HLA-B*0702 o HLA-Cw*0304 pueden alcanzar 23%, 11% o 10%, respectivamente, dependiendo
del grupo étnico examinado (Cao et al, 2001). La cobertura de la poblacién puede ser superior al 90%, dependiendo
del grupo étnico considerado, cuando los cuatro supertipos son dirigidos (Sidney et al, 1996; Doytchinova et al,
2004; Cao et al., 2001). Esta consideracion es significativa con respecto a la traduccion de estos estudios a seres
humanos. Estos animales, asi como la cepa el NOD.BZm”“”.HHD anteriormente descrita estan disponibles para
estudios posteriores.

En este ejemplo, los inventores proponen un disefio sobre cémo traducir estas observaciones en ratones NOD de
tipo natural a ratones NOD transgénicos HLA 'humanizados'. El objetivo es investigar si el tratamiento con
nanoesferas recubiertas con varios complejos peptidicos/HLA diferentes dirigidos a grupos de células T CD8"
autoreactivas relevantes para la T1D humana puede proteger a los ratones contra la diabetes asi como restaurar la
normoglucemia en sus contrapartes recién diagnosticadas. Aqui, los inventores presentan un enfoque de traduccion
para identificar las combinaciones de péptidos/HLA relevantes de T1D para su uso en la T1D humana.
Especificamente, los inventores contemplan que las nanoesferas revestidas con diferentes complejos de péptidos
autoantigénicos/ HLA-A*0201 relevantes para la T1D permitiran la proteccion contra la diabetes y curaran la T1D en
ratones NOD.BZm”””.HHD (que expresan HLA-A*0201). Cualquier experto en la técnica puede usar esta descripcion
para usar con otros epitopos relacionados con otras enfermedades autoinmunes, usando composiciones y métodos
similares a los usados con epitopos de insulina y/o IGRP presentados por otras moléculas HLA en ratones
transgénicos HLA 'humanizados' frente a células CD8" asociadas a islotes, para incluir otras composiciones y
métodos. Cualquier experto sera capaz de identificar las condiciones minimas de tratamiento y el tipo de complejos
péptido/HLA que proporcionaran los maximos beneficios terapéuticos, asi como el requisito de existencia pre-
terapéutica de células T CD8" de baja avidez de memoria para el tratamiento terapéutico de éxito y la identificacién
de combinaciones adicionales de péptidos/HLA cubriendo a tantas personas en diferentes grupos étnicos como sea
posible.

Sintesis de nanoesferas. Las nanoesferas se sintetizan y caracterizan en los niveles fisico y quimico esencialmente
como se describié previamente (Moore et al., 2004), pero utilizando monédmeros de péptido biotinilado/HLA-A*0201.
La molécula de MHC del complejo esta compuesta de 32 microglobulina humana y una forma quimérica de HLA-
A*0201 humana en la que sus dominios a1 y a 2 estan fusionados al dominio a3 de H-2 K® murino (para facilitar el
reconocimiento por la molécula CD8 murina). Como péptidos autoantigénicos se utilizan diferentes derivados de
insulina y IGRP (tales como, por ejemplo, hinsgio.1s, hIGRP228236 ¥ hIGRP2ss.273) que han demostrado ser
reconocidos por células T CD8" asociadas a islotes en el contexto de HLA-A*0201. Los monémeros de péptidos
biotinilados/HLA-A*0201 se afiadiran a una relaciéon molar de 4 moles de biotina por mol de avidina. Las proteinas
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biotiniladas se afadiran en multiples porciones (aproximadamente 0,4 moles de biotina por avidina) durante un
periodo de 24 horas a 4°C con agitacion lenta (10 rpm). Las sondas resultantes se purifican en una columna de
separacion magnética (Milteny Biotec). Un mondmero consistioé en un péptido de unién no relacionado HLA-A*0201,
complejado con moléculas de HLA-A*0201, para la sintesis de la sonda de control negativo. Se miden el tamafo de
la nanoesfera, la relajabilidad (cambio en la velocidad de relajacion por mM), el nimero de sitios de union a la biotina
y el contenido de hierro y proteina.

Administracion de nanoesferas. Cohortes de 10-15 ratones NOD.BZm”””.HHD hembra se trataron con nanoesferas

recubiertas con cada uno de los diferentes complejos de péptido/HLA mencionados anteriormente o un complejo de
péptido de control negativo (gripe)/HLA (0,01, 0,05, 0,1, 0,5 y 1 ug de equivalentes peptidicos, uno dosis cada 3
semanas de 4 a 30 semanas de edad, o dos dosis/semana a partir de las 10 semanas de edad durante 5 semanas
consecutivas). La expansion periférica de células T CD8" especificas de antigeno se documenta mediante la tincién
de células mononucleares de sangre con anticuerpos monoclonales anti-CD8 y tetrameros de péptidos/MHC (antes
del inicio del tratamiento y en la retirada del tratamiento). Los ratones se sacrifican al inicio de la hiperglucemia o al
final del estudio. Los ratones individuales se estudian mediante citometria de flujo multicolor para detectar la
presencia de células T CD8" tetramero” central y/o de memoria efectoras (CD69, CD44h', cD62L" o CD62L'°,
CD122", LyBC") en diferentes 6rganos linfoides (bazo, ganglios linfaticos), médula ésea (un reservorio conocido de
células T de memoria), higado, pulmén e islotes. La avidez de unién al tetramero se mide como se ha descrito (Han
et al., 2005; Amrani et al., 2000). Los inventores contemplan que el tratamiento induce la expansion sistémica de
células de tetramero’ CD8" central de baja avidez y de memoria efectoras y la acumulacién preferente (pero no
exclusiva) de estas células T en la médula ésea, los ganglios linfaticos pancreaticos (PLN) y los islotes.

Administracion de multiples dosis del complejo péptido/MHC. En otro estudio, las cohortes de ratones se tratan con
una, dos, tres o cuatro inyecciones de una dosis eficaz, que los inventores consideran similares para todos los
complejos que muestran eficacia terapéutica en otros estudios (a las 4, 7, 10 y 13 semanas). Se espera que la
proteccion requiera una o mas de una dosis (para expandir el depdsito de células T de baja avidez de memoria por
encima del umbral protector) y que la poblacién de linfocitos T de memoria de tetramero” CD8® expandida
desaparezca progresivamente de la circulacion para acumularse en médula, PLN e islotes.

Administracion de complejos péptido/MHC al inicio de la hiperglucemia. Los ratones se tratan al comienzo de la
hiperglucemia (> 10,5 mM/I) con un protocolo de tratamiento de nanoesferas mas agresivo (1-5 ug de equivalentes
peptidicos dos veces por semana durante 5 semanas). Los controles negativos y positivos recibiran nanoesferas
recubiertas con un complejo péptido/HLA irrelevante o mAb anti-CD3 (una inyeccion i.v. diaria de 20 ug durante 5
dias (Haller, 2005)), respectivamente. A los ratones se les extrae sangre inmediatamente antes del inicio del
tratamiento para evaluar los porcentajes basales de células T CD8" positivas a los tetrameros en la circulacién. Se
considera la reversion de T1D cuando los valores de glucosa en sangre se estabilizan en <10 mM/I durante al menos
4 semanas, momento en el cual se retira el tratamiento. A los ratones se les extrae sangre de nuevo para confirmar
la presencia de grupos significativamente expandidos de células T CD8" positivas a los tetrameros circulantes. Los
animales son seguidos durante al menos 8-12 semanas adicionales para asegurar una remision estable. Los ratones
se sacrifican al final del periodo de observacion para establecer la persistencia a largo plazo de las agrupaciones
expandidas de células T CD8" positivas a tetrameros de memoria en diferentes érganos linfoides y no linfoides. El
tejido pancreatico también se cultiva para el analisis histoldgico. Se espera que la remisién a largo plazo este
asociada con la presencia de numerosos pequefios islotes desprovistos de infiltracion de células mononucleares. Es
decir, a diferencia de la situacién en ratones pre-diabéticos, donde se espera que el tratamiento fomente la
ocupacién de islotes inflamados por células T de memoria protectora, se predice que los tratamientos en ratones
diabéticos promoveran la acumulacion de células T de memoria protectora en los ganglios linfaticos pancreaticos
(ademas de otros depdsitos de células T de memoria), pero no en islotes (presumiblemente, islotes de recién
nacidos que carecen de potencial inflamatorio).

Las nanoesferas revestidas con péptido/HLA actian induciendo la delecién de clonétipos naturales de alta avidez.
Los inventores contemplan que las células T CD8" autorreactivas de baja avidez tienden a acumularse como células
de memoria durante la progresion de T1D (en pequefios ndmeros) y que las nanoesferas revestidas con
péptido/HLA actian induciendo la supresion de clonotipos de alta avidez naturales (debido al desencadenamiento de
TCR sin coestimulacion) y la expansion de pequefias agrupaciones de clonotipos de baja avidez de memoria
preexistentes (independientes de la coestimulacion). En parte, esto se debe a la observacion de que el tratamiento
de ratones con un péptido irrelevante (de un complejo antigénico tumoral (TUM/H-2 K%) no indujo la expansion
periférica de células T CD8" TUM/K® reactivo-tetramero sobre el fondo (véase mas arriba). Estas células CD8"
autorreactivas de baja avidez de memoria inhiben entonces la activacion de sus contrapartes naturales de alta
avidez (presumiblemente menos ajustadas) compitiendo por recursos estimuladores (es decir, antigeno/MHC en
DCs, citoquinas, etc.). De hecho, hay pruebas en otros sistemas de que las células de memoria pueden competir
eficazmente con células T naturales para sefiales homeostaticas (es decir, IL-15) (Tan et al., 2002). Al establecer
contactos estables con DCs autoantigénicamente cargadas en los PLN, estos clonotipos de baja avidez de memoria
prevalente también inhibirian la activacién de otras especificidades de células T autorreactivas.

La manifestacion de la expansion de las células T (y la actividad anti-diabetogénica) de las nanoesferas recubiertas
con péptido/HLA requiere la expresion del autoantigeno diana enddgeno en las células beta. Se cree que la
expresion de autoantigenos diana enddgenos es la fuente del estimulo que induce la formacion de las agrupaciones
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de células T CD8" autorreactivas de baja avidez de memoria que se expanden posteriormente mediante el
tratamiento con nanoesferas. Una deficiencia de IGRP se introducira en ratones NOD.BZm”””.HHD. Estos ratones se
tratan con nanoesferas revestidas con hIGRP22s.236 (reactivo cruzado con mIGRP22s8.235) Y hIGRP26s5.273 (idénticas a
MIGRPg5.273)/HLA-A*0201 (Takaki et al., 2006). Los ratones NOD.B2m™".IGRP™".HHD se tratan con dosis 6ptimas
de nanoesferas cubiertas con los dos complejos IGRP/HLA. Los inventores contemplan que el tratamiento no induce
la expansién/reclutamiento de las células CD8" correspondientes de péptido hIGRP/HLA.

Si la expresion de IGRP es dispensable para el desarrollo de la diabetes (se sabe que la falta de expresion de IGRP
no es letal, ya que las ratas no lo expresan) y los ratones desarrollan espontaneamente diabetes, también se predice
que el tratamiento con nanosferas no protegera a los ratones de T1D (no habra células T CD8" de memoria IGRP
reactivas). Por el contrario, se cree que el tratamiento con nanoesferas revestidas con complejos de HLA-A*0201 y
epitopos de insulina inducira la expansion de las correspondientes agrupaciones de células T de memoria y sera
protector, ya que los ratones seguiran expresando insulina.

Es posible que los tipos de nanoesfera que se prueban en esta invenciéon no induzcan expansiones de células T
significativas en todos los ratones. Esto probablemente dependera de si la poblacion de células T correspondiente
se ha sometido previamente a cebado in vivo antes del inicio del tratamiento. Puede ser Util/necesario estudiar
cohortes adicionales de ratones tratados con combinaciones de varios tipos diferentes de nanoesferas. Obviamente,
es concebible que, contrariamente a la prediccion de los inventores, el tratamiento con nanoesferas pueda inducir la
formacion de novo de reservas de células T de baja avidez de memoria. En este caso, sin embargo, los inventores
contemplan que estas células no seran protectoras porque no seran capaces de acoplar complejos IGRP/HLA-
A*0201 enddgenos en DCs en ratones NOD.p2m™" .IGRP™" HHD.

Ratones que expresan hIGRP. Los inventores han generado varias lineas de ratones que expresan un transgén de
IGRP humano impulsado por promotor de insulina de rata y han comparado los niveles de expresion del transgén
humano en cada una de estas lineas con el del locus codificante de mMIGRP endégeno mediante RT-PCR en tiempo
real. Aunque los niveles de expresion del transgén eran altamente variables de una linea a otra, los niveles de
expresion eran consistentes entre diferentes individuos dentro de lineas individuales. En una de estas lineas (N°
1114) los niveles de expresion de hIGRP eran equivalentes a los de mIGRP.

Los inventores introdujeron este transgén RIP-hIGRP en ratones NOD.B2m™" .IGRP™ .HHD y hB2m/HLA-A*101,
HLA-B*0702, o ratones NOD.B2m™".IGRP™" HLA-Cw*0304-transgénico, para identificar epitopos adicionales en
hIGRP que son los objetivos de las respuestas de las células T CD8" en el contexto de estos cuatro alelos HLA
diferentes. Las células T CD8" asociadas a los islotes de estos ratones se seleccionan en busca de reactividad
contra bibliotecas de péptidos hIGRP de unién a HLA-A*0201, HLA-A*1101, HLA-B*0702 y HLA-Cw*0304.

Las correspondientes nanoesferas recubiertas de péptido/complejo de HLA se ensayan entonces en cuanto a la
eficacia anti-diabetogénica en los ratones NOD.g2m™".IGRP™" HLA-A*1101, HLA-B*0702 o HLA-Cw*0304
transgénicos correspondientes. El objetivo general de este ejercicio es ampliar el repertorio de combinaciones de
péptidos/HLA que podrian utilizarse para tratar al mayor nimero posible de pacientes.

Optimizacion de las propiedades terapéuticas de NP y conjugacion de pMHC. Los estudios en curso utilizando
complejos pMHC clase | se realizaron para optimizar el tamafio de NP y la densidad, asi como la valencia de pMHC.
Esto se hizo utilizando NP de oro, ya que es mas susceptible a este tipo de estudios que el 6xido de hierro. Esto
también ha ayudado a demostrar que la capacidad de pMHC-NP para expandir la memoria de células T
autorreguladora es independiente de la composicion quimica del nicleo NP (6xido de hierro vs. oro). Se realizé un
extenso trabajo con NP de oro de diferentes diametros y los datos sugieren que las NP de <14 nm de diametro son
beneficiosas a lo largo de las lineas que apuntan a un menor tamafio como el tamafio 6ptimo de NP. La union
direccional de multiples pMHCs a la superficie NP (> 50-200/NP) a través de su terminal carboxi y la estabilizacion
adecuada de los NPs recubiertos para permitir la concentracion a altas densidades de particulas (> 10*0/uL) sin
comprometer la monodispersion de las NPs o la estabilidad. Al probar estas nanovacunas de clase | en ratones NOD
pre-diabéticos, se ha establecido un intervalo viable de dosis de NP y valencia de pMHC que permite una expansion
significativa de células T CD8" autoregulatorias cognadas in vivo (~10 a 20 veces). Se ha establecido que la dosis
total de pMHC es clave y que los mejores resultados se obtienen al dar un mayor nimero de pequefas NPs
recubiertas con menos pMHCs que un niumero menor de NPs mayores recubiertas en mayores valencias de pMHC
(para la misma cantidad de pMHC total). Estas condiciones también reducen la acumulacion de tejidos y permiten la
administracion de niveles terapéuticos de pMHC a las dosis mas bajas posibles de metal.

En una realizacion preferida, se usan regimenes de dosificacion basados en las siguientes suposiciones:

Suposiciones: nanoparticula de 6xido de hierro de 4 nm revestida con antigeno pMHC en una densidad suficiente
para que la cantidad total de proteina por dosis sea de aproximadamente 1 ug a 25 ug.

Por ejemplo, el pMHC total por dosis (1 ug-25 pg) = (1,34 x 10'® pMHC/dosis a 3,33 x 10™* pMHC/dosis)
Total de hierro por dosis (4nm) NPs

(1 pg-5 pg) = (3,73x10'? Nps/dosis a 5,60x10" Nps/dosis)
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Se entiende que la cantidad de pMHC por dosis puede oscilar desde tan bajo como 0,1 pug hasta 500 ug.

Como ejemplo, en un paciente humano de 60 kg, la cantidad de pMHC por dosis puede variar de 0,24 a 6,08 mg con
la légica de que esto corresponde a los 1 uyg a 25 pg descritos anteriormente. También como se ha indicado
anteriormente, esta dosis se puede cambiar para corresponder a 0,1 pug a 500 ug.

Las particulas de 6xido de hierro de 4 nm descritas anteriormente proporcionan una eficacia de mejora relativa a
nanoparticulas de oro que tienen un diametro de 14 nm, lo que sugiere que las particulas mas pequefas tienen una
utilidad mejorada. Se entiende que la expresion "6xido de hierro" pretende abarcar todos los 6xidos de hierro
disponibles o conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, a modo de ejemplo, oxihidréxidos de hierro.

Ejemplo 3
Nanosferas monospecificas revestidas de péptido-MHC Clase Il

Produccion de complejos de pMHC clase Il de T1D. Con el fin de probar la hipétesis de que las nanoesferas
recubiertas con complejos de péptido relevante a TID/-AY también podria permitir la proteccion de T1D y curar la
T1D en ratones NOD, se pueden construir varios complejos péptido/IA 9 diferentes a partir de las siguientes cinco
secuencias peptidicas relevantes de TID y de control: mimotopo BDC2.5: AHHPIWARMDA (SEQ ID NO: 59);
IGRP128.145: TAALSYTISRMEESSVTL (SEQ ID NO: 60); IGRP422: LHRSGVLIIHHLQEDYRTY (SEQ ID NO 61);
IGRP1g5.214: HTPGVHMASLSVYLKTNVFL (SEQ ID NO: 62); y la insulina Bg.23: SHLVEALYLVAGERG (SEQ ID NO
63). Como controles negativos, el complejo de péptido de isomerasa G6P (LSIALHVGFDH; SEQ ID NO 64)/1A%
(control pMHC propio) y dos lisozimas de huevo de gallina (HEL142-RHGLDNYRG; SEQ ID NO 65- y HEL115-
AMKRHGLDNYRGYSL; SEQ ID NO. 66-)/I-A%’ (controles pMHC extrafios). Los mondmeros I-A%’ recombinantes se
generan como se ha descrito anteriormente. En resumen, las construcciones finales en el vector pPRMHa3 codifican
las secuencias lider naturales, seguidas por las secuencias peptidicas descritas anteriormente, y los dominios
extracitoplasmaticos de las cadenas I-A 7 3 y b, respectivamente. Ambas cadenas se extienden en una secuencia
enlazadora (SSAD), un sitio de escision de trombina (LVPRGS) y una secuencia de cremallera de leucina acida o
basica para la cadena a y la cadena b, respectivamente, seguidas por seis residuos consecutivos de histidina. Una
secuencia de biotinilacion N° 85 sigue la cremallera acida en la cadena a. Las construcciones de ADN se
cotransfectan en células de Drosophila melanogaster SC2 junto con un gen de resistencia a puromicina para generar
lineas celulares estables. Para la preparacion a gran escala (12 litros), las proteinas recombinantes se cosechan por
flujo tangencial de sobrenadantes de células inducidas por CuSQ, y se purifican mediante cromatografia de afinidad
de quelatos metalicos, cromatografia de intercambio anidnico, asi como cromatografia de exclusiéon por tamafos. La
biotinilacién de moléculas purificadas se realiza utilizando la enzima BirA. La biotinilacion se mide mediante
inmunodeplecion en perlas de estreptavidina-agarosa y posterior analisis por SDS-PAGE. Estos complejos pueden
conjugarse con las nanoesferas biodegradables y bioabsorbibles. Estos mondmeros también se pueden usar para
producir tetrameros conjugados con fluorocromos para enumerar las células T CD4" autoreactivas conocidas, tanto
antes como después del tratamiento con nanoesferas recubiertas con pMHC. Los complejos pMHC biotinilados
purificados se pueden recubrir entonces sobre las nanoesferas. Para los estudios propuestos en este documento, se
pueden producir los complejos pMHC recombinantes en células de mosca, como anteriormente, pero utilizando un
disefio de construccion diferente que aumente la valencia total de pMHCs que se pueden recubrir sobre nanoesferas
individuales: dimeros de pMHC fusionados al Fc de IgG2a.

Optimizacion de las propiedades terapéuticas de las nanoesferas y conjugacion de pMHC.

Se pueden hacer estudios usando pMHC clase | complejos para optimizar el tamafio de la nanoesfera y la densidad,
asi como la valencia de pMHC. El tamafio, la densidad, la carga y la monodispersidad de las nanoesferas pueden
medirse mediante espectrofotometria, microscopia electrénica de transmision (TEM) y dispersion dinamica de la luz.
Las muestras de nanoesferas pueden concentrarse, conjugarse con tiol-PEG-NH2-pMHCs de 3,4 kDa, lavarse y
concentrarse a altas densidades (~ 10"*/ml) sin comprometer la monodispersion.

Se contempla que las nanoesferas de 5-15 nm de diametro son 6ptimas. Nuevos protocolos de sintesis permitiran la
union direccional de multiples pMHCs a la superficie de la nanoesfera (hasta 200/nanosfera, por ejemplo) a través
de sus terminales carboxilicos y una adecuada estabilizacion de la nanoesfera recubierta para permitir la
concentracion a densidades de particulas altas (> 101°/uL) sin comprometer la monodispersion o la estabilidad.
Estas nanovacunas de clase | se pueden probar en ratones NOD pre-diabéticos para establecer un intervalo viable
de dosis de nanoesfera y valencia de pMHC que permita la expansién masiva de células T CD8" autoregulatorias
cognadas in vivo. Se contempla que el tratamiento de ratones diabéticos recién diagnosticados con estas
nanoesferas de pMHC sera altamente eficaz para restablecer la normoglucemia. Se contempla que se obtendran los
mejores resultados cuando se dé un mayor nimero de pequefias nanoesferas recubiertas con menos pMHC que un
numero menor de nanoesferas mayores revestidas con mayores valencias de pMHC (para la misma cantidad de
pMHC total). Se contempla ademas que estas condiciones y las propiedades bioabsorbibles y biodegradables de las
nanoesferas reduciran la acumulacion de tejido y permitiran el suministro de niveles terapéuticos de pMHC a la dosis
mas baja posible.

Reversion de la hiperglucemia en ratones NOD por tratamiento con las nanoesferas revestidas con pMHC de clase Il
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que son relevantes para TID. Se contempla que las nanoesferas bioabsorbibles y biodegradables revestidas con
pMHC clase Il pueden revertir la hiperglucemia en ratones NOD diabéticos recién diagnosticados, esencialmente
como se describe para las nanoesferas revestidas con pMHC de clase |. Los ratones NOD diabéticos se pueden
tratar dos veces por semana con 7,5 ug de NPs. Los ratones se consideran curados cuando_ permanecen
normoglicémicos durante 4 semanas consecutivas. Se contempla que las nanoesferas de 2,5mi/l -AY invertiran la
hiperglucemia en casi todos los ratones ensayados. La hiperglucemia puede medirse, por ejemplo, mediante
pruebas de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT). Se contempla que la mayorla si no todos los ratones
hlperglucemlcos tratados con nanosferas de IGRP12s.145/I-AY, nanosferas de Bo.2s/I-AY y nanosferas de IGRP4.,/I-
A% se volveran normoglicémicos. Como control, se pueden usar nanoesferas recubiertas con nanosferas de
IGRP2s2.202/I-AY (un antigeno propio irrelevante para T1D) y HEL1422/1-AY (se puede usar un antigeno ajeno). Se
contempla que estos experimentos demostraran que las nanoesferas "monoespecificas" recubiertas con varios
complejos de clase Il de pMHC diferentes relevantes para T1D pueden ser al menos tan eficaces en la induccion de
la inversion de T1D como nanoesferas revestidas con pMHC de clase |. En algunos casos, se cree que podria ser
necesario reforzar el mantenimiento coherente y universal a largo plazo de la normoglucemia

Nanoesferas revestidas con pMHC clase Il TID-relevantes y la expansién de células T CD4" tipo Trl cognados y
autoreguladoras de fenotipo de memoria. Se contempla que la sangre, los bazos, los ganglios linfaticos pancreaticos
(PLN), los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) y la médula 6sea de ratones diabéticos de 50 semanas de edad
que puedan ser normoglicémicos por tratamiento con nanoesferas de <2,5mi/l- AY revelan un porcentaje
significativamente mayor de células T CD4+ tetramero+ 2.5mi/lA%” en todos los oérganos examinados, excepto los
MLN, en comparacién con los ratones estudiados inmediatamente al inicio de la diabetes o los animales no tratados
no diabéticos coincidentes en la edad. Se cree que la expansion de las células T CD4" sera especifica del antigeno
y no se detectara expansion en las agrupaciones de células T CD4" autoreactivas no cognadas. Se contempla que
el mantenimiento de la expansion de células T autorreguladoras sera necesaria para el mantenimiento sostenido de
la normogllucemla Los andlisis fenotipicos de estas células de tetramero+ 2.5mi/l- AY expandldas en NP-2 vs.
2.5mi/l-A% pueden revelar un fenotipo de tipo memoria (sobre-regulacion CD62°%, CD44 " y CD69 moderada). Estas
células pueden ser CD25- y FoxP3- Esto puede confirmarse en ratones NOD que expresan FoxP3-eGFP, en el que
las células Treg constitutivamente expresan eGFP. El tratamiento de estos ratones a las 10 semanas de edad con
las nanoesferas 2.5mi/l-A%’ puede expandir las células T eGFP - 2,5 mi tetramero+ CD4". Los estudios funcionales in
vitro de células T CD4+tetramero+2.5mi/l-A%’ fijadas por FACS pueden determinar si proliferan en respuesta a DCs
pulsadas con péptido cognado, pero no no afin, y si secretan IL-10 e IFNy. Estos estudios se pueden realizar
utilizando tecnologia ELISA y luminex. Se contempla que estas células T CD4" tipo Trl expresaran niveles altos de
TGFp de la superficie celular.

Se contempla que las células tetramero+ expandidas de nanosferas de pMHC de clase Il, pero no sus homodlogas de
tetramero, suprimiran eficazmente la proliferacion de células CD8" especificas de Gp33 de LCMV inocuo contra
Gp33 y DCs pulsadas con péptido de 2,5 mi (reconocidas por el respondedor y las células tetramero+ Tr1 CD4",
respectivamente). Se cree ademas que la adicion de un mAb anti-IL10 a los cultivos inhibira parcialmente esta
actividad supresora, en comparacion con los cultivos que reciben IgG de rata de control. Se cree que los
experimentos en ratones diabéticos tratados con nanoesferas IGRP4.,,/1- AY y que bloquean anti-IL- 10 o IgG de rata
(como control), asi como los experimentos en ratones NOD deficientes en perforina mostraran que la restauracion
de la normoglucemia por las nanoesferas del pMHC de la clase Il es dependiente de IL-10 y de perforina. Se
contempla ademas que el IFNy es necesario para el desarrollo de las células Trl que las nanoesferas pMHC pueden
expandir, pero no por su actividad supresora. Las células T autorreactivas cognadas que pueden expandirse en
respuesta a la terapia con nanosferas de pMHC en ratones IFNy-/- pueden tener un fenotipo Th2 (produciendo IL-4 e
IL-10 en respuesta al desafio peptidico ex vivo), mientras que las que se expanden en ratones IL-10-/- pueden
producir IFNy e IL-4 pero no IL-10. Estos resultados indican que la reversién de la diabetes esta mediada por células
tipo Tr1.

Ejemplo 4
Expansion de células T utilizando las nanosferas IGRP/Kd-PLGA.

Las nanosferas IGRP206-214/Kd-PLGA inducen la activacién de células T CD8" afines in vitro. Este ensayo se
realizd esencialmente como se describe en Tsai et al., Immunity (2010) 32, 568 - 680. Brevemente, se cultivaron
células T CD8" transgénicas del receptor de células T (TCR) especificas de IGRP206-214/Kd purificadas naturales,
de ratones 8.3-NOD, con nanosferas IGRP206-214/Kd-PLGA durante 48h. Los sobrenadantes se ensayaron para
IFN-gamma. Las células se pulsaron con 1 pCi de [3H]-timidina y se cosecharon. EIl CPM y el IFN-gamma se
midieron en relacion con el numero de nanoesferas por pocillo. Esto se representa en la Figura 9. La Figura 8
representa una imagen ampliada de las particulas de PLGA conjugadas con IGRP/Kd. Las particulas de PLGA se
prepararon de acuerdo con lo siguiente: Concentracion: 100 nm (PLGA: 20 mg/ml en 1,5 mL).

Tamano DLS: 154,72 nm
Conjugacion pMHC: conjugado 5 mg IGRP/Kd con 2 ml de particulas PLGA

Volumen final: 2 ml
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<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 1
His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
1 5

<210> 2

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 2
Leu Asn Ile Asp Leu Leu Trp Ser Val
1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 3
Val Leu Phe Gly Leu Gly Phe Ala Ile
1 5

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 4
Val Tyr Leu Lys Thr Asn Val Phe Leu
1 5

<210>5
<211>9
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 5

Val Tyr Leu Lys Thr Asn Leu Phe Leu

1 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 6

Lys Tyr Asn Lys Ala Asn Ala Phe Leu

1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400>7

Lys Tyr Asn Ile Ala Asn Val Phe Leu

1 5

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 8

Lys Tyr Asn Lys Ala Asn Val Phe Leu

1 5

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 9

Phe Gln Asp Glu Asn Tyr Leu Tyr Leu

1 5

<210>10

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 10

Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly

1 5

<210> 11
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<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 11

Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Ile

1 5

<210>12

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 12

Lys Tyr Gln Ala Val Thr Thr Thr Leu

1 5

<210>13

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 13

Lys Tyr Cys Leu Ile Thr Ile Phe Leu

1 5

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 14

Val Met Asn Ile Leu Leu Gln Tyr Val Val

1 5 10

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 15

Arg Met Met Glu Tyr Gly Thr Thr Met Vval

1 5 10

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 16

Asn Leu Ala Gln Thr Asp Leu Ala Thr Val

1 5 10
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<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 17
Gln Leu Ala Arg Gln Gln Val His Val
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 18
Ser Leu Ser Pro Leu Gln Ala Glu Leu
1 5

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 19
Ser Leu Ala Ala Gly Val Lys Leu Leu
1 5

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 20
Val Ile Val Met Leu Thr Pro Leu Val
1 5

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 21
Lys Leu Gln Val Phe Leu Ile Val Leu
1 5

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 22
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Phe Leu Ile Val Leu Ser Val Ala Leu
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 23
Phe Leu Trp Ser Val Phe Met Leu Ile
1 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 24
Asn Leu Phe Leu Phe Leu Phe Ala Val
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 25
Phe Leu Phe Ala Val Gly Phe Tyr Leu
1 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 26
Tyr Leu Leu Leu Arg Val Leu Asn Ile
1 5

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 27
Arg Leu Leu Cys Ala Leu Thr Ser Leu
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 28
Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 29
Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu
1 5

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 30
Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu
1 5

<210> 31

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 31
His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
1 5 10

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 32
Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg
1 5

<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 33
Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
1 5 10

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 34
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
1 5

<210> 35

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 35
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr
1 5 10

<210> 36

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 36
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 37
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys
1 5

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 38
Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu
1 5

<210> 39

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 39
Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu
1 5 10

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 40
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly
1 5

<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 41
Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg
1 5

<210> 42

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 42
Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu Gln
1 5 10

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 43
Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
1 5 10

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 44
Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
1 5

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 45
Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
1 5

<210> 46
<211>9
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 46

Ser Leu Leu Leu Glu Leu Glu Glu Val

1 5

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 47

Leu Met Trp Ala Lys Ile Gly Pro Val

1 5

<210> 48

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 48

Val Leu Phe Ser Ser Asp Phe Arg Ile

1 5

<210>49

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 49

Ser Leu Ser Arg Phe Ser Trp Gly Ala

1 5

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 50

Lys Val Glu Asp Pro Phe Tyr Trp Val

1 5

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 51

Arg Thr Phe Asp Pro His Phe Leu Arg Val

1 5 10

<210> 52
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<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 52

Phe Leu Arg Val Pro Cys Trp Lys Ile

1 5

<210> 53

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 53

Lys Ile Thr Leu Phe Val Ile Val Pro Val

1 5 10

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 54

Val Leu Gly Pro Leu Val Ala Leu Ile

1 5

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 55

Thr Leu Phe Val Ile Val Pro Val Leu

1 5

<210> 56

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 56

Arg Leu Ala Gly Gln Phe Leu Glu Glu Leu

1 5 10

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 57

Phe Leu Tyr Gly Ala Leu Leu Leu Ala

1 5
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<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 58
Val Tyr Leu Ala Thr Asn Val Ala Leu
1 5

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 59
Ala His His Pro Ile Trp Ala Arg Met Asp Ala
1 5

<210> 60

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 60
Thr Ala Ala Leu Ser Tyr Thr Ile Ser Arg Met
1 5 10

<210> 61

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu Glu Ser Ser Val Thr Leu

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 61
Leu His Arg Ser Gly Val Leu Ile Ile His His
1 5 10

<210> 62

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Gln Glu Asp Tyr Arg Thr Tyr

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 62

His Thr Pro Gly Val His Met Ala Ser Leu Ser
Leu

1 5 10

20

<210> 63

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val Tyr Leu Lys Thr Asn Val Phe

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 63

Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Ala Gly Glu Arg Gly
1 5 10 15
<210> 64

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 64

Leu Ser Ile Ala Leu His Val Gly Phe Asp His

1 5 10

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 65

Arg His Gly Leu Asp Asn Tyr Arg Gly

1 5

<210> 66

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 65

Ala Met Lys Arg His Gly Leu Asp Asn Tyr Arg Gly Tyr Ser Leu
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de nanoparticulas de alta densidad de particulas que comprende complejos de antigeno-MHC
acoplados a una relacién de mas de 50 a 200 a una nanoesfera bioabsorbible y biocompatible que tiene un diametro
de 4 nm o de 5 a 15 nm para su uso en un método para prevenir o tratar un trastorno autoinmune cuando se
administra a un sujeto para expandir las células T autorreactivas anti-patdgenas.

2. Una composicion de nanoparticulas de alta densidad de particulas que comprende complejos de antigeno-MHC
acoplados a una proporcion de mas de 50 a 200 a una nanoesfera bioabsorbible y biocompatible que tiene un
diametro de 4 nm o de 5 a 15 nm para su uso en un método para expandir y/o desarrollar poblaciones de células T
autorreactivas y anti-patdgenas en un sujeto cuando se administra para expandir dichas poblaciones.

3. La composicién para uso de la reivindicacion 1 6 2, en la que una pluralidad de epitopes auto-antigenos estan
contenidos en dichos complejos antigeno-MHC.

4. La composicion para uso de la reivindicacion 3, en la que dicha pluralidad de epitopos auto-antigenos se derivan
de un Unico auto-antigeno o una pluralidad de auto-antigenos.

5. La composicién para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en la que la poblacién expandida de células
T autorreactivas anti-patdgenas es especifica de antigeno pero suprime de una manera no especifica de antigeno.

6. La composicién para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, en la que la administraciéon de dichas
nanosferas bioabsorbibles y biocompatibles reduce la poblacién de células T autorreactivas patdgenas afines o no
afines.

7. Un complejo de nanoesferas bioabsorbibles y biocompatibles de epitopo-MHC auto-antigeno que comprende un
nucleo biocompatible y un revestimiento biodegradable y bioabsorbible sobre la superficie externa de dicho nucleo y
complejos de antigeno-MHC de alta densidad acoplados en una relacion de mas de 50 a 200 a una nanoesfera
bioabsorbible y biocompatible que tiene un diametro de 4 nm o de 5 a 15 nm, en donde los complejos de antigeno-
MHC de alta densidad se acoplan al nucleo biocompatible o al revestimiento biodegradable y bioabsorbible.

8. El complejo de nanoesferas bioabsorbible y biocompatible de epitopo-MHC auto-antigeno de la reivindicacion 7,
en el que dicho nucleo biocompatible comprende un metal, hierro, éxido de hierro, un polimero u oro.

9. El complejo de nanoesfera bioabsorbible biocompatible de epitopo-MHC de auto-antigeno de la reivindicacion 7 u
8, en el que dicho revestimiento biodegradable y bioabsorbible se selecciona entre dextrano, manitol y
poli(etilenglicol).

10. La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o el complejo de cualquiera de las
reivindicaciones 7-9, en el que dicho acoplamiento comprende ademas un enlazador y en el que el enlazador es
opcionalmente etilenglicol.

11. La composicién para uso de la reivindicacién 1, en la que la molécula de MHC comprende moléculas de MHC de
clase Il.

12. La composicién para uso de la reivindicacion 1, en la que dichas células T autorreactivas son células CD4" TR1
y opcionalmente en las que las células CD4" TR1 se caracterizan por la expresion de IL-10 e IFNy.

13. La composicion para uso de la reivindicacion 1, en la que los complejos de antigeno-MHC estan acoplados
covalentemente a la nanosfera bioabsorbible y biocompatible, en donde la molécula de MHC comprende moléculas
de MHC de Clase Il y en donde las células T autorreactivas anti-patdgenas son células TR1 que expresan IL-10.

14. La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y 11-13, o el complejo de cualquiera de las
reivindicaciones 7-9, en el que el MHC es MHC | o MHC Il o una combinacion de los mismos y opcionalmente en el
que dicho acoplamiento comprende ademas un enlazador.

15. La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6 11-13, o el complejo de cualquiera de las
reivindicaciones 7-9, en el que dicho trastorno o enfermedad autoinmune es la prediabetes, diabetes, diabetes tipo |,
diabetes tipo Il , asma alérgica, esclerosis multiple, cirrosis biliar primaria, neuromielitis éptica, penfigo vulgaris,
enfermedad del intestino irritable, enfermedad de Crohn, colitis, artritis reumatoide, artritis psoriasica, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, psoriasis, cardiomiopatia, miastenia gravis, uveitis, espondilitis
anquilosante, enfermedad de Grave, miopatia inflamatoria o sindrome del anticuerpo anti-fosfolipido vy
opcionalmente en el que dicho acoplamiento comprende ademas un enlazador.

16. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 7-9, o la composicion para uso de cualquiera de las
reivindicaciones 11-15, en el que una pluralidad de epitopos de auto-antigeno estan contenidos en dichos complejos
de antigeno-MHC que se derivan de un solo auto-antigeno o una pluralidad de auto-antigenos y opcionalmente en el
que dicho acoplamiento comprende ademas un enlazador.
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17. La composicién para uso de las reivindicaciones 1, 2 6 11, en la que:

a) la enfermedad autoinmune es la diabetes tipo |, el antigeno se deriva de un antigeno seleccionado del grupo que
consiste en PPI, IGRP, GAD, o pro-insulina, y el componente MHC comprende todo o parte de HLA-DR; o

b) la enfermedad autoinmune es la esclerosis multiple, el antigeno se deriva de un antigeno seleccionado del grupo
que consiste en MOG, MBP o PLP, y el componente MHC comprende todo o parte de HLA-DR.

18. Una formulaciéon de dosificacion que comprende la composicidon para uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2, 11 6 17, en la que la cantidad de complejos de antigeno-MHC por dosis es de 0,024 a 121,6
mg.
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