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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedad inmune mediante suministro a la mucosa de antigenos

La presente invencion se refiere al tratamiento de enfermedades autoinmunes, alérgicas, y enfermedad de injerto contra
anfitrion mediante suministro a la mucosa de un antigeno mediante Lactococcus preferiblemente Lactococcus lactis.

Campo de la invencién

El sistema inmunitario tiene la tarea de distinguir entre el auto y el no auto. El sistema inmunitario de la mucosa,
presente a lo largo de los tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, tiene la carga adicional de coexistir con
una abundancia de bacterias y antigenos inocuos, tales como antigenos de alimentos, antigenos transportados por el
aire o la flora bacteriana comensal. Una caracteristica clave del sistema inmunitario de la mucosa es su capacidad de
permanecer tolerante a estos antigenos, mientras que retiene la capacidad de repeler efectivamente los patdégenos. La
introduccion del antigeno sistémicamente, ya sea por inyeccion o por lesiéon, conduce a la infiltracién local de células
inflamatorias y a la produccion especifica de inmunoglobulinas. Por el contrario, los antigenos introducidos en las
superficies de la mucosa, tales como los tractos gastrointestinal y genitourinario, provocan la inhibiciéon activa de la
respuesta inmune a esos antigenos sistémicamente. La induccién especifica de estas respuestas reguladas mediante la
administracién de antigeno a través del tracto gastrointestinal se conoce como tolerancia oral. La administracion oral de
antigeno puede llevar a la falta de respuesta sistémica y es una alternativa atractiva a las invenciones médicas
inmunosupresoras que tienen efectos secundarios indeseables (como los esteroides). La invencion se basa, en
particular, en el campo de la tolerancia a dosis baja, obtenida mediante exposicidn continua a bajas dosis de antigeno.
Se han propuesto inducciones de tolerancia a través de la mucosa como una estrategia de tratamiento contra
enfermedades autoinmunes, alérgicas e inflamatorias.

Estado de la técnica

La siguiente discusion de los antecedentes de la invencion se proporciona solo para ayudar al lector a comprender la
invencion y no se admite que describa o constituya la técnica anterior de la presente invencién.

Las enfermedades autoinmunes, alérgicas e inflamatorias representan una enorme carga para el paciente y la sociedad,
lo que resulta en una disminucién de la calidad de vida y enormes costes. Mas adn, no existe un tratamiento adecuado
sin efectos secundarios aceptables o0 que sea socialmente apropiado. Los tratamientos actuales para la enfermedad
autoinmune son principalmente paliativos, generalmente inmunosupresores o antiinflamatorios. Las terapias no
inmunes, tales como el reemplazo hormonal en la tiroiditis de Hashimoto o la DM tipo 1, tratan los resultados de la
respuesta autoagresiva. El tratamiento con esteroides o NSAID limita los sintomas inflamatorios de muchas
enfermedades. Se utiliza IVIG para CIDP y GBS. Se ha demostrado que terapias inmunomoduladoras mas especificas,
tales como los antagonistas de a-TNF etanercept, son Utiles en el tratamiento de la RA. No obstante, estas
inmunoterapias se pueden asociar con un mayor riesgo de efectos adversos, tales como una mayor susceptibilidad a
infeccion. La enfermedad celiaca, que se puede caracterizar por una inflamacién crénica del intestino delgado, solo se
puede tratar efectivamente mediante una dieta socialmente restrictiva que requiere la abstinencia de por vida de los
alimentos que contienen trigo, centeno o cebada.

Si bien una dieta estricta sin gluten puede conducir a la curacién del intestino, la intolerancia al gluten es permanente.

La enfermedad celiaca, también conocida como celiaquia o enteropatia sensible al gluten, es una enfermedad
inflamatoria crénica que se desarrolla a partir de una respuesta inmune a granos dietéticos especificos que contienen
gluten. El diagnoéstico se puede realizar en base a la presentacion clasica de diarrea, deposiciones grasas, hinchazén
abdominal y calambres, pérdida de peso, enfermedades 6seas metabdlicas, anemia y asi como también la presencia de
anticuerpos séricos con especificidad por gliadina y transglutaminasa tisular (tTG) (también denominada anti-
endomisial). La lesiéon de la mucosa se localiza en la parte proximal del intestino delgado y se caracteriza por atrofia
vellosa, hiperplasia de las células de la cripta e infiltracién linfocitica del epitelio y lamina propia, que liberan citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-2 e IFN-y, en respuesta a gliadin. La enfermedad celiaca se puede considerar la
enteropatia sensible a alimentos mas comun en los humanos, y puede aparecer en cualquier momento de la vida de
una persona. La prevalencia esta en el rango de 1:100 a 1:300 en poblaciones occidentales, arabes e indias. Ademas
del gluten, la enfermedad se puede desencadenar por primera vez después de cirugia, infeccion viral, estrés emocional
severo, embarazo o parto.

Por lo tanto, la induccion de tolerancia oral especifica antigénica seria un enfoque terapéutico atractivo. Aunque la
tolerancia oral se describié por primera vez en 191 1, no fue sino hasta finales de la década de 1970 cuando los
investigadores comenzaron a abordar los mecanismos implicados (Mayer and Shao, 2004a). Se han propuesto diversos
mecanismos para el desarrollo de tolerancia oral, que van desde la supresion de células T anti- especificas, hasta
desviacién inmune e inducciéon de anergia hasta la supresion por Tregs (Mucida et al., 2005). La mayoria de los
investigadores coinciden en que existen dos formas distintas de obtener tolerancia oral, la tolerancia a altas dosis,
obtenida después de una sola dosis alta de antigeno, que se basa en anergia y/o supresion (Friedman and Weiner,
1994), y la baja tolerancia a la dosis, obtenida por exposicion repetida a bajas dosis de antigeno, mediada por la
supresién activa de las respuestas inmunes por las células T CD4+, que incluyen células T reguladoras que producen
Foxp3+, IL-10 y/o TGF-B. Es importante destacar que, se muestra que las células T reguladoras inducidas a través de
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tolerancia de la mucosa median la supresién de activacion inespecifica, un proceso a través del cual las células
reguladoras especificas para una proteina suprimen la respuesta de las células efectoras cercanas a otra proteina. La
supresion de activacion inespecifica es una caracteristica importante adicional de la supresion inducida por antigeno
porque el grupo de antigenos que inducen autoinmunidad especifica a 6rgano es en gran parte desconocido, y anula el
fenédmeno de propagacion de epitopo. La propagacion de epitopos es una complicacién de enfermedades autoinmunes
y alérgicas por lo que la respuesta inmune iniciadora se expande con el tiempo para incluir respuestas a otros
antigenos.

El suministro dirigido y mas eficiente de moléculas para aplicaciones terapéuticas y profilacticas es una prioridad para la
industria farmacéutica. Las estrategias efectivas deberian reducir la dosis requerida, aumentar la seguridad y mejorar la
eficacia al enfocar las moléculas en el sitio de acciéon deseado. Las rutas mucosas del suministro de farmacos y vacunas
ofrecen una serie de ventajas logisticas y biolégicas en comparacion con la inyeccion. El suministro oral es
particularmente atractivo como resultado de la facilidad de administracién. Sin embargo, la degradacion gastrointestinal
y los bajos niveles de absorcion generalmente hacen que esta ruta de administracién de péptidos y proteinas sea
inefectiva. También se estan investigando rutas alternativas de mucosa, como las rutas nasal, rectal, pulmonar y ocular.

Por lo tanto, sigue subsistiendo un problema en la técnica para inducir efectivamente la tolerancia de antigenos.
Resumen de la invencién

Sorprendentemente, se encontr6 que un antigeno inmunodominante que se suministra, y preferiblemente esta
continuamente presente, en un sitio de la mucosa de un paciente induce una inmunotolerancia especifica de antigeno.
En particular, cuando un microorganismo tal como preferiblemente Lactococcus lactis (LL), que expresa
constitutivamente y secreta un antigeno inmunodominante, se suministra diariamente en un sitio de mucosa, se indujo
una tolerancia inmune especifica de antigeno. Observamos que el suministro a la mucosa de dicho antigeno por un
microorganismo de L. /actis da una supresion significativamente mejor de la respuesta inmune especifica de antigeno en
comparacién con el tnico suministro de la mucosa de dicho antigeno o dicho microorganismo.

Se demuestra que la invencién puede inducir tolerancia oral con una eficiencia mucho mas alta que con la monoterapia
con solo antigeno o con L. lactis de control. La activacion in vivo de las células T reguladoras especificas de antigeno se
potenciaba fuertemente. Especificamente, el suministro por mucosa de un péptido derivado de gliadina, que es
inmunodominante para las respuestas de células T mediadas por DQ8 mediante L. lactis genéticamente modificado,
induce la supresién de respuestas de células T restringidas DQ8 locales y sistémicas. El tratamiento dio como resultado
una disminucién especifica a antigeno de la capacidad proliferativa de los esplenocitos y células del nédulo linfatico
inguinal, que era criticamente dependiente de la produccion de IL-10 y TGF-B y se asocié con una induccién significativa
de células T reguladores de Foxp3+*. Debido a que este enfoque de bacterias que suministran antigenos tiene la
capacidad de potenciar la tolerancia oral incluso en el contexto de una hipersensibilidad establecida, es aplicable para el
tratamiento de enfermedad celiaca y otras enfermedades autoinmunes y/o alérgicas. La eficacia de la invencién se
demostré en modelos de raton con enfermedades autoinmunes y alérgicas, asi como en el contexto de la
inmunoactivacion de agentes terapéuticos.

La presente invencidn se refiere a un microorganismo que comprende un &cido nucleico que codifica un antigeno para
uso en el tratamiento de una respuesta inmune relacionada con una enfermedad seleccionada de una enfermedad
autoinmune, una enfermedad alérgica y enfermedad de injerto contra anfitrién, en un sujeto humano, en el que dicho
antigeno se expresa y secreta constitutivamente por dicho microorganismo, en el que dicho microorganismo es una
bacteria Lactococcus sp., y dicho antigeno es para ser administrado a través de suministro a la mucosa, y en el que
dicho sujeto humano ha establecido hipersensibilidad a dicho antigeno.

Se contemplan las siguientes realizaciones de dicho microorganismo para uso como se establecié anteriormente para la
presente invencion.

(i). El microorganismo para uso como se establecié anteriormente, en el que el microorganismo secreta un antigeno
implicado en la induccién de una alergia.

(i). El microorganismo para el uso como se estableci6 anteriormente, en el que la alergia es un asma alérgica, o alergia
a alimentos.

(iii). El microorganismo para el uso como se establecié anteriormente, en el que dicho microorganismo:

- es Lactococcus lactis (LL);

- se administra diariamente;

- de suministra durante por lo menos 1 semana, mas preferiblemente durante por lo menos 1 mes o 1 afo;
- se suministra por lo menos una vez al dia, preferiblemente dos veces al dia;

- se suministra en una dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg por dia, tal como 100 fg a 10 mg por dia, o 1 pg
a1 mg por dia, 0 10 pg a 100 ug por dia, 0 100 pg a 10 ug por dia, 0 1 ng a 1 ug por dia, o 10 ng a 100 mg por dia; y/o
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- se suministra mediante pulverizacion, capsula, aerosol, pastillas oblongas, bolo, comprimido, bolsitas, liquido,
suspension, emulsién o pastillas.

(iv). ElI microorganismo para el uso como se establecié anteriormente, en el que dicho suministro a la mucosa se
selecciona del grupo que consiste de suministro rectal, suministro bucal, suministro pulmonar, suministro ocular,
suministro nasal, suministro vaginal y suministro oral.

(v). El microorganismo para el uso como se establecié anteriormente, en el que:

- dicho antigeno induce células T reguladoras (Treg), preferiblemente induce células Treg Foxp3+;

- dicho antigeno reduce la proliferacién de células del nédulo linfatico de bazo e inguinal;

- dicho antigeno suprime la respuesta de célula T especifica a antigeno inflamatoria; y/o

- dicho antigeno es un péptido Der p 1 o B-lactoglobulina (BLG).

(vi) El microorganismo para el uso como se establecié anteriormente, en el que dicha secrecion es constitutiva.

(vii). El microorganismo para el uso como se establecié anteriormente, en el que dicho microorganismo se formula como
un medicamento, alimento médico o nutracéutico.

(viii). La composicion farmacéutica para uso como se establecié anteriormente en la que el antigeno esta involucrado en
la induccién de una alergia.

(ix). La composicién farmacéutica para el uso como se establecié anteriormente, en la que la alergia es un asma
alérgica, o alergia a alimentos.

(x). La composicion farmacéutica para el uso como se establecié anteriormente, en la que:
- dicho microorganismo es Lactococcus lactis (LL);

- dicho microorganismo esta presente en una dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg, tal como 100 fg a 10
mg,o01pgailmg,o10pga 100 ug,o100pga10ug, 01 ngalug,o10nga 100 mg;y/o

- dicha composicion farmacéutica se formula en pulverizaciones, capsulas, aerosoles, pastillas oblongas, bolo,
comprimidos, bolsitas, liquidos, suspensiones, emulsiones o pastillas.

(xi). La composicién farmacéutica para el uso como se estableci6 anteriormente, en la que:

- dicho antigeno induce células T reguladoras (Treg), preferiblemente induce células Treg Foxp3+;
- dicho antigeno reduce la proliferacién de células del nédulo linfatico de bazo e inguinal;

- dicho antigeno suprime la respuesta de célula T especifica a antigeno inflamatoria; y/o

- dicho antigeno es un péptido Der p 1 o B-lactoglobulina (BLG).

(xii). La composicion farmacéutica para el uso como se establecié anteriormente en la que la respuesta inmune
relacionada con la enfermedad es una enfermedad alérgica.

(xiii). El medicamento, nutracéutico o alimento médico para el uso como se establecié6 anteriormente, en el que el
antigeno esté involucrado en la induccion de una alergia.

(xiv). ElI medicamento, nutracéutico o alimento médico para uso como se establecié anteriormente, en el que la alergia
es un asma alérgica, o alergia a alimentos.

También se abarca en este documento una composicion farmacéutica que comprende un microorganismo y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables, para uso en el tratamiento de una respuesta inmune relacionada con una
enfermedad seleccionada de una enfermedad autoinmune, una enfermedad alérgica y enfermedad de injerto contra
anfitrion, en un sujeto humano, en la que dicho microorganismo secreta constitutivamente un antigeno, que esta
involucrado en la induccién de una respuesta inmune relacionada con la enfermedad, en la que el microorganismo es
una bacteria Lactococcus sp., y en la que dicho sujeto humano ha establecido hipersensibilidad a dicho antigeno.

Las siguientes realizaciones de dicha composicién farmacéutica para el uso como se establecié anteriormente se
contemplan para la presente invencion.

(xv). El medicamento, nutracéutico o alimento médico para uso como se establecié anteriormente, en el que dicho
microorganismo es Lactococcus lactis (LL).

Descripcion detallada de la invencion
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A lo largo de esta divulgacion, se hace referencia a diversas publicaciones, patentes y especificaciones de patentes
publicadas mediante una cita de identificacion.

Técnicas generales

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica
organica, farmacologia, biologia molecular (que incluyen técnicas recombinantes), biologia celular, bioquimica e
inmunologia, que estan dentro de los conocimientos de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la
bibliografia, tal como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" Second Edition (Sambrook et al., 1989);
"Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984); "Animal Cell Culture" (R. |. Freshney, ed., 1987); the series "Methods
in Enzymology" (Academic Press, Inc.); "Handbook of Experimental Immunology” (D. M. Weir & C. C. Blackwell, eds.);
"Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (J. M. Miller & M. P. Calos, eds., 1987); "Current Protocols in Molecular
Biology" (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, and periodicals) "Polymerase Chain Reaction" (Mullis et al., eds., 1994); and
"Current Protocols in Immunology” (J. E. Coligan et al., eds., 1991).

Definiciones

Como se utiliza en este documento, ciertos términos pueden tener los siguientes significados definidos. Como se utiliza
en la especificacion y reivindicaciones, las formas singulares "un", "una" y "el" incluyen referencias en plural a menos
que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una célula" incluye una pluralidad de células,
que incluyen mezclas de las mismas. De forma similar, el uso de "un compuesto” para el tratamiento o preparacion de
medicamentos como se describe en este documento contempla utilizar uno 0 mas compuestos de esta invencion para
dicho tratamiento o preparacion a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Como se utiliza en el presente documento, el término "que comprende" pretende significar que las composiciones y
métodos incluyen los elementos enumerados, pero no excluyen otros. "Consistir esencialmente en" cuando se utiliza
para definir composiciones y métodos, significara excluir otros elementos de significancia esencial para la combinacién.
Por lo tanto, una composicién que consiste esencialmente en los elementos como se definen en este documento no
excluira contaminantes en traza del método de aislamiento y purificacion y vehiculos farmacéuticamente aceptables,
tales como solucién salina tamponada con fosfato, conservantes y similares. "que consiste en" significara excluir mas
que oligoelementos de otros ingredientes y etapas de método sustanciales para administrar las composiciones de esta
invencion. Las realizaciones definidas por cada uno de estos términos de transiciéon estan dentro del alcance de esta
invencion.

Invencién.

Se demuestra que el suministro en la mucosa de un antigeno dominante inmunitario secretado por un microorganismo,
tal como preferiblemente L. lactis, induce la supresién de las respuestas de células T locales y sistémicas. El tratamiento
resultd en una disminucién especifica a antigeno de la capacidad proliferativa de los esplenocitos y las células del
nédulo linfatico inguinal, que era criticamente dependiente de la producciéon de IL-10 y TGF-B y se asocié con una
induccion significativa de células T reguladoras Foxp3+. Este enfoque de bacterias que suministran antigenos tiene la
capacidad de potenciar la tolerancia oral incluso en el contexto de una hipersensibilidad establecida. Por lo tanto, es
aplicable para el tratamiento de la enfermedad celiaca y otras enfermedades autoinmunes y/o alérgicas. La eficacia de
la invencion se demostré en modelos de ratén con enfermedades autoinmunes y alérgicas, asi como en el contexto de
la activacién inmune de agentes terapéuticos.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a inducir tolerancia inmune a un antigeno, que comprende el suministro a la
mucosa de dicho antigeno mediante una bacteria Lactococcus sp.

Preferiblemente la bacteria Lactococcus sp. que es preferiblemente una Lactococcus lactis, se formula como un
medicamento, alimento médico o nutracéutico y esta presente de forma continua en el sujeto humano.

El antigeno se suministra por dicho microorganismo. Preferiblemente dicho antigeno se suministra por un
microorganismo que secreta antigeno o que exhibe antigeno o un antigeno intracelular. Por lo tanto, la invencién abarca
realizaciones en las que dicho antigeno se exhibe en la superficie de dicho microorganismo que expresa antigeno o en
el que se secreta dicho antigeno, o dicho antigeno se libera a la digestion.

La presente invencién se refiere al dicho microorganismo que induce tolerancia inmune.
Preferiblemente, dicha tolerancia inmune es tolerancia a la mucosa.
Mucosa

La mucosa como se utiliza aqui puede ser cualquier mucosa, tal como mucosa oral, mucosa rectal, mucosa uretral,
mucosa vaginal, mucosa ocular, mucosa bucal, mucosa pulmonar y mucosa nasal. El suministro a mucosa como se
utiliza en toda la solicitud abarca el suministro a la mucosa. El suministro a la mucosa oral incluye rutas de suministro
bucal, sublingual y gingival. De acuerdo con lo anterior, el suministro a la mucosa se selecciona del grupo que consiste
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de suministro rectal, suministro bucal, suministro pulmonar, suministro ocular, suministro nasal, suministro vaginal y
suministro oral. Preferiblemente, dicho suministro a la mucosa es suministro oral y dicha tolerancia es tolerancia oral.

La tolerancia a la mucosa como se utiliza aqui en toda la solicitud es la inhibicién de la respuesta inmune especifica a
un antigeno en un animal (que incluye humanos), después de que dicho animal se ha expuesto a dicho antigeno a
través de la ruta de la mucosa. Preferiblemente, dicha tolerancia a la mucosa es tolerancia sistémica. La exposicion
posterior del antigeno puede ser cualquier exposicién conocida por los expertos en la técnica, tal como exposiciéon por
inyecciéon parenteral, suministro a la mucosa o produccion enddégena tal como en el caso de autoantigenos. La
tolerancia oral es la inhibicion de la respuesta inmune especifica a un antigeno en un animal (que incluye humanos),
después de que dicho animal ha sido expuesto a dicho antigeno a través de la ruta oral. La tolerancia oral a dosis bajas
es la tolerancia oral inducida por dosis bajas de antigenos, y se caracteriza por la supresién inmune activa, mediada por
células T reguladoras sensibles a ciclofosfamida que pueden transferir tolerancia a anfitriones sin tratamiento previo. La
tolerancia oral a altas dosis es la tolerancia oral inducida por altas dosis de antigenos, es insensible al tratamiento con
ciclofosfamida y conduce a la induccion de la hiposensibilidad de células T a través de anergia y/o eliminacion de
células T especificas a antigeno. La diferencia en la sensibilidad a la ciclofosfamida se puede utilizar para hacer una
distincién entre tolerancia a dosis baja y alta dosis (Strobel et al., 1983). Preferiblemente, dicha tolerancia oral es una
dosis baja de tolerancia oral como se describe por Mayer y Shao (2004b).

La tolerancia inmune inducida puede ser por lo menos 1.5, preferiblemente 2, mas preferiblemente 3 veces o0 méas en
relacion con antes de dicha induccion. Alternativamente, dicho antigeno se tolera por lo menos 1.5, 2, 3 veces 0 mas en
relacion con antes de dicha induccion. La induccién de tolerancia inmune se puede medir mediante métodos conocidos
en la técnica. Preferiblemente, dicha induccién de tolerancia inmune se puede medir mediante modulaciéon de un nivel
de citoquina en dicho animal. Como tal, la modulacién puede ser un aumento de un nivel de citoquina, por ejemplo dicho
aumento de un nivel de citoquina es por lo menos 1.5, 2, 3 veces 0 mas en relacién con antes de dicha induccién, por
ejemplo IL-10 o TGF-B. Alternativamente, dicha modulacién es una reduccion del nivel de un nivel de citoquina
particular, por ejemplo dicha reduccién del nivel de citoquina es por lo menos 1.5, 2, 3 veces o0 mas en relacién con
antes de dicha induccién, por ejemplo IL-12, IL-17 y IFN-y. Las citoquinas que se modulan se pueden seleccionar de
cualesquier citoquinas importantes, preferiblemente dichas citoquinas se seleccionan del grupo que consiste en IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-23, TNF-a, IFN-y, IFN-a, MCP-1, TGF-B, RANK-L y FIt3L.

Construcciones, suministro e integracion

En la presente invencién, el microorganismo suministra el antigeno en el sitio deseado, es decir, la mucosa. El
microorganismo expresa dicho antigeno, después de lo cual el antigeno se expone sobre la superficie celular o se
secreta. Por lo tanto, en una realizacién preferida, el microorganismo, tal como L. /actis, comprende un vector de
expresion capaz de expresar el antigeno heterélogo, por ejemplo el antigeno utilizado para inducir tolerancia inmune,
intracelularmente, secretado y/o de tal manera que el antigeno heterélogo se expone sobre la superficie celular bajo
condiciones presentes en la mucosa deseada, por ejemplo tal como en el tracto gastrointestinal. El microorganismo, por
ejemplo L. lactis, puede comprender vectores de expresion capaces de expresar el antigeno heterdlogo intracelular,
secretado y/o de tal manera que el antigeno heter6logo se expone sobre la superficie celular en un grado suficiente para
inducir tolerancia inmune. Se prevé un grado de expresion tan alto como sea posible sin dafar la viabilidad de la célula
o el anfitrién que se va a tratar. Con una expresién mas alta, se pueden requerir dosis menos frecuentes y mas bajas
para propésitos de tolerancia. Naturalmente, el régimen de dosificacién dependera no solo de la cantidad de antigeno
sino también del tipo de antigeno y de la presencia o ausencia de otros factores estimulantes o supresores de
inmunogenicidad en la composicion.

Habitualmente, el sistema de expresién comprendera una construccion genética que comprende por o menos una
secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno deseado, preferiblemente unida operatiblemente a un promotor capaz
de dirigir la expresién de la secuencia en el microorganismo anfitrion. Adecuadamente, el antigeno que se va a expresar
se puede codificar mediante una secuencia de acidos nucleicos que se adapta al uso de codén preferido del anfitrion. La
construcciéon puede contener adicionalmente (todos) otros elementos adecuados, incluidos potenciadores, secuencias
de iniciacion de transcripcién, secuencias sefal, genes informadores, secuencias de terminacién de transcripcion, etc.,
que pueden funcionar en el anfitrion seleccionado, como es conocido por los expertos en la técnica. La construccién
preferiblemente estd en una forma adecuada para la transformacion del anfitrion y/o en una forma que puede
mantenerse de manera estable en el anfitrién, tal como un vector, plasmido o minicromosoma. Vectores adecuados que
comprenden acido nucleico para la introduccion en microorganismos, por ejemplo bacterias, se pueden elegir o
construir, conteniendo secuencias reguladoras apropiadas, que incluyen secuencias promotoras, fragmentos de
terminacioén, secuencias potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias, segun sea apropiado. Los vectores
pueden ser plasmidos, virales, por ejemplo 'fago, o fagémido, seglin sea apropiado. Para mas detalles, véase, por
ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de &cido nucleico, por ejemplo en la preparacion
de construcciones de acidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en células y expresion
génica, y andlisis de proteinas, se describen en detalle en Short Protocols in Molecular Biology, Second Edition, Ausubel
et al. eds., John Wiley & Sons, 1992. En una realizacién preferida, las secuencias de codificacion para el polipéptido
bioldgicamente activo y el antigeno estan contenidas en un operén, es decir, una construccién de acido nucleico para la
expresion multi-cistrénica. En un operén, la transcripcion del promotor da como resultado un ARNm que comprende mas
de una secuencia de codificacion, cada una con su propio sitio de uniéon a ribosomas situado de forma adecuada
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corriente arriba. Por lo tanto, mas de un polipéptido se puede traducir a partir de un solo ARNm. El uso de un operdn
permite coordinar la expresion del polipéptido biolégicamente activo y el antigeno que se va a coordinar. Mas
preferiblemente, se utiliza una construccion de grado alimenticio.

En una realizacion los microorganismos transfectados de forma estable, es decir, microorganismos en los que el gen
que codifica el antigeno se ha integrado en el genoma del anfitrion. Las técnicas para establecer microorganismos
transfectados de forma estable son conocidas en la técnica. Por ejemplo, el gen de interés se puede clonar en el
genoma del anfitrion mediante recombinacién homoéloga. Preferiblemente, un gen esencial del anfitrion se ve
interrumpido por el evento de recombinacién homéloga, tal como la supresiéon del gen, una o méas sustituciones de
aminoacidos que conducen a una forma inactiva de la proteina codificada por el gen esencial, o una mutacién del marco
de lectura que resulta en una forma truncada de la proteina codificada por el gen esencial. En una realizacién, el gen
esencial es el gen thyA. Una técnica preferida se describe en el documento W0O02/090551. El plasmido transformante
puede ser cualquier plasmido, siempre que no pueda complementar el gen esencial interrumpido, por ejemplo gen thyA.
El plasmido puede ser uno auto-replicante, preferiblemente portador de uno o mas genes de interés y uno o mas
marcadores de resistencia, o el plasmido es un plasmido integrativo. En el Gltimo caso, el propio plasmido integrativo se
puede utilizar para romper el gen esencial, al provocar la integracién en el locus del gen esencial, por ejemplo sitio de
thyA, debido a que se interrumpe la funcion del gen esencial, por ejemplo el gen thyA. Preferiblemente, el gen esencial,
tal como el gen thyA, se reemplaza por recombinacion homologa doble mediante un casete que comprende el gen o
genes de interés, flanqueado por secuencias objetivo que se dirigen a la insercién del gen esencial, tal como el sitio
objetivo thyA. Se apreciara que estas secuencias de direccionamiento son suficientemente largas y suficientemente
homodlogas para permitir la integracién del gen de interés en el sitio objetivo.

Por lo tanto, una construccién genética puede estar presente en la célula anfitriona extracromos6micamente,
preferiblemente que se replica de manera auténoma utilizando un propio origen de replicacién, o se puede integrar en el
cromosoma de Lactococcus. En el Ultimo caso, se puede integrar una sola o multiples copias de dicho acido nucleico; la
integracion puede ocurrir en un sitio aleatorio del cromosoma o, como se describié anteriormente, en un sitio
predeterminado del mismo, preferiblemente en un sitio predeterminado, tal como, en un ejemplo no limitante preferido,
en el locus thyA de Lactococcus, por ejemplo, Lactococcus lactis.

Por lo tanto, en una realizacion, la construccién genética que codifica el antigeno puede comprender adicionalmente
secuencias configuradas para efectuar la insercion de dicha construccion genética en el genoma, por ejemplo, un
cromosoma, de una célula anfitriona.

En un ejemplo, la inserciéon de la construccion genética en sitios particulares dentro de un genoma, por ejemplo el
cromosoma de una célula anfitriona se puede facilitar por recombinacion homologa. Por ejemplo, la construccién
genética de la invencion puede comprender una o mas regiones de homologia con dicho sitio de integracién dentro del
genoma, por ejemplo, un cromosoma, de la célula anfitriona. La secuencia en dicho genoma, por ejemplo cromosoma,
el sitio puede ser natural, es decir, como ocurre en la naturaleza, o puede ser una secuencia exégena introducida por
ingenieria genética previa.

Por ejemplo, dicha(s) region(es) de homologia pueden tener por lo menos 50 pb, preferiblemente por lo menos 100 pb,
por ejemplo, por lo menos 200 pb, mas preferiblemente por lo menos 300 pb, por ejemplo, por lo menos 400 pb, incluso
mas preferiblemente por lo menos 500 pb, por ejemplo, por lo menos 600 pb o por lo menos 700 pb, ain mas
preferiblemente por lo menos 800 pb, por ejemplo, por lo menos 900 pb, o por lo menos 1000 pb o0 mas.

En un ejemplo preferido, se pueden incluir dos regiones de homologia, una que flanquea cada lado de las unidades de
expresion relevantes presentes en la construccion genética de la invencién. Dicha configuracion puede insertar
ventajosamente las secuencias relevantes, es decir, por lo menos las que codifican y efectian la expresion del antigeno
de interés, en células anfitrionas. Las formas de realizar la recombinacién homologa, especialmente en anfitriones
bacterianos, y la seleccién de recombinantes, son generalmente conocidas en la técnica.

Los métodos de transformacion de microorganismos son conocidos por los expertos en la técnica, tales como, por
ejemplo, transformacioén de protoplastos y electroporacién.

Se puede lograr un alto grado de expresion utilizando sefiales de expresién y/o secrecion homdlogas sobre los vectores
de expresién presentes en el microorganismo, por ejemplo L. /actis. De manera adecuada, son Utiles las sefiales que
regulan la expresion presentes en las construcciones en los Ejemplos. Otras sefiales de expresion seran evidentes para
el experto en la técnica. El vector de expresion se puede optimizar para la expresién dependiendo del microorganismo,
por ejemplo se incorpora L. lactis. Por ejemplo, se conocen vectores de expresién especificos que dieron niveles
suficientes de expresion en Lactococcus, Lactobacillus lactis, caseiy plantarum. Mas aln, se conocen sistemas que se
han desarrollado para la expresion de antigenos heterélogos en la bacteria Lactococcus lactis de calidad alimentaria no
patégena, no colonizante y no invasiva (véase la patente britdnica GB2278358B). Una construccion particularmente
preferida de acuerdo con la invencion comprende el vector de expresion de multiples copias descrito en el documento
PCT/NL95/00135 (WO-A-96/32487), en el que se ha incorporado la secuencia de nucleotidos que codifica el antigeno.
Dicha construccion es particularmente adecuada para la expresiéon de un antigeno deseado en una bacteria de acido
lactico, en particular en un Lactobacillus, a un alto nivel de expresion, y también se puede utilizar ventajosamente para
dirigir el producto expresado a la superficie de la célula bacteriana. Las construcciones (por ejemplo, del documento
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PCT/NL95/00135) se pueden caracterizar porque la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el antigeno esta
precedida por una secuencia de acidos nucleicos 5’ no traducida que comprende por lo menos la secuencia minima
requerida para reconocimiento de ribosoma y estabilizacion de ARN. Esto puede ir seguido de un codén de iniciacion de
traduccién que puede estar seguido (inmediatamente) por un fragmento de por lo menos 5 codones de la parte terminal
5’ de la secuencia de acidos nucleicos traducida de un gen de una bacteria de &cido lactico o un equivalente estructural
o funcional del fragmento. El fragmento también puede ser controlado por el promotor. El alto nivel regula la expresion
de genes heter6logos en el anfitrién y el acoplamiento de la expresién a la secrecién. En una realizacion preferida
adicional, la polimerasa de ARN bacteriéfago T7 y su promotor afin se utilizan para desarrollar un potente sistema de
expresion de acuerdo con el documento WO93/17117, que se incorpora aqui como referencia. Preferiblemente, el
plasmido de expresion se deriva de pT1NX.

Un promotor empleado de acuerdo con la presente invencién preferiblemente se expresa constitutivamente en la
bacteria. Los inventores observaron que la expresion constitutiva del antigeno resulta en un aumento de la tolerancia
inmune en contraste con la expresion inducible. Adicionalmente, el uso de un promotor constitutivo evita la necesidad de
suministrar un inductor u otra sefial reguladora para que tenga lugar la expresion. Preferiblemente, el promotor dirige la
expresiéon a un nivel en el que la célula anfitriona bacteriana permanece viable, es decir, retiene alguna actividad
metabdlica, incluso si no se mantiene el crecimiento. Ventajosamente, entonces, dicha expresion puede estar en un
nivel bajo. Por ejemplo, cuando el producto de expresién se acumula intracelularmente, el nivel de expresion puede
conducir a la acumulaciéon del producto de expresion a menos de aproximadamente 10% de proteina celular,
preferiblemente aproximadamente o menos de aproximadamente 5%, por ejemplo aproximadamente 1-3%. El promotor
puede ser homdlogo a la bacteria empleada, es decir, una que se encuentra en esa bacteria en la naturaleza. Por
ejemplo, un promotor Lactocécico se puede utilizar en un Lactococcus. Un promotor preferido para utilizar en
Lactococcus lactis (u otros Lactococci) es "P1" derivado del cromosoma de Lactococcus lactis (Waterfield, N R, Lepage,
R W F, Wilson, P W, et al. (1995). El aislamiento de promotores lactocécicos y su uso en la investigacion de la sintesis
de luciferasa bacteriana en Lactococcus lactis. Gene 165 (1), 9-15). Otro promotor preferido es el promotor usp45.

La construccion o construcciones de acido nucleico puede comprender una secuencia de sefnal secretora. Por lo tanto,
en una realizacion preferida, el acido nucleico que codifica un antigeno puede proporcionar la secrecién de dicho
antigeno (al acoplar apropiadamente una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia Unica a la
secuencia de acidos nucleicos que codifica el antigeno). La capacidad de una bacteria que alberga el acido nucleico
para secretar el antigeno se puede probar in vitro en condiciones de cultivo que mantienen la viabilidad del organismo.
Las secuencias de sefial de secrecion preferidas incluyen cualquiera de aquellas con actividad en organismos Gram
positivos tales como Bacillus, Clostridium y Lactobacillus. Dichas secuencias pueden incluir el lider de secrecién de a-
amilasa de Bacillus amyloliquetaciens o el lider de secrecion de la enzima estafiloquinasa secretada por algunas cepas
de Staphylococcus, que se sabe funcionan tanto en anfitriones Gram-positivos como Gram- "Gene Expression Using
Bacillus", Rapoport (1990) Current Opinion in Biotechnology 1:21-27),0 secuencias lideres de numerosas otras enzimas
Bacillus o proteinas de la capa S (véase pp341-344 de Harwood and Cutting," Molecular Biological Methods for Bacillus
", John Wiley & Co. 1990). Preferiblemente, dicha sefial de secrecion se deriva de usp45 (Van Asseldonk et al., 1993
Mol. Gen. Genet. 240:428- 434). Preferiblemente, dicho antigeno se secreta constitutivamente.

En una realizacion alternativa, las secuencias de codificacién para el polipéptido biolégicamente activo y el antigeno son
parte del mismo vector de acido nucleico, o vectores separados, y estan individualmente bajo el control regulador de
promotores separados. Los promotores pueden ser iguales o diferentes. Se describe en el presente documento Una
construccién o vector de acido nucleico que comprende una secuencia de codificacion para un polipéptido
bioldgicamente activo y una secuencia de codificacion para un antigeno en el que cada secuencia de codificacion esta
bajo el control de un promotor para la expresion en un anfitrion no invasivo, por ejemplo Lactococcus, ya sea como
operén o no.

Antigenos

La secuencia que codifica el antigeno se puede obtener de cualquier fuente natural y/o se puede preparar
sintéticamente utilizando técnicas de sintesis de ADN bien conocidas. La secuencia que codifica el antigeno luego se
puede incorporar (por ejemplo) en un vector de expresion adecuado para proporcionar una construccion genética de la
invencion, que luego se utiliza para transformar o transfectar el anfitrion deseado. El recombinante obtenido de esa
manera se puede cultivar luego, sobre el cual las células cosechadas se pueden utilizar para formular la composicion,
opcionalmente después de otras etapas de purificacion y/o procesamiento, tales como liofilizaciéon para formar un polvo.

Un antigeno puede ser cualquier antigeno conocido por el experto en la técnica. Un antigeno como se utiliza en este
documento en toda la solicitud es preferiblemente cualquier sustancia que provoque una respuesta inmune cuando se
introduce en el cuerpo de un animal, en el que dicha respuesta inmune puede ser una respuesta mediada por células T
y/o una respuesta mediada por células B. El antigeno puede comprender un epitopo de células T y/o un epitopo de
células B. La longitud del antigeno no es particularmente limitante, con la condicion de que dicho antigeno se pueda
expresar en el microorganismo de la invencién. El antigeno puede ser una proteina o una parte de la misma, tal como
un polipéptido o un péptido. Los antigenos de acuerdo con la invencién incluyen epitopos lineales y/o conformacionales.
Las respuestas mediadas por células T cubren las respuestas Th1, Th2 y/o Th17. El antigeno puede ser cualquier
antigeno, tal como, pero no limitado a, alérgenos (que incluyen alérgenos alimentarios), aloantigenos, autoantigenos,
autoantigenos y moléculas terapéuticas o antigenos que inducen una respuesta inmune. Preferiblemente, dicho
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antigeno esta implicado en la induccion de enfermedades relacionadas con la respuesta inmune y dicho antigeno esta
implicado en la induccién de asma alérgica, esclerosis multiple, diabetes tipo |, uveitis autoinmune, tiroiditis autoinmune,
miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, alergia a alimentos, enfermedad celiaca o enfermedad de injerto contra
anfitrion.

Los inventores observaron que los antigenos inmunodominantes secretados de la invencién suprimen las respuestas de
células T inflamatorias sistémicas, y que estos antigenos son necesarios y suficientes para la inducciéon de un efecto
tolerogénico significativo.

Las células T reguladoras (Treg) desempefan una funcion critica en la inducciéon y el mantenimiento de la tolerancia
oral. La induccién de Treg es un objetivo principal de la inmunoterapia para varias enfermedades autoinmunes, alérgicas
e inflamatorias. Las estrategias actuales para la induccion terapéutica de células supresoras especificas de antigeno
enfrentan importantes obstaculos, y usualmente requieren técnicas extenuantes para aislar, manejar y transferir
cantidades adecuadas de células reguladoras. El microorganismo, por ejemplo El sistema de suministro de antigeno L.
lactis de la presente invencién evita estos problemas e induce efectivamente la Treg especifica de antigeno. En la
presente invencién, se demostré que la induccién de Treg se puede lograr al exponer el sistema inmunitario de la
mucosa a dosis bajas de antigeno. La exposicién a bajas dosis de antigeno es preferiblemente una exposicién continua.
Por lo tanto, la presente invencién se refiere a antigenos que inducen y/o expanden células Treg, preferiblemente
células Treg CD4+CD25+, CD4+ CD25  y CD8*.

Se demostrd adicionalmente en la presente invencion que las células Treg que se indujeron y/o expandieron por los
antigenos de acuerdo con la invencion funcionan a través de un mecanismo dependiente de TGF- y/o IL-10.
Anteriormente se ha proporcionado evidencia de que TGF- desempefia una funcién critica en la tolerancia oral, asi
como en el desarrollo de Treg inducida periférica. Los antigenos inmunodominantes pueden estimular la expresion
endogena de TGF-B y/o IL-10.

Mas aun, se demostré que las células Th3 productoras de TGF-B especificas de antigeno impulsan la diferenciacién de
las células reguladoras de Foxp3* especificas de antigeno en la periferia. Adicionalmente, se ha informado sobre la
conversion dependiente de TGF-B de células T CD4+*CD25 periféricas en células supresoras CD25+, CD45RB"a°, Se
mostré que la tolerancia oral inducida por Ag conjugado con CTB se asocia con un aumento en TGF-B mediante la
generacioén tanto de células T reguladoras Foxp3+CD25* como Foxp3+* y Foxp3-CD25 CD4*. Estos datos sugieren una
funciuén clave para Treg ‘adaptativa’ de Foxp3+* en la induccién y el mantenimiento de la tolerancia oral. También
mostramos una induccion de Foxp3 en la mucosa significativa. Mas aun, la célula T reguladora inducida por "la mucosa"
tiende a ser especifica de antigeno ya que L. /actis sola es incapaz de inducir esta regulacion positiva de Foxp3 dentro
de la GALT. De acuerdo con lo anterior, la presente invencion se refiere preferiblemente a células Treg Foxp3+.

La presente invencion demostrd adicionalmente que las células Treg que se indujeron y/o expandieron por Lactococcus
que comprenden un acido nucleico que codifica un antigeno disminuyeron la inflamacion, en particular en el bazo y las
células de nédulos linfaticos inguinales. Mas aun, se redujo la produccion de IFN-y y IL-12. De acuerdo con lo anterior,
el microorganismo para uso en la presente invencién puede reducir la produccion de IFN-y y IL-12 enddgena y/o
estimular la expresion enddgena de TGF-B y/o IL-10. Mas auln, la presente invencién puede reducir la proliferacién de
células de bazo y/o de ganglios linfaticos inguinales y/o suprimir la respuesta de célula T especifica a antigeno
inflamatoria.

Se apreciara que ciertas isoformas HLA-DQ se asocian mas cominmente con ciertas enfermedades autoinmunes. Por
ejemplo, la inflamacién crénica del intestino delgado que define la enfermedad celiaca se caracteriza por una pérdida de
tolerancia a los péptidos del gluten ingeridos y se asocia fuertemente con una respuesta de células T restringida a HLA-
DQ2 o HLA-DQ8. La expresion de HLA-DQ2 o HLA-DQ8 es necesaria para la expresion de la celiaquia y confiere hasta
40% del riesgo genético en las poblaciones occidentales. Uno de los aspectos mas importantes en la patogénesis de la
celiaquia es la activacién de una respuesta inmune T-ayudadora 1, que surge cuando las células presentadoras de
antigeno que expresan moléculas HLA-DQ2/DQ8 presentan péptidos de gluten a las células T CD4+.

DQ8 se destaca debido a su fuerte asociacion no solo con la enfermedad celiaca sino también con la diabetes juvenil.
También se une los alelos HLA-DR que estan implicados en la RA y pueden aumentar el riesgo. HLA-DQ no se propaga
de manera uniforme y ciertas poblaciones corren un mayor riesgo; sin embargo, ese riesgo a menudo depende del
entorno (consumo de gluten) y el aumento de la prevalencia de algunas enfermedades puede ser el resultado de
cambios de entornos individuales de entornos de bajo riesgo a entornos de mayor riesgo.

El HLA DQ8 de acuerdo con la invencion es la representacion serotipica de un haplotipo DQA1 :DQB1. DQ8 representa
los haplotipos DQA1*0301:DQB1*0302, DQA1*0302:DQB1*0302, o DQA1*0303:DQB1*0302. Estos haplotipos se
asocian con algunas de las enfermedades autoinmunes mas comunes conocidas. El DQA1*0301:DQB1*0302 es el mas
frecuente de estos 3 haplotipos y representa aproximadamente 80% delL DQ8 global. Por lo tanto la presente invencion
se refiere a antigenos reconocidos a través de haplotipos DQA1*0301: DQB1*0302, DQA1*0302:DQB1*0302, y/o
DQA1*0303:DQB1*0302, mencionados como "epitopo DQ8".

El HLA-DQ2 se expresa en mas del 90% de las personas con enfermedad celiaca. HLA DR3-DQ2 es la representacion
serotipica de un haplotipo HLA-DRB1: DQA1:DQB1. DR3-DQ2 representa principalmente el haplotipo DRB1*0301:
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DQA1*0501: DQB1*0201. Es relativamente abundante en el hemisferio occidental. DQ2 se codifica por los alelos
DQB1*02 en combinacidn con otros alelos alfa. Las dos cadenas B DQ2 mas comunes son muy similares. La presente
invencion por lo tanto se refiere a antigenos reconocidos a través de haplotipos DQB1*0201, DQB1*0202 y/o
DQB1*0203, mencionados como "epitopo DQ2".

El microorganismo para uso en la presente invencion preferiblemente comprende un ac nucleico que codifica un
antigeno derivado de una glicoproteina. Preferiblemente, dichos antigenos se derivan de gliadina, preferiblemente a-
gliadina y/u hordeina. Las gliadinas, que se pueden subdividir en las a-, y- y w-gliadinas, y la hordeina son bien
conocidas en la técnica, y sus secuencias se pueden recuperar facilmente a través de colecciones de dominio publico,
tales como NCBI. Preferiblemente, dicha a-gliadina se deriva de Triticum, tal como T. aestivum o T. turgidum.

En otra realizacion preferida dicho antigeno es Factor VII.

La presente invencion demuestra que las células T CD4+ reconocen péptidos de gluten nativos en el contexto de DQ2 o
DQs.

En una realizacién la presente invencion se refiere al epitopo DQS8:

QYPSGQGSFQPSQQNPQA, que corresponde a los residuos 203-220 de la secuencia recuperable a través de la
entrada UniProtKB/TrEMBL Q9M4L6 (SEQ ID NO: 4).

Dicho epitopo DQ8 natural preferiblemente se codifica por la secuencia de nucleétidos 5’-caa tac cca tca ggt caa ggt tca
ttc caa cca tca caa caa aac cca caa gct-3'. (SEQ ID NO: 3)

En una realizacion la presente invencion se refiere al epitopo DQ2:

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF, que corresponde a los residuos 57-89 de la secuencia recuperable a
través de la entrada UniProtKB/TrEMBL Q9M4L6 (SEQ ID NO: 8)

Dicho epitopo DQ2 preferiblemente se codifica por la secuencia de nucleétidos

5’-tta caa tta caa cca ttc cca caa cca caa tta cca tac cca tta cca tac cca caa cca caa tta cca tac cca caa cca caa cca ttc
(SEQ ID NO: 7)

Los antigenos son comunmente desamidados en los intestinos mediante por ejemplo la transglutaminasa tisular
enddgena Los antigenos desamidados son mas inmunes reactivos y facilmente reconocibles que los antigenos que no
se desamidan. La presencia de transglutaminasa de tejido endégeno es indiferente en caso de que los antigenos se
desaminen por otros medios. En una realizacién, la presente invencion se refiere a antigenos desamidados, codificados
por secuencias de nucledtidos en las que los codones para residuos de glutamina en epitopos se reemplazan
preferiblemente por codones para residuos de &cido glutamico.

En particular, la presente invencion se refiere al epitopo DQ8 desaminado
QYPSGEGSFQPSQENPQA (SEQ ID NO: 2).

Dicho epitopo DQ8 desaminado preferiblemente se codifica por la secuencia de nucleétidos 5’-caa tac cca tca ggt gaa
ggt tca ttc caa cca tca caa gaa aac cca caa gct-3'. (SEQ ID NO: 1)

En particular, la presente invencion se refiere al epitopo DQ2 desaminado
LQL QPF PQP ELP YPQ PQL PYP QPE LPY PQP QPF (SEQ ID NO: 6)
Dicho epitopo DQ2 desaminado preferiblemente se codifica por la secuencia de nucleétidos

5'-tta caa tta caa cca ttc cca caa cca gaa tta cca tac cca tta cca tac cca caa cca gaa tta cca tac cca caa cca caa cca ttc
(SEQ ID NO: 5)

Se demostrd adicionalmente que la presencia de secuencias adicionales, tales como un tag, a las secuencias de
epitopos no influencian la respuesta inmune. De acuerdo con lo anterior, en realizaciones adicionales, dicho epitopo
puede comprenden aminodcidos adicionales, tal como por ejemplo 50 aminoé&cidos, 43, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15,
14,13,12,11,10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, o 1 aminodacido(s). Por lo tanto, la presente invencion se refiere a epitopos DQ8
que comprenden a | 0 sumo 50 aminodacidos adicionales. En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a
la secuencia de aminoacidos GAPVPYPDPLEPRQYPSGEGSFQPSQENPQA (SEQ ID NO: 16), que comprenden un
epitopo DQ8 y un e-tag (GAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 31)).

Respuesta inmune

Una respuesta inmune relacionada con la enfermedad como se utiliza en este documento es una enfermedad
provocada por una respuesta inmune no deseada del cuerpo contra un antigeno, por lo cual dicho antigeno puede ser
ya sea un antigeno heterdlogo o un auto-antigeno. Las Respuestas inmunes relacionadas con la enfermedad incluyen,
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pero no se limitan a reaccién alérgica que incluye alergia a alimentos, enfermedad celiaca, asma alérgica, uveitis
autoinmune, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, diabetes tipo | y esclerosis multiple.
Las respuestas inmunes relacionadas con la enfermedad también incluyen reacciones inmunes no deseadas tales como
enfermedad de injerto contra anfitrion o activacion inmune de medicacién tal como la proeduccion de anticuerpos contra
el Factor VIII endégeno. Preferiblemente, la enfermedad se selecciona del grupo que consiste de asma alérgica, alergia
a alimentos, enfermedad celiaca, y diabetes tipo |. Por lo tanto se apreciara que las respuestas inmunes relacionadas
con la enfermedad incluyen, pero no se limitan a reaccién alérgica que incluye alergia a alimentos, enfermedad celiaca,
asma alérgica, uveitis autoinmune, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, diabetes tipo |
y esclerosis multiple. Las respuestas inmunes relacionadas con la enfermedad también incluyen reacciones inmunes no
deseadas tales como enfermedad de injerto contra anfitrién o activacién inmune de medicacion tal como la produccion
de anticuerpo contra el Factor VIII no endégeno. Preferiblemente, la enfermedad se selecciona del grupo que consiste
de asma alérgica, alergia a alimentos, enfermedad celiaca, enfermedad de injerto contra anfitrién, y diabetes tipo I.

De acuerdo con la presente invencion el término "inmunodominanto” se refiere a los antigenos principales que inducen
una respuesta inmune.

En vista de lo anterior, por lo tanto se apreciara que la presente invencion se refiere a un método o suo como se
describe en este documento, en el que dicho método o uso es terapéutico y/o profilactico.

Se describe en este documento un método para inducir tolerancia inmune a un antigeno, que comprende suministro a la
mucosa de dicho antigeno por un microorganismo en combinacion con el suministro a la mucosa de un microorganismo
que produce un compuesto inmunomodulador. El compuesto inmunomodulador y el antigeno se pueden administrar por
el mismo microorganismo o puede ser un microorganismo diferente.

Medicamento y administracién

Compuesto significa cualquier sustancia quimica de compuesto o complejo biolégico, que incluye moléculas organicas e
inorganicas simples o complejas, péptidos, peptidomiméticos, proteinas, complejos proteicos, anticuerpos,
carbohidratos, &cidos nucleicos o derivados de los mismos. Un compuesto inmunomodulador es un compuesto que
modifica la funcién del sistema inmunitario. Un compuesto inmunomodulador como se utiliza en este documento es un
compuesto que induce tolerancia; la induccién la tolerancia se puede obtener, como ejemplo no limitante, de manera
directa al inducir células T reguladoras tales como Treg, Tr1 o Th3, o al desplazar el equilibrio Th1/Th2 hacia Th1 o Th2,
o al inhibir Th 17, o de forma indirecta, mediante la activacién de células dendriticas inmaduras para tolerizar células
dendriticas y/o inhibir la respuesta inmune Th2 que induce la expresion de factores de "coestimulacién” sobre células
dendriticas maduras. Los compuestos inmunomoduladores e inmunosupresores son conocidos por los expertos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, metabolitos bacterianos tales como metabolitos de espergualina, hongos y
estreptomiclinas tales como tacrolimus, rapamicina o ciclosporina, citoquinas inmunosupresoras tales como IL -4, IL-10,
IFNo’ TGFB (como adyuvante selectivo para células T reguladoras) FIt3L, TSLP, CTB y Rank-L (como anticuerpos y/o
antagonistas inductores de DC tolerogénicos selectivos tales como anti-CD40L, anti-CD25, anti-CD20, anti-IgE, anti-
CD8, anti-IL-6 (o IL6R) y proteinas, péptidos o proteinas de fusion tales como la proteina de fusién agonista CTL-4 Ig o
CTLA-4.

De este modo, el compuesto inmunomodulador puede ser cualquier compuesto inmunomodulador conocido por los
expertos en la técnica. Preferiblemente, dicho compuesto inmunomodulador es un compuesto inmunosupresor, incluso
mas preferiblemente dicho compuesto es una citoquina o anticuerpo inmunosupresor. Preferiblemente, dicha citoquina
inmunosupresora es una citoquina o anticuerpo potenciador de tolerancia. Los expertos en la técnica conocen las
citoquinas inmunosupresoras e incluyen, entre otras, IL-4, IL-10, IFN-a y TGF-B, como adyuvante selectivo para las
células T reguladoras; y FIt3L, TSLP, CTB y Rank-L, como inductores de DC tolerogénicos selectivos. Preferiblemente,
dicha citoquina inmunosupresora se selecciona del grupo que consiste en IL-4, IL-10, IFNa y FIt3L. El experto en la
técnica apreciara que la presente invencién también se refiere a homélogos funcionales de la misma. Un homdlogo
funcional connota una molécula que tiene esencialmente la misma funcion o similar, por lo menos para los fines
previstos, pero puede diferir estructuralmente. AlUn mas preferiblemente, dicha citoquina que potencia la tolerancia
inmunosupresora es IL-10, o un homélogo funcional de la misma. Preferiblemente, dicho anticuerpo inmunosupresor se
selecciona del grupo que consiste en anti-IL-2, anti-IL12, anti-IL6, anti-IFN-y.

Suministro como se utiliza en este documento significa cualquier método de suministro conocido por el experto en la
técnica e incluye, pero no se limita a, formulaciones farmacéuticas recubiertas o0 no recubiertas del compuesto para
suministrar, capsulas, liposomas, cuerpos oleosos, particulas de polimero que comprenden o llevan el compuesto a
suministrar 0 microorganismos que secretan, muestran 0 acumulan el compuesto para suministrar, opcionalmente en
presencia de compuestos que pueden potenciar el suministro a la mucosa y/o la absorcion de la mucosa.

Los compuestos o composiciones descritos en este documento se pueden administrar en forma pura, combinados con
otros ingredientes activos, o combinados con excipientes o vehiculos no toxicos farmacéuticamente aceptables. Las
composiciones orales generalmente incluiran un vehiculo diluyente inerte o un vehiculo comestible. Los agentes
aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o los materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas, enemas y similares pueden contener cualquiera de los
siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma
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tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidon o lactosa, un agente dispersante tal como &cido alginico, Primogel
0 almidon de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un
agente edulcorante tal como sacarosa o0 sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma
de naranja. Cuando la forma unitaria de dosificacién es una capsula, puede contener, ademas del material del tipo
anterior, un vehiculo liquido tal como aceite graso. Adicionalmente, las formas unitarias de dosificacién pueden contener
otros diversos materiales que modifican la forma fisica de la unidad de dosificacion, por ejemplo, recubrimientos de
azucar, goma laca o agentes entéricos. Adicionalmente, el jarabe puede contener, ademas de los compuestos activos,
sacarosa como agente edulcorante y ciertos conservantes, tintes, colorantes y aromatizantes. Se apreciara que la forma
y el caracter del vehiculo farmacéuticamente aceptable esta dictado por la cantidad de ingrediente activo con el que se
va a combinar, la ruta de administracion y otras variables bien conocidas. El vehiculo debe ser "aceptable” en el sentido
de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion y no ser perjudicial para el receptor del mismo.

Las preparaciones alternativas para la administracion incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no
acuosas estériles. Ejemplos de solventes no acuosos son dimetilsulfoxido, alcoholes, propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos
acuosos incluyen mezclas de alcoholes y agua, medios tamponados y soluciéon salina. Los vehiculos intravenosos
incluyen reabastecedores de fluido y nutrientes, reabastecedores de electrolitos, tales como los basados en dextrosa de
Ringer y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, gases inertes y similares. Diversas formulaciones liquidas son posibles para
estos métodos de suministro, que incluyen solucién salina, alcohol, DMSO y soluciones a base de agua.

Preferiblemente, dicho antigeno y/o dicha citoquina inmunosupresora se expresa en bajas cantidades, preferiblemente a
0.1 pyg o menos por dosis de bacterias administradas en un entorno experimental de ratones, dichas cantidades se
traduciran en un entorno de enfermedad humana.

Los términos "tratamiento”, "tratar" y similares, como se utilizan en el presente documento incluyen la mejora o
eliminacion de una enfermedad o afeccién mental desarrollada una vez que se ha establecido o el alivio de los sintomas
caracteristicos de dicha enfermedad o afeccion. Como se utiliza en el presente documento, estos términos también
abarcan, dependiendo de la condicion del paciente, prevenir la aparicion de una enfermedad o afeccién o de sintomas
asociados con una enfermedad o afeccién, que incluye la reduccién de la gravedad de una enfermedad o afeccioén o
sintomas asociados con ella antes de la afliccion con dicha enfermedad o afeccion. Dicha prevencién o reduccién antes
de la afliccion se refiere a la administracién del compuesto o composicién de la invencién a un paciente que no esta en
el momento de la administracién afectado por la enfermedad o afeccion. La "prevencion" también abarca la prevencion
de la recurrencia o prevencion de recaidas de una enfermedad o afeccion o de los sintomas asociados a la misma, por
ejemplo después de un periodo de mejora. Debe quedar claro que las afecciones mentales pueden ser responsables de
las molestias fisicas. A este respecto, el término "tratar" también incluye la prevenciéon de una enfermedad o afeccion
fisica 0 la mejora o eliminacién de la enfermedad o afeccién fisica desarrollada una vez que se ha establecido o el alivio
de los sintomas caracteristicos de dichas afecciones.

Como se utiliza en el presente documento, el término "medicamento” también abarca los términos "farmaco"”, "producto
terapéutico”, "pocién" u otros términos que se utilizan en el campo de la medicina para indicar una preparaciéon con
efecto terapéutico o profilactico.

Se apreciara que el antigeno, se suministra o expresa en una cantidad terapéuticamente efectiva. Como se utiliza en el
presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un compuesto o
composicion de la presente invencion que provocara un efecto o respuesta terapéutica o profilactica deseada cuando se
administre de acuerdo con el régimen de tratamiento deseado. Se observa que cuando el antigeno inmuno dominante
esta continuamente presente, la respuesta celular especifica del antigeno inflamatorio se reduce aun mas. Esta
reduccion es significativamente mayor en comparacion con la administracion del antigeno como tal, el microorganismo
como tal o la presencia no continua del antigeno. El término "presente continuamente" o "presencia continuada" de
acuerdo con la invencion se refiere a la presencia constante o ininterrumpida de un antigeno de acuerdo con la
invencion en el sitio de la mucosa deseado, por ejemplo el sitio de la inflamacion La presencia del antigeno se puede
medir mediante técnicas bien conocidas en el arte, tales como PCR, ELISA o técnicas de precipitacion inmune, tales
como por ejemplo detalladas en la seccidén de ejemplos y anteriormente. Mas adn, la presencia de L. lactis puede ser
una medida de la presencia del antigeno. También, los efectos provocados por el antigeno pueden ser una medida de la
presencia del antigeno, como, por ejemplo, la presencia o el aumento de los niveles de TGF-$ o IL-10 end6genos, o una
disminucion de los niveles de IFN-y o IL-12, o la presencia de células Treg, tal como se describe en este documento, o
una disminucion de la capacidad proliferativa de los esplenocitos y las células de ganglios linfaticos de drenaje. De este
modo se apreciara que los niveles del antigeno pueden variar, mientras que el antigeno se considera que esta
continuamente presente.

Preferiblemente, el microorganismo o composicién para uso en la presente invenciéon se proporciona en una forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo, un comprimido, capsula, enema o dosis de aerosol medida, de tla manera que se
administra una Unica dosis al sujeto, por ejemplo un paciente.

Los ingredientes activos se pueden administrar de 1 a 6 veces al dia, suficientes para exhibir la actividad deseada.
Estas dosis diarias se pueden dar como una sola dosis una vez al dia, o se pueden dar como dos 0 mas dosis mas
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pequenas a la misma o diferentes horas del dia, que en total dan la dosis diaria especificada. Preferiblemente, el
ingrediente activo se administra una o dos veces al dia. Por ejemplo, una dosis puede tomarse por la mafana y una
mas tarde en el dia.

En todos los aspectos de la invencién, la dosis diaria de mantenimiento se puede dar durante un periodo clinicamente
deseable en el paciente, por ejemplo desde 1 dia hasta varios afios (por ejemplo, durante toda la vida restante del
mamifero); por ejemplo de aproximadamente (2 0 3 0 5 dias, 1 0 2 semanas, o 1 mes) hacia y/o por ejemplo hasta
aproximadamente (5 anos, 1 afio, 6 meses, 1 mes, 1 semana o 3 o 5 dias). La administracién de la dosis de
mantenimiento diaria durante aproximadamente 3 a aproximadamente 5 dias o durante aproximadamente 1 semana a
aproximadamente 1 afno es tipica. Otros constituyentes de las formulaciones liquidas pueden incluir conservantes, sales
inorganicas, acidos, bases, tampones, nutrientes, vitaminas u otros productos farmacéuticos.

El microorganismo que suministra el antigeno se puede suministrar en una dosis de por lo menos 10* unidades
formadoras de colonias (cfu) a 10'2 cfu por dia, preferiblemente entre 108 cfu a 10" cfu por dia., lo mas preferiblemente
entre 10° cfu y 102 cfu por dia. De acuerdo con el método descrito en Steidler et al. (Science 2000), el antigeno y
posiblemente el compuesto inmunomodulador de, por ejemplo de 10° se secreta a por lo menos 1 ng a 100 ng. A través
de ELISA, conocido por un experto en la técnica, el experto en la materia puede calcular el intervalo de secrecion de
antigeno en relacién con cualquier otra dosis de cfu.

El antigeno de puede en una dosis que induce una respuesta de dosis baja. Preferiblemente, dicho antigeno se
suministra en una dosis de por lo menos 10 fg a 500 pg por dia, preferiblemente entre 1 pg y 250 pg por dia, mas
preferiblemente entre 100 pg y 200 pg por dia, o preferiblemente 1 ng y 150 pg, o mas preferiblemente 10 ngy 125 ug
por dia, incluso mas preferiblemente 100 ng y 100 pg por dia, incluso mas preferiblemente 1 mg y 90 ug por dia y aun
mas preferiblemente entre 10 ug y 75 ug por dia, tal como, por ejemplo, 25 pug, 30 ug, 40 ug, 50 pg, 60 ug o 70 ug por
dia.

Preferiblemente, el microorganismo o composicion de la presente invencion se proporciona en una forma de dosificacion
unitaria, por ejemplo, una tableta, solucién, capsula o dosis de aerosol medida, de modo que se administra una Unica
dosis al sujeto, por ejemplo un paciente.

Dependiendo del modo de administracion, por ejemplo oral, o cualquiera de los descritos anteriormente, el experto en la
técnica sabe como definir o calcular la dosis real que se administrara a un paciente. El experto en la conocerda cémo
ajustar las dosis dependiendo del paciente, microorganismo, vector, etcétera.

El microorganismo para uso de la presente invencion también puede tomar la forma de una sal, hidrato, solvato o
metabolito farmacolégicamente aceptable. Las sales farmacolégicamente aceptables incluyen sales basicas de acidos
inorganicos y orgénicos, que incluyen pero no se limitan a &cido clorhidrico, acido bromhidrico, &cido sulfirico, acido
fosforico, acido nitrico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfonico, acido naftalenosulfonico,
acido malico, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido citrico, acido lactico, acido fumarico, acido succinico,
acido maleico, &cido salicilico, acido benzoico, acido fenilacético, acido mandélico y similares. Cuando se incluye la
funcion &cida, tal como un grupo carboxi, los pares de cationes farmacéuticamente aceptables adecuados para el grupo
carboxi son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica e incluyen cationes de amonio cuaternario, cuaternario
alcalinos, alcalinotérreos y similares.

Microorganismo

Un microorganismo puede ser cualquier bacterias, levaduras u hongos. Un microorganismo puede ser un
microorganismo no patdégeno, que incluye un microorganismo probiético. Los organismos probioticos son conocidos por
los expertos en la técnica. Los organismos probidticos incluyen, pero no se limitan a, bacterias tales como Lactobacillus
sp., Lactococcus sp. y tales levaduras como la subespecie boulardii de Saccharomyces cerevisiae. Dicha bacteria es
una bacteria de acido lacticoque se elige del grupo que consiste en Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus'y
Weisella. En las realizaciones de la invencién, el microorganismo es una bacteria de Lactococcus. En una realizacion
preferida, dicho microorganismo es Lactococcus lactis.

Se ha descrito el suministro de proteinas heterélogas (es decir, proteinas bacterianas de acido no lactico) por parte de
bacterias de &cido lactico en la mucosa, que incluyen suministro oral y vaginal (Steidler and Rottiers, 2006; Liu et al.,
2006), lo que hace que estas bacterias de acido lactico sean extremadamente adecuadas para el suministro de dicho
antigeno y posiblemente dicho compuesto inmunosupresor. L. lactis es una bacteria grampositiva no patégena, no
invasiva y no colonizadora. Se genera una variedad de cepas de L. /actis genéticamente modificadas para la sintesis
local y el suministro de proteinas inmunomoduladoras a la mucosa intestinal. Adicionalmente, se establece un sistema
de contencién bioldégica que hace que la aplicacién clinica de L. /actis genéticamente modificada sea una estrategia
factible.

En una realizaciéon preferida, dicho microorganismo es un mutante thyA de Lactococcus lactis. Una realizacion
especialmente preferida utiliza un mutante thyA de Lactococcus lactis, en el que el gen que codifica el antigeno se ha
utilizado para romper el gen thyA.
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Nutracéuticos y alimentos médicos

Se apreciard que los microorganismos y composiciones de la invencion se pueden utilizar como nutracéuticos,
alimentos funcionales o médicos, o como aditivos en dichos nutracéuticos, alimentos funcionales o médicos. Otra
realizacién proporciona un alimento o bebida, preferiblemente apto para el consumo humano, que esta compuesto por
un agente nutracéutico y aromatizante, en el que el compuesto nutracéutico estd compuesto por un extracto de un
producto agricola.

Los nutracéuticos, ya sea en forma de extracto liquido o composiciéon seca, son comestibles y pueden ser ingeridos
directamente por humanos, pero preferiblemente se proporcionan a los humanos en forma de aditivos o suplementos
nutricionales, por ejemplo, en forma de comprimidos del tipo vendido en tiendas de alimentos saludables, o como
ingredientes en sdélidos comestibles, mas preferiblemente productos alimenticios procesados tales como cereales,
panes, tofu, galletas, helados, pasteles, papas fritas, pretzels, queso, etc., y en liquidos bebibles, por ejemplo, bebidas
tales como leche, refrescos, bebidas deportivas y jugos de frutas. Por lo tanto, en una realizacién, se proporciona un
método para mejorar el valor nutricional de un alimento o bebida al intermezclar el alimento o bebida con un
nutracéutico en una cantidad que sea efectiva para mejorar el valor nutricional del alimento o bebida.

Otra realizacién proporciona un método para mejorar el valor nutritivo de un alimento o bebida que comprende
entremezclar un alimento o una bebida con un nutracéutico para producir un alimento o bebida mejorada
nutricionalmente, en el que el nutracéutico se entremezcla en una cantidad efectiva para mejorar el valor nutricional del
alimento o bebida, en el que el nutracéutico estad compuesto por un extracto de un cultivo que comprende los antigenos
de la presente invencién, y en el que el alimento o bebida mejorada nutricionalmente puede comprender adicionalmente
un agente aromatizante. Los agentes aromatizantes preferidos incluyen edulcorantes tales como azlcar, jarabe de
maiz, fructosa, dextrosa, maltodextrosa, ciclamatos, sacarina, fenil-alanina, xilitol, sorbitol, maltitol y edulcorantes a base
de hierbas, por ejemplo, Estevia.

Los nutracéuticos descritos en este documento estan destinados al consumo humano y, por lo tanto, los procesos para
obtenerlos se realizan preferiblemente de acuerdo con las Buenas Préacticas de Fabricacion (GMP) y cualquier
reglamentaciéon gubernamental aplicable que rija dichos procesos. Los procesos especialmente preferidos utilizan solo
solventes derivados naturalmente. Los nutracéuticos descritos en este documento preferiblemente contienen niveles
relativamente altos de sustancias potenciadoras de la salud. Los nutracéuticos pueden entremezclarse entre si para
aumentar sus efectos potenciadores de la salud.

A diferencia de los nutracéuticos, los llamados "alimentos médicos" no estan destinados a ser utilizados por el publico
en general y no estan disponibles en tiendas o supermercados. Los alimentos médicos no son aquellos alimentos
incluidos dentro de una dieta saludable para disminuir el riesgo de enfermedades, como los alimentos bajos en grasa o
bajos en sodio, ni tampoco son productos para perder peso. Un médico prescribe un alimento médico cuando un
paciente tiene necesidades nutricionales especiales con el fin de controlar una enfermedad o estado de salud, y el
paciente esta bajo la atencion continua del médico. La etiqueta debe indicar claramente que el producto esta destinado
a ser utilizado para manejar un trastorno o afeccion médica especifica. Un ejemplo de un alimento médico es un
alimento médico nutricionalmente diverso disefiado para proporcionar apoyo nutricional especifico para pacientes con
afecciones inflamatorias crénicas. Los compuestos activos de este producto son, por ejemplo, uno o mas de los
compuestos descritos en este documento. Los alimentos funcionales pueden incluir aquellos alimentos incluidos dentro
de una dieta saludable para disminuir el riesgo de enfermedades, tales como alimentos bajos en grasa o bajos en sodio,
o productos para perder peso. Por lo tanto, la presente invencion contempla un alimento o bebida que comprende un
nutracéutico de acuerdo con la invencién.

Aquellos expertos en la materia apreciaran que se pueden realizar numerosos cambios y modificaciones en las
realizaciones preferidas de la invencién. Por lo tanto, se pretende que las reivindicaciones adjuntas cubran todas las
variaciones equivalentes.

Adicionalmente, todos los términos utilizados en la descripcién de los compuestos de la presente invencion tienen su
significado como es bien conocido en la técnica.

Las siguientes clausulas proporcionan ilustraciéon adicional de ciertos aspectos y realizaciones que se han divulgado de
acuerdo con la presente divulgacion:

1. Un microorganismo que secreta un antigeno para uso en el suministro a la mucosa para tratar una respuesta inmune
relacionada con la enfermedad en un paciente, en el que dicha respuesta inmune relacionada con la enfermedad se
selecciona del grupo que consiste de asma alérgica, esclerosis multiple, diabetes tipo |, uveitis autoinmune, tiroiditis
autoinmune, miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, alergia a alimentos o enfermedad celiaca.

2. Una composicion para uso en el suministro a la mucosa para tratar, prevenir y/o aliviar una respuesta inmune
relacionada con la enfermedad seleccionada del grupo que consiste de asma alérgica, esclerosis mdltiple, diabetes tipo
I, uveitis autoinmune, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, alergia a alimentos o
enfermedad celiaca en un paciente, caracterizada porque dicha composicion comprende por lo menos un
microorganismo que secreta un antigeno.
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3. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con la clausula 1, o la composicion para uso de
acuerdo con la clausula 2, en la que dicho microorganismo es bacteria o levadura de &cido lactico, mas preferiblemente
es Lactococcus lactis (LL).

4. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 o 3, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 o 3, en la que dicho antigeno se secreta
constitutivamente.

5. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1, 3 0 4, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2, 3 0 4, en la que dicho microorganismo se
administra diariamente.

6. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1,0 3 a 5,0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 5, en la que dicho antigeno induce células T
reguladoras (Treg).

7. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con la clausula 6 o la composicién para uso de
acuerdo con la clausula 6, en la que dichas células Treg con células Treg Foxp3+.

8. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 7, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las cldusulas 2 a 7, en el que dicho antigeno es un antigeno
inmunodominante desaminado.

9. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 8, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 8, en el que dicho antigeno se reconoce en el
contexto de HLA-DQ2 o -DQ8.

10. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3a 9, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 9, en el que dicho antigeno es a-gliadina u
hordeina.

11. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con la clausula 10, o la composicion para uso de
acuerdo con la clausula 10, en la que dicho antigeno comprende o consiste de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 0 8.

12. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3a 11, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 11, en la que dicho antigeno reduce la
proliferacién de células del nédulo linfatico de bazo e inguinal.

13. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 12, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 12, en la que dicho antigeno suprime la respuesta
de célula T especifica a antigeno inflamatoria.

14. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3a 13, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 13, en la que dicho suministro a la mucosa se
selecciona del grupo que consiste de suministro rectal, suministro bucal, suministro pulmonar, suministro ocular,
suministro nasal, suministro vaginal y suministro oral.

15. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 14, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 14, en la que dicho microorganismo se suministra
durante por lo menos 1 semana, mas preferiblemente durante por lo menos 1 mes o 1 afio.

16. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 15, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 15, en la que dicho microorganismo se suministra
por lo menos una vez al dia, preferiblemente dos veces al dia.

17. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 16, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 16, en la que dicho microorganismo se suministra
en una dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg por dia, tal como 100 fg a 10 mg por dia, 0 1 pg a 1 mg por dia,
0 10 pg a 100 ug por dia, 0 100 pg a 10 pg por dia, 0 1 ng a 1 ug por dia, o0 10 ng a 100 mg por dia.

18. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3a 17, 0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 17, en la que dicho microorganismo se suministra
mediante pulverizacién, capsula, aerosol, pastillas oblongas, bolo, comprimido, bolsitas, liquido, suspension, emulsiéon o
pastillas.

19. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1 0 3 a 18, o la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 18, en la que dicho microorganismo o
composicion se formula como un medicamento, alimento médico o nutracéutico.
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20. Método para tratar, prevenir y/o aliviar una respuesta inmune relacionada con la enfermedad en un paciente, que
comprende el suministro a la mucosa de una composicion que comprende un microorganismo que expresa un antigeno,
en el que dicho antigeno se secreta, y en el que dicha composicion se suministra diariamente.

21. El método de acuerdo con la clausula 20, en el que dicho microorganismo es bacteria o levadura de acido lactico,
mas preferiblemente es Lactococcus lactis (LL).

22. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 o 21, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que
consiste de asma alérgica, esclerosis multiple, diabetes tipo |, uveitis autoinmune, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis
autoinmune, artritis reumatoide, alergia a alimentos o enfermedad celiaca.

23. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 22, en el que dicha secrecion es constitutiva.

24. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 23, en el que dicho antigeno induce células T
reguladoras (Treg).

25. El método de acuerdo con la clausula 24, en el que dichas células Treg son células Treg Foxp3+.

26. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 25, en el que dicho antigeno es un antigeno desaminado
inmunodominante.

27. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 26, en el que dicho antigeno se reconoce en el contexto
de HLA-DQ2 o -DQ8.

28. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 27, en el que dicho antigeno es a-gliadina o hordeina.

29. El método de acuerdo con la clausula 28, en el que dicho antigeno comprende o consiste de la SEQ ID NO: 2, 4,6 0
8.

30. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 29, en el que dicho antigeno reduce la proliferacion de
células del nodulo linfatico de bazo e inguinal.

31. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 30, en el que dicho antigeno suprime respuesta de célula
T especifica a antigeno.

32. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 31, en el que dicho suministro a la mucosa se selecciona
del grupo que consiste de suministro rectal, suministro bucal, suministro pulmonar, suministro ocular, suministro nasal,
suministro vaginal y suministro oral.

33. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 32, en el que dicho microorganismo se suministra
durante por lo menos 1 semana, mas preferiblemente durante por lo menos 1 mes o 1 afio.

34. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 33, en el que dicho microorganismo se suministra por lo
menos una vez al dia, preferiblemente dos veces al dia.

35. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 34, en el que dicho microorganismo se suministra en una
dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg por dia, tal como 100 fg a 10 mg por dia, o 1 pg a 1 mg por dia, o 10
pg a 100 pg por dia, 0 100 pg a 10 pg por dia, 0 1 ng a 1 ug por dia, 0 10 ng a 100 mg por dia.

36. El método de acuerdo con cualquiera de las clausulas 20 a 35, en el que dicho microorganismo se suministra
mediante pulverizacién, capsula, aerosol, pastillas oblongas, bolo, comprimido, bolsitas, liquido, suspension, emulsiéon o
pastillas.

37. Composicion que comprende un microorganismo, en la que dicho microorganismo secreta constitutivamente un
antigeno, que esta involucrado en la induccién de asma alérgica, esclerosis multiple, diabetes tipo |, uveitis autoinmune,
tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune, artritis reumatoide, alergia a alimentos o enfermedad celiaca.

38. La composicion de acuerdo con la clausula 37, en la que dicho microorganismo es bacteria o levadura de &cido
lactico, mas preferiblemente es Lactococcus lactis (LL).

39. La composicion de acuerdo con cualquiera de las clausulas 37 o 38, en la que dicho microorganismo esta presente
en una dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg, tal como 100 fg a 10 mg, 0 1 pga 1 mg, o 10 pg a 100 ug, o
100 pga 10 ug,01ngaipg,o10nga 100 mg.

40. Producto que comprende la composicién de cualquiera de las clausulas 37 a 39.

41. El producto de la clausula 40, en el que dicho producto se selecciona del grupo que consiste de pulverizaciones,
capsulas, aerosoles, pastillas oblongas, bolo, comprimidos, bolsitas, liquidos, suspensiones, emulsiones o pastillas.
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42. Medicamento, nutracéutico o alimento médico para tratar. prevenir, y/o aliviar una enfermedad o trastorno que
involucra una respuesta inmune relacionada con la enfermedad que comprende por lo menos un microorganismo, en el
que dicho microorganismo secreta constitutivamente un antigeno, que esta involucrado en la induccion de asma
alérgica, esclerosis mdltiple, diabetes tipo |, uveitis autoinmune, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune,
artritis reumatoide, alergia a alimentos o enfermedad celiaca.

43. Medicamento, nutracéutico o alimento médico de acuerdo con la clausula 42, en el que dicho microorganismo es
bacteria o levadura de acido lactico, méas preferiblemente es Lactococcus lactis (LL).

44. El microorganismo que secreta un antigeno para uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 103 a 19,0 la
composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las clausulas 2 a 19, en el que dicho antigeno se prepara para la
presencia continua en dicho paciente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1:La alimentacion oral de LL-OVA reduce significativamente las respuestas de DTH. Se sensibilizaron ratones
Balb/c mediante s.c. inyeccion de OVA/CFA en los dias 0 y recibieron una inmunizacion de refuerzo de OVA/I FA en el
dia 21. Los ratones se trataron por via oral con BM9, LLpTREXI, LL-OVA y 1 ug de OVA en los dias 7-11, 14-18, 21-25
y 28-31. El dia 31, los ratones se inocularon con 10 ug de Ova en 10 yl de solucién salina en la auricula de las orejas.
Las respuestas DTH se expresaron como la diferencia en el grosor de la oreja antes y después de la inoculacion de
OVA para ambas orejas 24 h después de la inoculacion.

Figura 2: La alimentacién oral de LL-OVA reduce significativamente la proliferacion especifica de OVA (A) y la
produccién de IFN-y (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) de esplenocitos en masa. Se sensibilizaron ratones Balb/c mediante s.c.
inyeccién de OVA/CFA en los dias 0 y recibieron una inmunizacion de refuerzo de OVA/IFA en el dia 21. Los ratones se
trataron por via oral con BM9, LLpTREXI y LL-OVA en los dias 21-25 y 28-31. El dia 31, los esplenocitos en masa se
aislaron y probaron para proliferacion especifica de OVA, que se expresa como la media cpm + SEM a diferentes
concentraciones de OVA, y para produccién de IFN-y, IL-6 e IL-10 después de 72 horas estimulacion ex vivo con 100
pg/ml de OVA.

Figura 3: La alimentacion oral de LL-OVA reduce significativamente la proliferacion especifica de OVA de las células T
esplénicas CD4+. Se sensibilizaron ratones Balb/c mediante s.c. inyeccién de OVA/CFA en los dias 0 y recibieron una
inmunizacién de refuerzo de OVA/IFA en el dia 21. Los ratones se trataron por via oral con BM9 (A), LLpTREXI (B) y LL-
OVA (C) en los dias 21-25 y 28-31. El dia 31, se aislaron esplenocitos en masa y proliferacion especifica de OVA de
células T esplénicas CD4+ mediante marcado con CFSE y CD4-APC y andlisis de citometria de flujo después de 90
horas de reestimulacion ex vivo con 100 pg/ml de OVA.

Figura 4: Las células T CD4* de los ratones tratados con LL-OVA transfieren tolerancia a los receptores sin previo
tratamiento. Se sensibilizaron ratones Balb/c mediante s.c. inyeccién de OVA/CFA en los dias 0 y recibieron una
inmunizacién de refuerzo de OVA/IFA en el dia 21. Los ratones se trataron por via oral con BM9, LLpTREXI y LL-OVA
en los dias 21-25 y 28-31. El dia 31, se aislaron las células T esplénicas CD4+ y se evalud la capacidad de transferencia
de tolerancia. La transferencia de tolerancia por células T esplénicas CD4+ de ratones tratados con LL-OVA y LL-pTREX
a los receptores sin tratamiento previo se evalué al sensibilizar e inocular este ultimo para una respuesta DTH, que se
expresa como la diferencia en el grosor de la oreja antes y después de la inoculacién de OVA para ambos oidos 24 h
después de la inoculacién.

Figura 5: Se inmunizaron ratones transgénicos NOD AB°DQ8 mediante s.c. inyeccion de 100 pg de eDQ8d en CFA el
dia 1. Los ratones se trataron por via oral con LL-eDQ8d o LL-pT1 NX en los dias 1-10. Los ratones de control
recibieron BM9. En el dia 10, los ratones se inocularon con 10 ug de eDQ8d en 10 pl de solucion salina en la auricula
de la oreja. Las respuestas DTH se expresan como la media en aumento 24 horas después de la inyeccion, después de
la resta del grosor de la oreja antes de la inoculacion de eDQ8d. Los resultados resumen los datos de 3 experimentos
independientes, incluidos 6 ratones por grupo.

Figura 6: Después de las mediciones de DTH, se aislaron los bazos (A) y los nédulos linfaticos inguinales (B) de los
grupos BM9 (control), LL-pT1INX y LL-eDQ8d y se reinocularon ex vivo con 50 pg de péptido eDQ8d. La respuesta
proliferativa especifica de eDQ8d de los esplenocitos en masa (p = 0.048) y las células de los ganglios linfaticos
inguinales (p = 0.0022) se expresaron como las cpm medias.

Figura 7: Las mediciones de citoquina en el sobrenadante del bazo (A) y las células del n6édulo linfatico inguinal (B) se
realizaron 24 horas después de la reestimulacién. Los resultados son promedios de secrecion de citoquinas en pg/ml
representativos de por lo menos dos experimentos individuales.

Figura 8: Proliferacién esplénica disminuida de eDQ8d depende de IL-10 y TGF-B.
EJEMPLOS
EJEMPLO A: Induccién de tolerancia especifica a OVA por Lactococcus lactis genéticamente modificada que suministra

OVA a ratones de tipo silvestre sensibilizados con OVA
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Introduccién

Para este propdsito, disefiamos con ingenieria genética OVA que secreta LL (LL-OVA) y evaluamos la induccién de la
tolerancia sistémica en un modelo terapéutico para la autoinmunidad/alergia, es decir, el modelo de inmunizaciéon OVA.

Materiales y métodos

Bacterias y medios: La cepa Lactococcus lactis MG1363 (LL) se modificé genéticamente y se utiliz a lo largo de este
estudio. Las bacterias se cultivaron en medio GM17E que consiste en caldo M17 (Difco Laboratories, Detroit, MI)
suplementado con 0.5% de glucosa y 5 pg/ml de eritromicina (Abbott). Las suspensiones madre de cepas LL se
almacenaron a -20°C en 50% de glicerol en medio GM17E. Las suspensiones madre se diluyeron 500 veces en medio
GM17E y se incubaron a 30 °C durante la noche. En 16 h, alcanzaron una densidad de saturacion de 2x10° unidades
formadoras de colonias (CFU) por ml. Las bacterias se recogieron mediante centrifugaciéon y se resuspendieron en
medio BM9 a 2x10'° bacterias/ml. Cada ratdn recibié 100 ul de esta suspensién diariamente a través de un catéter
intragastrico.

Plasmidos: la secuencia de ARNm que codifica la ovoalbimina Gallus gallus se recuperdé de Genbank (nimero de
acceso AY223553) y de los datos publicados. EI ARN total se aislé del Utero de pollo y el ADNc se sintetizd utilizando 2
pg de ARN total, cebadores oligo dT 2 uM (Promega Corporation Benelux, Leiden, Paises Bajos), DTT 0.01 mM (Sigma-
Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos), dNTP 0.5 mM (Invitrogen, Merelbeke, Bélgica), 20 U Rnasin (Promega Incorporation
Benelux) y 100 U transcriptasa inversa |l superindice (Invitrogen) en un volumen de 25 pl. Un fragmento de ADNc de
OVA se amplificé por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) utilizando los siguientes cebadores: directo 5'-
GGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATT-3 (SEQ ID NO: 9) e inverso 5-
ACTAGTTAAGGGGAAACACATCTGCCAAAGAAGAGAA-3 (SEQ ID NO: 10).

Las condiciones de reaccion fueron de 94 °C durante 2 min seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 45 segundos, 62 °C
durante 30 segundos y 72 °C por 90 segundos. El fragmento amplificado se fusiond con la sefal de secrecién de Usp45
del vector pT1 NX resistente a eritromicina, corriente abajo del promotor P1 lactocécicol17. Las cepas MG1363
transformadas con plasmidos que portan ADNc de OVA se denominaron OVA secretora de L. lactis (LL-OVA). La L.
lactis-pTREXI, que es MG1363 que contiene el vector vacio pTREXI, sirvié como control (LL-pTREX).

Ratones: Se obtuvieron ratones Balb/c hembra de siete semanas de Charles River Laboratories (Calco, ltalia) y se
alojaron en una instalacion animal convencional bajo condiciones libres de patogenos especificos. Los estudios con
animales fueron aprobados por el Comité de Etica del Departamento de Investigacion Biomédica Molecular de la
Universidad de Ghent (archivo no. 07/029).

Antigeno: se utilizd proteina V de grado OVA libre de LPS intacta como antigeno en todos los experimentos (Sigma
Aldrich).

Inmunizacién de ratones e induccién de tolerancia oral: se inmunizaron ratones Balb/c mediante s.c. inyeccion de 100
pug de OVA en 100 pl de una mezcla 1:1 de CFA (Difco, BD Bioscience, Erembodegem, Bélgica) y solucién salina en la
base de la cola el primer dia. LL-OVA, LL-pTREX1 o 1 ug de OVA purificada disuelta en 100 pyl de BM9 se administraron
diariamente los dias 7-11, 14-18, 21-25 y 28-31 (régimen 1), y los dias 21-25 y 28-31 (régimen 2). Los ratones control
recibieron solo BM9. Se introdujeron suspensiones antigénicas o bacterianas en el estémago utilizando una aguja
inoxidable de alimentacién animal de calibre 18. El dia 21, se dio una vacuna de refuerzo por s.c. inyecciéon de 100 ug
de OVA en 100 pl de una mezcla 1:1 de IFA (Sigma - Aldrich). La induccién de tolerancia se evalu6 mediante
respuestas DTH, medicion de citoquinas y proliferacién especifica de OVA, y experimentos de transferencia adoptiva.

Respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado: las respuestas de DTH especificas de antigeno se evaluaron
mediante inyeccion de OVA en el dia 31. Veinticuatro horas mas tarde se realizaron mediciones de DTH. Para la
medicion de las respuestas de DTH especificas de antigeno, los ratones fueron expuestos a 10 ug de OVA en 10 pl de
solucién salina en la auricula de la oreja. El hinchamiento de la oreja, definido como el aumento en el grosor de la oreja
debido a la provocacion, se midié de forma cegada 24 h después de la inoculacion utilizando un micrometro digital
(Conrad, Bélgica). Las respuestas DTH se expresaron como la diferencia en el grosor de la oreja antes y después de la
inoculacion con OVA para ambos oidos.

Ensayos de proliferacion especificos de OVA y citoquinas: el dia 39, se recogieron los bazos y se evaluaron los
esplenocitos para la proliferacién especifica de OVA y la produccion de citoquinas. Se prepararon suspensiones de
células individuales de bazos AL PASAR las células a través de filtros de células de 70 um (Becton/Dickinson Labware).
Los eritrocitos en las suspensiones celulares se lisaron mediante incubacion con tampén de lisis de glébulos rojos. Las
células T CD4+ se enriquecieron utilizando el kit de aislamiento de células T CD4* y las columnas midiMACS (Miltenyi
Biotec, Alemania).

Para ensayar la proliferacion de poblaciones de esplenocitos totales, se cultivaron 2x10° células en placas de fondo en
U de 96 pozos en un volumen total de 200 pl de medio completo [es decir. RPMI-1640 que contiene 10% de suero de
ternera fetal (FCS), 10 U/ml de penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina, L-glutamax2 mM, piruvato de sodio 0.4 mM], ya
sea solo o con OVA, agregado en concentraciones que varia de 1.2 a 100 ug/ml. La proliferacion se evalué
adicionalmente mediante el marcado 5,6-CFSE (Invitrogen, Merelbeke, Bélgica). Los esplenocitos se resuspendieron en
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PBS a 107/ml y se incubaron en una concentracién final de 10 uM de CFSE durante 12 min a 37°C. Las células
marcadas se lavaron dos veces con medio completo enfriado con hielo antes de cultivarse a 2x10° células en placas de
fondo en U de 96 pozos en un volumen total de 200 pl de medio completo con 100 pg/ml de OVA. Después de 90 h de
cultivo a 37 °C y 5% de CO:2 en una incubadora humidificada, las células se cosecharon y las células se tifieron con anti-
CD4 marcado con aloficocianina (BD, Biosciences) y la proliferacion se determiné utilizando citometria de flujo
(FACSCanto, BD Biosciences).

Para ensayar la proliferacion de células T CD4+*, se cultivaron 2x105 células CD4+ células T en placas de 96 pozos en U
con esplenocitos cargados con OVA tratada con mitomicina C, que actian como células presentadoras de antigeno, en
proporciones 1/1, 1/0.3, 1/0.1, 1/0.03 y 1/0 en un volumen total de 200 yl de medio completo. Las células se cultivaron
durante 90 h a 37 °C y 5% de CO2 en una incubadora humidificada. Para ensayos de proliferacion, se afiadio 1 pl
Ci/pozo de [3H] -timidina durante las Gltimas 18 h de cultivo, el ADN se recolecté en mallas filtrantes de fibra de vidrio
(Perkin Elmer, Boston, EE. UU.) Y se midi6 la radiactividad unida al ADN. en un contador de centelleo (Perkin Elmer).
Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién se recogieron después de 72 h de cultivo y se congelaron a -20 °C. La produccién de citoquina se cuantificd
utilizando el Mouse Flex Set Cytometric Bead Array (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.).

Experimentos de transferencia adoptiva: el dia 39, los bazos se recogieron de los grupos de tratamiento. Las
suspensiones de células individuales se obtuvieron picando los bazos y haciéndolos pasar a través de filtros de células
de 70 ym (Becton/Dickinson Labware). Las suspensiones celulares se enriquecieron para las células T CD4+, como se
describié anteriormente. Las células enriquecidas con CD4+ se transfirieron adoptivamente a ratones aceptores BALB/c
sin tratamiento previo con la inyeccién i.v de 1x10° células T CD4+. Un dia después de la transferencia adoptiva, todos
los ratones se sensibilizaron mediante inyeccion 100 ug de OVA/25 pl de solucién salina/25 pl de IFA (Sigma - Aldrich)
s. C. en la base de la cola, y 5 dias después, los ratones se inocularon de acuerdo el protocolo DTH descrito
anteriormente.

Andlisis estadistico: la importancia de las diferencias entre los grupos en el grosor de la oreja y las mediciones de
citoquinas se probaron utilizando ANOVA de una via. La significancia estadistica se indica como*(p <0.05) o <**> (p
<0.01).

Resultados

La LL-OVA mejora significativamente la capacidad inductora de tolerancia en el modelo de inmunizacién con OVA en
comparacién con la OVA libre.

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones fueron alimentados oralmente como se describié
anteriormente. La administracién de LL-OVA a ratones BALB/c sensibilizados con OVA condujo a una disminucion
significativa en la respuesta DTH en comparacion con los ratones cde ontrol sensibilizados (grupo BM9) y ratones
tratados con LL-pTREXI o 1 pg de OVA purificada (Figura 1)

Estos datos fueron acompanados por una capacidad proliferativa disminuida significativa y produccion de IFN-y, IL-10 e
IL-6 (Figura 2) de los esplenocitos en masa de los ratones tratados con LL-OVA en comparacién con los grupos tratados
con BM9 o LL-pTREX1-.

LL-OVA mejora la tolerancia oral a través de las células T CD4+.

Para evaluar si las células T CD4 median en la induccion de la tolerancia oral, se estudio la respuesta celular T CD4
proliferativa especifica de OVA en los esplenocitos. La citometria de flujo demostré que solo el 0.8% de las células T
esplénicas CD4+ proliferan después de la reestimulacion de OVA en el grupo LL-OVA en comparacién con el 4.5% y el
1.6% en los grupos BM9 y LL-pTREX1 (Figura 3). Adicionalmente, la transferencia adoptiva de células T esplénicas
CD4+ del grupo tratado con LL-OVA a ratones BALB/c sin tratamiento previo demostré6 que estas células podian
transferir tolerancia, ya que estas células podian reducir la respuesta DTH después de inmunizar e inocular a los
ratones aceptores con OVA (Figura 4).

Conclusién

Aqui, se demuestra que la administracién intragastrica de L. /actis secretora de OVA suprime las respuestas de células
T especificas de OVA mediante la induccion de regulador CD4+. Se demuestra que esta induccién de la tolerancia
inmune es mas potente que la proteina OVA libre, y que esto podria establecerse en un entorno terapéutico.

EJEMPLO B: Induccién de tolerancia oral especifica s antigeno por Lactococcus lactis modificado genéticamente que
suministra epitopos de gliadina inmunodominante especificos de DQ8 a ratones transgénicos de clase Il sensibilizados
con gluten.

Introduccién

La enfermedad celiaca, también conocida como celiaquia o enteropatia sensible al gluten, es una enfermedad
inflamatoria crénica que se desarrolla a partir de una respuesta inmune a granos dietéticos especificos que contienen
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gluten. El celiaco es un trastorno multigénico complejo que esta fuertemente asociado con los genes que codifican las
variantes del antigeno leucocitario humano HLA-DQ2 o HLA-DQ8. Uno de los aspectos méas importantes en la
patogénesis de la celiaquia es la activacion de una respuesta inmune T-helper 1. Esto surge cuando las células
presentadoras de antigeno que expresan moléculas HLA-DQ2/DQ8 presentan los péptidos tdxicos de gluten a las
células T CD4 (+). Ambas clases de proteinas del gluten, gliadinas y gluteninas, contienen péptidos que se unen a DQ2
y DQ8. En general, se acepta que la respuesta inmune, como la produccion de IFN-y a partir de células T especificas
del gluten, desencadena la destruccion de la mucosa en el intestino delgado de pacientes con enfermedad celiaca. Por
lo tanto, la activacién de una respuesta de células T inmunes perjudiciales en el intestino de pacientes con enfermedad
celiaca parece ser clave en el inicio y la progresion de la enfermedad.

La supresion inmune especifica de antigeno es un objetivo terapéutico atractivo para el tratamiento de la enfermedad
celiaca. El suministro activo de proteinas/péptidos de gluten recombinantes en la mucosa intestinal por Lactococcus
lactis (LL) modificado genéticamente proporciona un nuevo enfoque terapéutico para la induccién de tolerancia. Para
este proposito, se modificd genéticamente el epitopo DQ8 desaminado que secreta LL (LL-eDQ8d) y se evalué la
respuesta inmune local y sistémica en ratones transgénicos NOD AB® DQ8 de clase Il sensibilizados con gluten de
gluten después de la suplementacion oral.

Aqui, se demuestra que la administracién oral de péptido de gliadina que produce L. /actis suprime las respuestas
inmunes especificas de gliadina mediante la induccién de células T reguladoras de CD4+ especificas de antigeno.

Materiales y métodos

Bacterias y medios: La cepa Lactococcus lactis MG1363 (LL) se modificé genéticamente y se utilizo a lo largo de este
estudio. Las bacterias se cultivaron en medio GM17E, que es caldo M17 (Disco Laboratories, Detroit, M1) suplementado
con 0.5% de glucosa y 5 pg/ml de eritromicina (Abbott). Las suspensiones madre de cepas LL se almacenaron a -20°C
en 50% de glicerol en medio GM17E. Las suspensiones madre se diluyeron 200 veces en medio GM17E y se incubaron
a 30°C durante la noche. Dentro de las 16 h de cultivo, se alcanzé una densidad de saturacién de 2x10° unidades
formadoras de colonias (CFU) por ml. Las bacterias se recogieron por centrifugacion y se concentraron 10 veces en
tampdn de inoculacidon BM9 a 2 x 10° bacterias/100 pl. Para el tratamiento, cada raton recibié 100 ul de esta suspensién
diariamente por medio de un catéter intragastrico.

Plasmidos: la secuencia que codifica el epitopo DQ8 desamidado (que codifica DQ8d: caa tac cca tca ggt gaa ggt tca ttc
caa cca tca caa gaa aac cca caa gct (SEQ ID NO: 1)), se recuperd de los datos publicados. En resumen, dos residuos
de glutamina dentro del péptido de alfa-gliadina se cambiaron en acidos glutamicos para estimular la respuesta de alfa-
gliadina inmunodominante desamidada para los pacientes con enfermedad celiaca portadora de DQS8, y este epitopo es
reconocido por las células T de estos ratones. El fragmento de ADNc DQ8d se construyd sintéticamente (Operon,
Paises Bajos) y se amplific6 mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes cebadores
directos e inversos 5'-caatacccatcaggtgaaggttc-3 '(SEQ ID N2: 11) y 5'- cgactagttaagcttgtgggttticttgtgat- 3 '(SEQ ID NO:
12). Para fines de deteccion, se uni6 una e-tag (e) al fragmento, que consta de la siguiente secuencia ggt get cca gtt cca
tac cca gat cca ctt gaa cca cgt (SEQ ID NO: 13). Para agregar la e-tag al extremo 5’ del gen DQ8d, se utiliz6 el producto
de PCR que se produjo en la etapa 1 (DQ8d) como plantila en una PCR con los oligonucletdtidos 5'-
ggtgctccagttccatacccagatccacttgaaccacgtcaatacccatca-3' (SEQ ID N%: 14) y 5'-cgactagttaagcttgtgggttttctigtgat-3 '(SEQ
ID NO: 15). El fragmento amplificado se fusiond con la sefial de secrecion de Usp45 del vector pT1 NX resistente a la
eritromicina, corriente abajo del promotor P1 lactocécico. Las cepas MG1363 transformadas con plasmidos que llevan
ADNc eDQ8d se denominaron Lactococcus lactis que secretan eDQ8d (LL-eDQ8d). El LL-pT1 NX, que es MG1363 que
contiene el vector vacio, pT1 NX, sirvi6 como control.

Andlisis funcional de epitopos secretados: Para el andlisis funcional del epitopo eDQ8d secretado se realizé un ensayo
de proliferacién con clones de células T humanas derivadas de los intestinos de pacientes con enfermedad celiaca
(CD). Las bacterias se cultivaron durante la noche como se describié anteriormente, se diluyeron 1:50 y se cultivaron
durante otras 4 o 6 horas respectivamente. Los clones de células T especificos para gluten se generaron a partir de una
biopsia de intestino delgado tomada del paciente S, un paciente de CD holandés adulto que habia estado en una dieta
libre de gluten durante varios afios. El paciente dio su consentimiento informado para el estudio, que fue aprobado por el
comité de ética del hospital. El paciente fue tipado serolégicamente para ser HLA-DR3/4, DQ2/8, llevando asi los dos
dimeros DQ asociados a CD. Se encontr6 que el clon de células T 1129 respondia a un péptido derivado de alfa-gliadina
con un nucleo de 9 aminoacidos minimo QGSFQPSQQ, cuando se unia a HLA-DQS8. Se descubrié que la desamidacién
del residuo de glutamina P1 y/o P9 (Q) en &cido glutdmico (E) mediante la actividad de la transglutaminasa tisular
mejora sustancialmente la capacidad estimuladora de células T de este péptido de gluten. Los ensayos de proliferacion
se realizaron por duplicado o triplicado en 150 pl de medio de cultivo (Iscoves) en placas de fondo plano de 96 pozos
(Falcon) utilizando 10* células T estimuladas con 10° HLA - DQ emparejadas y 3000 RAD de células mononucleares
irradiadas de sangre periférica en ausencia o presencia de sobrenadante a diversas concentraciones. Después de 48
horas, los cultivos se pulsaron con 0.5 uCi de3H-timidina, cosechados 18 horas después de la cual se determind la
incorporacion de®H - timidina como una medida para la proliferacion.

Ratones: Ratones transgénicos que expresan HLA-DQ8 en un fondo deficiente en MHC11 enddgeno (AB° DQ8*) se
retrocruzaron a ratones NOD durante 10 generaciones y se cruzaron para producir ratones congénitos NOD AB? DQ8+*.
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Se utilizaron ratones de siete a dieciséis semanas de edad para los experimentos. Los ratones fueron destetados y
mantenidos en una instalacién convencional para animales hasta las 8-12 semanas de edad.

Antigeno y anticuerpos: epitopos DQ8 desamidados con (GAPVPYPDPLEPRQYPSGEGSFQPSQENPQA (SEQ ID NO:
16)) y sin (QYPSGEGSFQPSQENPQA (SEQ ID NO: 2)) se sintetizaron e-tag. Para el fenotipado de células T, los
anticuerpos CD4 y CD25 se adquirieron en BD-Biosciences (San Jose, CA), y los kits de tincién APC anti-Foxp3 se
adquirieron en eBiosciences (San Diego, EE. UU.), Respectivamente. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales
neutralizantes anti-IL-10 (1 pg/ml, clon JES052A5), anticuerpo monoclonal neutralizante TGF- (1 pg/ml, clon 1 D11) y
anticuerpos neutralizantes LAP (1 pg/ml, clon 27235) de R&D systems (Minneapolis, MN).

Alimentacién oral y reaccion DTH (hipersensibilidad de tipo retardado): ratones NOD AB® DQ8 en un alimento libre de
gluten se sensibilizaron mediante inyeccion subcutdnea de 100 pg de péptidos eDQ8 desamidados en 100 pl de
solucién salina de CFA 1:1. (comprada de Difco of Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA) en la base de la cola
el dia 1. El péptido utilizado para la sensibilizacion tenia la misma secuencia que el epitopo secretado. Se aliment6 a los
ratones con BM9 como control negativo, LL- pT1NX o LL-eDQ8d [todos en los dias 1-10 disueltos en 100 uyl de BM9].
Las alimentaciones se realizaron mediante administraciones intragastricas de antigeno o suspensiones bacterianas
utilizando una aguja de sonda de acero inoxidable 18. Diez dias después de la inmunizacién, se evaluaron las
respuestas de DTH especificas de antigeno. Veinticuatro horas después se realizaron mediciones de DTH. Para medir
las respuestas de DTH especificas de antigeno, los ratones se inocularon con 10 ug de eDQ8d en 10 pl de solucion
salina en la auricula de la oreja. El aumento en el espesor de la oreja se midié de forma ciega utilizando un micrémetro
de ingeniero (Mitutoyo, Tokio, Jap6n) a las 24 h después de la inoculacion. Las respuestas de DTH se expresaron como
la diferencia de aumento 24 horas después de la inyeccion de eDQ8d, después de restar el grosor de la oreja antes de
la inoculacion. Posteriormente se sacrificaron los ratones, se recogieron el bazo y los ganglios linfaticos y se evaluaron
las células para determinar la proliferacion especifica de DQ8d y la produccién de citoquinas. Para la interferencia e-tag,
se inmunizaron ratones NOD AB? DQ8 con 100 ug de péptidos DQ8 desamidados con (eDQ8D) o sin E-tag (DQ8d) en
100 pl de una solucién salina 1:1 de adyuvante completo de Freund (CFA, Difco, BD) en la base de la cola en el dia 1.
El dia 7, las mediciones de DTH en el ratdn se realizaron como se describié anteriormente con 10 ug de DQ8d con o sin
e-tag, que corresponde al péptido utilizado para la inmunizacién.

Cultivos celulares, proliferacion y ensayos de produccién de citoquinas: Se prepararon suspensiones celulares de bazo
y nédulos linfaticos en el dia 11 del experimento al homogenizar el tejido con un triturador de tejidos en 1X PBS. Los
eritrocitos se eliminaron de las suspensiones de células de bazo mediante incubacion con ACK (cloruro de
amonio/potasio (tampén de lisis)). Las células se incubaron en placas de microtitulacion de 96 pozos a 5x10°
células/pozo en volimenes de 0.2 ml a 37°C en RPMI 1640 (1.5% de Hepes, 1% de Penstrep y 10% de FBS) con
suplementos que contienen medio solo, 10 ug de Con A o 50 pg del eDQ8d. En un experimento separado, se agregaron
anticuerpos neutralizantes IL-10, TGF-B, IL10 y TGF-B o LAP a esplenocitos de ratones tratados con LL-eDQ8d.
Después de 24 h, se evalud la proliferacion mediante la adicion de 1 uCi/pozo de [3H] -timidina durante las Gltimas 24 h
de cultivo. La radioactividad unida a ADN se cosechd sobre esterillas de filtro de fibra de vidrio y la incorporacién de
timidina se midi6 en un contador de centelleo (Perkin Elmer). Los resultados se expresaron como cpm media de pozos
por triplicado. Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes
ensayos de proliferacion, descritos anteriormente, se recogieron después de 24 h de cultivo y se congelaron a -20 °C
hasta que se realiz6 el analisis de citoquinas. La produccion de citoquinas se cuantificé utilizando el Ensayo Mouse
Inflammation Cytometric Bead Assay (BD Biosciences).

Andlisis de citometria de flujo: se aislaron bazos y tejido de ganglio linfatico asociado a intestino (GALT) de ratones
tratados con BM9, LL- pT1 NX o LL-eDQ8d, se prepararon como se describié anteriormente y se tifieron para CD4,
CD25 y Foxp3. La tincion intracelular se realiz6 para Foxp3 de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(eBiosciences, San Diego, CA) y posteriormente se midi® mediante citometria de flujo en Becton Dickinson
FACSCaliburs. Para el andlisis, las células se seleccionaron en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+ CD25 y dentro
de estas poblaciones se utilizaron histogramas Foxp3 para determinar la intensidad media de fluorescencia (MFI).

Analisis estadistico: los resultados de las mediciones de citoquinas se expresan como medias + SEM. Las mediciones
de proliferacién especifica de eDQ8d, espesor de la oreja y citoquina se analizaron para determinar la significacion
utilizando ANOVA de una via seguido de la comparacion de la prueba t de Student: dos muestras que suponen la
misma varianza para determinar las diferencias entre grupos individuales. Para todas las pruebas, se utilizé un valor de
p <0.05: *, <0.01:** para indicar la significacion estadistica para ambas pruebas.

Resultados

El suministro en la mucosa de los epitopos de eDQ8d por L. /actis disminuye significativamente la respuesta de DTH
inducida por DQ8d y la capacidad proliferativa del las células de bazo en masa y los ganglios linfaticos inguinales.

La administracion intragastrica diaria de LL-eDQ8d en ratones transgénicos NOD AB®° DQ8 clase Il inmunizados con
eDQ8d condujo a una disminucién significativa de la respuesta DTH en comparacién con los ratones control negativo
sensibilizados (Figura 5). Los ratones de control (alimentados con BM9) se inmunizaron claramente a eDQ8d, pero la
administracion intragastrica diaria de LL-eDQ8d redujo significativamente la DTH (13.1x102 mm frente a 5.1x102mm, p
= 0.0031). La hinchazén de la oreja también se redujo ligeramente en los ratones tratados con LL-pT1 NX en
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comparacion con los controles (9.3x10%> mm frente a 13.1x102 mm p = 0.0343) pero en un grado mucho menor que en
los ratones LL-eDQ8d tratados. Los ratones DQ8 no transgénicos NOD AB® mostraron solo un aumento menor en el
espesor de la oreja (3.2x102 mm). Estos datos indican que el LL-eDQ8d administrado por via oral suprime las
respuestas de células T inflamatorias y sistémicas en ratones transgénicos inmunizados con NOD AB? DQ8 y que el
antigeno secretado es necesario para la induccion de un efecto tolerogénico significativo.

Estos datos fueron acompafados por una capacidad proliferativa disminuida significativa de los esplenocitos y las
células del nédulo linfatico inguinal (Figura 6). La respuesta proliferativa reducida estuvo acompafada por una
regulacién positiva significativa de IL-10 y una regulacion a la baja de la produccién de IL-12 después de la estimulacion
eDQ8d ex vivo de esplenocitos (Figura 7). Mas aun, LL-eDQ8d redujo significativamente la produccion de IFN-y
inducida por eDQ8d en los ganglios linfaticos inguinales en comparacion con los ratones tratados con BM9 y LL-pT1 NX.
En conjunto, estos datos indican que el tratamiento LL-eDQ8d suprime la activacion de las células T después de la
estimulacion eDQ8d y sugieren que la activacion de DC también puede ser modulada.

Disminucion de proliferacion especifica de eDQ8d esplénico depende de IL-10 y TGF-B, y el tratamiento con LL-DQ8d
aumenta significativamente la expresion de Foxp3 esplénica y GALT.

La importancia funcional de TGF-B, IL-10, y LAP (TGF-B asociado a la membrana) en la respuesta proliferativa
esplénica especifica de eDQ8d se analiz6 utilizando anticuerpos neutralizantes. IL-10-, TGF-B o anticuerpos
neutralizantes de LAP no interfirieron significativamente con la disminucién de la respuesta proliferativa esplénica de los
ratones tratados con LL-eDQ8d, pero agregaron una combinacion de anticuerpos monoclonales neutralizantes de TGF-
B e IL-10 que abolieron por completo la capacidad proliferativa especifica de eDQ8d reducida de esplenocitos de
ratones tratados con LL- eDQ8d (figura 8). Estos datos sugieren fuertemente que el tratamiento con LL-eDQ8d es capaz
de suprimir la activacién de células T en ratones transgénicos de clase 1| NOD AB® DQ8 inmunizados con DQ8d y que
esta supresion depende tanto de IL-10 como de TGF-f3 Adicionalmente, se observd una regulacién al alza significativa
de Foxp3 dentro de la CD4+*CD25* esplénica asi como de la poblacién de células CD4+*CD25+* de los ratones tratados
con LL-eDQ8d en comparacién con el control (BM9) (IMF 171 vs 61 y 35 vs 6, respectivamente). Sorprendentemente,
Foxp3 también fue regulado positivamente en la poblacién CD4+CD25  en el tejido del ganglio linfatico asociado al
intestino (GALT) de los ratones tratados con LL-eDQ8d en comparacion con los tratados con BM9 (MFI 73 frente a 30),
pero no en la poblacion GALT CD4+CD25+*. La alimentacién con LL-pT1 NX también indujo algo de regulacién al alza de
Foxp3, pero exclusivamente en la poblacion de células T CD4*CD25 esplénicas y en menor medida que LL-eDQ8d
(MFI 15 vs 35, respectivamente).

Conclusién

Nuestros datos demostraron que el suministro por via mucosa de un péptido inmunodominante derivado de gliadina
para respuestas de células T mediadas por DQ8 — mediante L. /actis modificado genéticamente, induce la supresion de
respuestas de células T restringidas DQ8 locales y sistémicas en ratones transgénicos NOD AB? DQ8 clase Il. El
tratamiento dio como resultado una disminucién especifica del antigeno de la capacidad proliferativa de los esplenocitos
y las células del nédulo linfatico inguinal, que era criticamente dependiente de la produccién de IL-10 y TGF-B y se
asoci6 con una induccion significativa de linfocitos T reguladores de Foxp3+*. Debido a que este enfoque de las bacterias
que suministran antigenos tiene la capacidad de potenciar la tolerancia oral incluso en el contexto de una
hipersensibilidad establecida, puede ser aplicable para el tratamiento de la enfermedad celiaca y posiblemente otras
enfermedades autoinmunes y/o alérgicas.

Epitopo DQ8 nativo

Los experimentos anteriores se repiten con el epitopo de a-gliadina nativa, es decir. QYPSGQGSFQPSQQNPQA (SEQ
ID NO: 4), que corresponde a los residuos 203-220 de la secuencia que se puede recuperar a través de la entrada
Q9M4L6 de UniProtKB/TrEMBL. Dicho epitopo DQ8 nativo se codifica por la secuencia de nucleétidos 5'-caa tac cca tea
ggt caa ggt té ttc caa cca tea caa caa aac cca caa gct-3 '(SEQ ID NO: 3).

Los resultados con el epitopo de a-gliadina DQ8 nativa son esencialmente idénticos a los resultados descritos
anteriormente para el epitopo de a-gliadina DQ8 desamidado.

Ensayo en pacientes celiacos que utilizan epitopo DQ8

En un estudio preliminar, L. lactis disefiado por ingenieria de acuerdo con la invencién se utiliza como un agente
terapéutico en un ensayo en pacientes con enfermedad celiaca. Nuestros hallazgos prometen que este enfoque es
efectivo de una manera especifica de antigeno.

La enfermedad celiaca es un objetivo especialmente atractivo para este enfoque, debido a la capacidad de la LL para
suministrar el antigeno en el sitio de la respuesta primaria para lograr tolerancia tanto directa como de activaciéon
inespecifica

Ensayo en pacientes celiacos que utilizan epitopo DQ2
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No existen ratones transgénicos que expresen HLA-DQ2 en un antecedente enddgeno de MHC Il deficiente,
comparable a los ratones HLA-DQ8 como se utiliz6 anteriormente. De acuerdo con lo anterior, los experimentos
descritos anteriormente para epitopos DQ8 no fueron posibles en un modelo de ratén apropiado. Por lo tanto, llevamos
a cabo algunos experimentos preliminares en pacientes con enfermedad celiaca, utilizando epitopos DQ2 de a-gliadina
tanto nativos como desamidados.

Especificamente, los experimentos anteriores se repiten utilizando:

epitopo DQ2 desamidado LQLQPFPQPELPYPQPQLPYPQPELPYPQPQPF (SEQ ID N¢: 6), codificado por la secuencia
de nucledtidos 5'-tta caa tta caa cca ttc cca caa cca gaa tta cca tac cca tta cca tac cca caa cca gaa tta cca tac cca caa
cca caa cca ttc (SEQ ID NO: 5)

y el epitopo DQ2 nativo: LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 8), codificado por la secuencia
de nucleétidos 5'-tta caa tta caa cca ttc cca caa cca caa tta cca tac cca tta cca tac cca caa cca caa tta cca tac cca caa
cca caa cca ttc (SEQ ID NO: 7)

Los resultados con el epitopo DQ2 de a-gliadina nativoa y desamidado son esencialmente idénticos a los resultados
descritos anteriormente para los epitopos DQ8 de a-gliadina.

EJEMPLO C: Induccion de tolerancia al factor VIl y factor IX de coagulacion después de la administracion oral de L.
lactis que secreta dichos factores

Introduccién

Diversas proteinas terapéuticas (recombinantes), tales como interferén, factor VIII/IX y anticuerpos (Remicade) se
administran en dosis altas durante periodos de tratamiento prolongados. Sin embargo, una complicacién asociada con
su uso es el desarrollo de respuestas inmunes especificas de proteinas, tales como los anticuerpos. Estos anticuerpos
(Abs), también llamados inhibidores, hacen que las proteinas terapéuticas sean menos efectivas. Los ejemplos incluyen
la formacién de inhibidores para factor VIII/IX en hemofilia, eritropoyetina (Epo) en pacientes sometidos a terapia para
insuficiencia renal cronica e IFN-o en pacientes sometidos a tratamiento para esclerosis multiple. Aqui, se demuestra
que el suministro oral del Factor VIII (y Factor IX) por L. lactis suprime la formacién inhibidora a dicho factor mediante la
induccion de células T reguladoras de CD4+ especificas de antigeno.

Material y métodos

Bacterias y plasmidos: la cepa MG1363 de L. lactis se utiliza a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivan en
medio GM17, es decir M17 (Difco Laboratories, Detroit, Ml) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones
madre de todas las cepas se almacenan a -20°C en 50% de glicerol en GM17. Para las inoculaciones intragastricas, las
suspensiones madre se diluyen 200 veces en GM17 fresco y se incuban a 30 °C. Alcanzan una densidad de saturacién
de 2 x 10° unidades formadoras de colonias (CFU) por ml dentro de las 16 horas. A lo largo de este estudio, se utilizan
suspensiones bacterianas mixtas. Por lo tanto, las bacterias que se mezclan se recogen por centrifugacién y los
sedimentos de ambos cultivos bacterianos se concentran 10 veces en medio BM9 (Schotte, Steidler et al., 2000). Para
el tratamiento, cada raton recibe 100 pl de esta suspensién mediante un catéter intragastrico.

Los fragmentos de ADNc o ADNc de FVIII y FIX humano, que representan epitopos de células T CD4+ especificas a
FVIII y FIX, se amplifican fusionados a la sefal de secrecion de Usp45 del vector pT1 NX resistente a eritromicina,
corriente abajo del promotor P1 de lactococos.

Las cepas MG1363 transformadas con plasmidos que llevan FVIII humano (y/o fragmento de epitopo), FIX (y/o
fragmento de epitopo), se denominaron L. lactis que secreta LL-FVIII, LL-FIX. LL- pT1 NX, que es MG1363 que contiene
el vector vacio pT1 NX, sirve como control.

La cuantificacién de FVIIl y FIX: FVIII o FIX de LL-FVIII y LL-IX, respectivamente, se determina utilizando el ensayo de
inmunoabsorcidén enzimatica (ELISA) especifico a FIX y FVIII humano que se han descrito previamente (Chuah et al.,
2003). Las proteinas recombinantes también se analizan mediante analisis de transferencia Western y ensayos
COATests y aPTT, tal como se describe (Chuah et al., 2003; VandenDriessche et al., 1999). El extremo NH2 de esta
proteina se determina por degradacion automatizada de Edman. Debido a que FVIIl y FIX normalmente se expresan en
el higado donde se someten a modificaciones postraduccionales extensas, los factores de coagulacién producidos a
partir de L. lactis disefiado por ingenieria pueden ser bioldgicamente inactivos. Sin embargo, estas diferencias
postraduccionales probablemente no tendran repercusiones sobre la capacidad de estas proteinas recombinantes
producidas por L. lactis para inducir tolerancia inmune. De hecho, la mayoria de los inhibidores que se han
caracterizado en detalle hasta la fecha normalmente reconocen residuos de aminoacidos (Villard et al., 2003), en lugar
de fracciones glucosiladas.

Animales: Los ratones con hemofilia A o B obtenidos por desactivacion de los genes murinos FVIII o FIX utilizando
recombinacion homoéloga en células ES como se describe por (Bi y col., (1995) y Wang et al., (1997), se crian en el
laboratorio. Estos ratones receptores generan anticuerpos neutralizantes cuando se estimulan con el antigeno FVIIl o
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FIX recombinante purificado en presencia de CFA (Mingozzi et al., 2003). El estado del inhibidor se puede monitorizar a
lo largo del tiempo utilizando ensayos Bethesda o ELISA especificos anti-FVIll/anti-FIX. Los ratones receptores
inoculados con FVIIl o FIX (+ CFA) normalmente desarrollan inhibidores 2-3 semanas después de la inoculacién
antigénica.

Configuracion experimental: los ratones de 4 a 6 semanas reciben FVIII, FIX, LL-FVIII, LL-FIX o LL-pT1 NX o LL-OVA
(un antigeno irrelevante) (1 o 10 pg). Como un control positivo para la induccién de tolerancia, inyectamos ratones con
vectores virales adenoasociados (AAV) que expresan FIX a partir de un promotor especifico de hepatocitos. Los
animales receptores desarrollan tolerancia inmune especifica para FIX que previene la induccion de anticuerpos anti-FIX
en la inoculacion posterior con FIX + CFA.

En un entorno profilactico, FVIII, FIX, LL-FVIII, LL-FIX solo se administran por via oral a ratones A o B cobn hemofilia
utilizando un catéter gastrico, utilizando diferentes intervalos de tratamiento y dosis. Estos ratones receptores se
inoculan posteriormente con antigeno FVIII o FIX recombinante purificado, en presencia de CFA (Mingozzi et al., 2003).
Los animales de control se exponen a LL- pT1 NX y LL-OVA. El plasma se cosecha mediante hemorragia retroorbital. El
desarrollo de anticuerpos dirigidos contra FVIII o FIX se evallGa utilizando ensayos Bethesda (Kasper et al., 1975) o
utilizando un ELISA especifico anti-FVIIl o anti-FIX modificado (VandenDriessche et al., 1999) a diferentes intervalos de
tiempo.

En un entorno terapéutico, los ratones hemofilicos A o B se inmunizan primero con FVIII o FIX, como se describe
(Mingozzi et al., 2003). El estado del inhibidor se monitoriza a lo largo del tiempo utilizando ensayos Bethesda o ELISA
especificos anti-FVII 1/anti-FIX. Los ratones con titulos de inhibidor bajos o altos se tratan posteriormente con FVIII, FIX,
LL-FVIII, LL-FIX solos utilizando diferentes intervalos de tratamiento y las dosis y titulos de inhibidor se determinan a lo
largo del tiempo. La especificidad de la posible tolerancia inmune se evalla al inocular los ratones que reciben FVIII,
FIX, LL-FVIII, LL-FIX solo con un antigeno irrelevante (toxoide tetanico u Ova).

Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas: Se preparan suspensiones de células individuales de bazo y
ndédulos linfaticos al pasare las células a través de filtros de células de 70 pm (Becton/Dickinson Labware). Los
eritrocitos se eliminan de las suspensiones de células de bazo por incubacion con tampdn de lisis de glébulos rojos.

Ensayos de proliferacion de poblaciones totales de esplenocitos, se cultivan 2 x 10° células en placas con fondo en U de
96 pozos en un volumen total de 200 yl de medio completo solo o con FVIII o FIX purificado, y con o sin anticuerpos
monoclonales neutralizantes anti-IL-10 o anti-TGF-B. Se agregan FVIIl y FIX a concentraciones que varian de 1 a 100
pg/ml. Los anticuerpos neutralizantes se agregan a 1, 0.1 y 0.01 pg/ml. Para ensayos de proliferacién de células T CD4+
y poblaciones de células T CD4+*CD25, 0.2 x 10% células T CD4* o células T CD4*CD25" se cultivan en placas de 96
pozos con fondo en U con 1 x 10° células CD4+ irradiadas, que actian como células presentadoras de antigeno, y FVIII
o FIX (0 0 100 ug/ml) en un volumen total de 200 yl de medio completo con o sin anticuerpos neutralizantes. Después
de 72 a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5%, la proliferacién se evalia mediante la adicion de 1
uCi/pozo de [°H]-timidina. La radioactividad unida a ADN se cosecha 16-18 horas después en esteras filtrantes de fibra
de vidrio (Perkin Elmer, Boston, EE.UU.) y la incorporacién de timidina se mide en un contador de centelleo (Perkin
Elmer).

Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién se recogen después de 24, 48 y 72 h de cultivo y se congelan a -20 °C hasta que se realiza el andlisis de
citoquinas. La produccién de citoquinas se cuantifica utilizando el Ensayo de Perlas Citométricas de Inflamacién en
Ratones (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.).

Ensayo de actividad reguladora T in vivo: con el fin de probar la supresién activa de la formacion de anticuerpos en
ratones, esplenocitos, células CD4+ purificadas en perlas, células T CD4*CD25 o CD4+*CD25+ aisladas de los diferentes
grupos experimentales tratados con L. /actis se transfieren adoptivamente a ratones C3H/Hed sin tratamiento previo. Los
ratones no tratados se utilizan como control. EI nimero de células transferidas es 107 para células de bazo enteras,
células de bazo reducidas en subpoblacién o células CD4* seleccionadas positivamente y células T CD4+*CD25 vy
CD4+CD25*. Los ratones receptores (n = 4-5 por cohorte experimental) se inyectaron por via subcutanea con 5 ug de
hF.IX en cFA 36 horas después de la transferencia adoptiva. Los titulos de IgG anti-hF.IX en plasma se midieron 2,5
semanas después de la inmunizacién.

Resultados

LL-FVIIl y LL-IX aumentan significativamente la capacidad inductora de tolerancia en ratones con hemofilia A 0 B en
comparacioén con FVIIl o FIX libre

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La adicion de LL-FVIII o LL-FIX mejora significativamente la induccion de tolerancia hacia
FVIIl y FIX ya que la respuesta proliferativa especifica de factor de esplenocitos se reduce significativamente en este
grupo en comparacion con los grupos control y FVIII y FIX libres.

LL-FIIV y LL-FIX potencian la tolerancia oral en asociacion con titulos reducidos de FVIIl y FIX y IFN-y y mas
produccién de IL10 y TGF-B en respuesta a dicho factor.
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Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). Los anticuerpos especificos de FVIIl y FIX y la produccién de citoquinas en respuesta a
dicho factor en esplenocitos y nédulos linfaticos se cuantifican como se describié anteriormente. La formacion y
produccién de inhibidor de la citoquina proinflamatoria, IFN-y se reduce fuertemente y las citoquinas inmunosupresoras
IL-10 y TGF-B se incrementan significativamente en el grupo LL-FVIII/FIX en comparacién con el control y grupos FVIII
/IX libres.

LL-FVIII/FIX mejora la tolerancia oral a través de las células T CD4+

Para evaluar si las células T CD4* median la induccién de la tolerancia oral, se estudia la respuesta de células T CD4+
proliferativa especifica a factor en los esplenocitos y los ganglios linfaticos. Por lo tanto, los ratones se alimentan
oralmente como se describi6 anteriormente (configuracién experimental) y la proliferacién de células T CD4+ especificas
del factor se determina como se describe en cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas. La respuesta de
células T CD4 especificas a factor en el grupo LL-FVIII/FIX se reduce significativamente en comparacion con el control y
los grupos FVIII/IX libres.

Las células reguladoras T inducidas por antigeno después de terapia LL-FVIII/FIX pueden transferir la proteccion de la
formacion de inhibidor in vivo

Con el fin de probar la supresién activa de la formacion de anticuerpos en ratones tratados con el protocolo de tolerancia
oral, transferimos adoptivamente esplenocitos de los diferentes grupos tratados como se describié anteriormente
(ensayo de actividad reguladora T in vivo). En comparacion con los controles y los grupos FVIII/IX libres, la formacion de
IgG anti-factor se reduce significativamente en el grupo LL - FVIII/FIX, lo que indica la activacion de las células T CD4+
reguladoras en nuestro protocolo combinado de tolerancia oral.

Conclusién

Nuestros datos demuestran que el suministro a la mucosa de L. lactis recombinante que secreta FVIIl o FIX es mas
potente que FVIII o FIX libre en la supresion de la formacion de inhibidores especificos de FVIII y FIX en ratones con
hemofilia A y B, respectivamente.

EJEMPLO D: Induccion de tolerancia a un alérgeno, Der p 1 después de la administracion oral de L. lactis que secreta
dicho alérgeno

Introduccién

El asma alérgica es un trastorno inflamatorio cronico de las vias respiratorias. Se caracteriza por obstruccién reversible
de la via aérea, niveles séricos elevados de inmunoglobulina E especifica a alérgeno, hipersecrecion de moco e
hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR) a estimulos ronchospasmogénicos. Sus sintomas empeoran por la
exposiciéon a un alérgeno (por ejemplo, polen de arboles, hierba y hierba, polvo y acaros del polvo, moho, caspa de
animales) al que el paciente ha sido sensibilizado. Los linfocitos T-ayudador (Th2) de tipo 2 desempefian una funcién
crucial en el inicio, la progresion y la persistencia de la enfermedad. Los datos actuales sugieren que las respuestas Th2
a alérgenos normalmente son suprimidas por las células T reguladoras. Adicionalmente, la supresion de este
subconjunto disminuye en individuos alérgicos. Aqui, se demuestra que la administracién oral de alérgeno por L. lactis
suprime las respuestas similares al asma mediante la induccion de células T reguladoras de CD4* especificas de
antigeno.

Material y métodos

Dos modelos de ratdén de asma alérgica que imita la enfermedad humana son el modelo de alérgeno Ova y el modelo
SCID humanizado.

El modelo alérgeno Ova: los ratones sensibilizados con OVA se inoculan por inhalaciéon con aerosol de OVA que
conduce a inflamacién eosinofilica dependiente de citoquinas Th2, hiperreactividad bronquial y produccion de IgE,
hallazgos altamente caracteristicos del asma alérgica humana (Brusselle, 1994, Clin Exp Allergy 24:73; Kips et al. 1996,
Am J Respir Crit Care Med 153:535; Brusselle et al. 1995, Am J Respir Cell Mol Biol 12:254).

Bacterias: La cepa MG1363 de L. /actis se utiliza a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivan en medio GM17,
es decir M17 (Difco Laboratories, Detroit, Ml) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones madre de todas las
cepas se almacenan a -20°C en 50% de glicerol en GM 17. Para las inoculaciones intragastricas, las suspensiones
madre se diluyen 500 veces en GM17 fresco y se incuban a 30 °C. Alcanzan una densidad de saturacion de 2 x 10°
unidades formadoras de colonias (CFU) por mL. dentro de las 16 horas. Las bacterias se recolectan por centrifugacién y
se concentran 10 veces en medio BM9. Para el tratamiento, cada ratén recibe 100 uL de esta suspension diariamente
mediante un catéter intragastrico.

Plasmidos: la secuencia de ARNm que codifica la ovoalbumina Gallus gallus se obtiene de Genbank (nUmero de acceso
AY223553). El ARN total se aisla del Gtero de pollo y el ADNc se sintetiza utilizando 2 ug de ARN total, cebadores oligo
dT 2 uM (Promega Corporation Benelux, Leiden, Paises Bajos), DTT 0.01 mM (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, The
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Holanda), dNTP 0.5 mM (Invitrogen, Merelbeke, Bélgica), 20 U Rnasin (Promega Incorporation Benelux) y 100 U
superindice transcriptasa Il (Invitrogen) en un volumen de 25 pl. El fragmento de ADNc de OVA se amplifica por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min seguido de 30
ciclos a 94 °C durante 45 segundos, 62 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 90 segundos, con los siguientes
cebadores directos e inversos 5-GGCTCCATCGGTGCAGCAAGCATGGAATT-3 '(SEQ ID NO: 17) y 5-
ACTAGTTAAGGGGAAAC-ACATCTGCCAAAGAAGAGAA-3' (SEQ ID NO: 18).

El fragmento amplificado se fusiona con la sefal de secrecion de Usp45 del vector pT1 NX resistente a la eritromicina,
corriente abajo del promotor P1 lactocécico.

Las cepas MG1363 transformadas con plasmidos que portan ADNc de OVA se denominan LL-OVA. LL- pTREXI, que es
MG1363 que contiene el vector vacio, que sirve como control.

Cuantificaciéon de OVA: OVA de LL-OVA se determinan utilizando un ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA)
especifico de OVA desarrollado en casa. La produccién de las proteinas recombinantes también se evalGa por analisis
de transferencia Western.

Ratones: se adquieren ratones BALB/c (de 6 a 8 semanas de edad) de Charles River Laboratories (Calco, Italia). Los
ratones se mantienen en condiciones libres de patégenos especificos.

Inmunizacién de ratones: los ratones se inmunizan i.p. con 10 uyg de OVA (grado V; Sigma - Aldrich) en 1 mg de
hidroxido de aluminio (alumbre). Esta inmunizacion se repite después de 21 dias (en los dias 0 y 21). Los ratones de
control reciben una inyeccién de solucion salina en lugar de la solucion OV A/alumbre. 26 dias después de la
inmunizacion, los ratones sensibilizados inhalan una solucién en aerosol de OVA al 1% disuelto en PBS durante 10
minutos. La inhalacion de OVA se realiza durante 3 dias seguidos (dias 47, 48 y 49). Los ratones de control inhalan PBS
solo bajo las mismas condiciones que las utilizadas para el grupo experimental.

Induccion de tolerancia oral: los ratones reciben LL-OVA, LL-pTREX1, 1 uyg de OVA o BM9 los dias 0-4, 7-1 1, 14-18 y
21-25. Como control positivo para la induccion de tolerancia oral, los ratones son alimentados con 30 mg de OVA
mediante catéter intragastrico que reduce la eosinofilia bronquial y la hiperreactividad de las vias respiratorias, siendo la
de alimentacion a dosis alta mas efectiva que la alimentacién a dosis baja.

Medicion de la hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR): 24 h después de la inhalacién final (dia 50), la
hiperreactividad de las vias respiratorias se evalia mediante la obstruccion del flujo de aire inducida por metacolina. Los
ratones se exponen durante 2.5 minutos a solucion salina fisiolégica nebulizada (Otsuka Pharmaceutical), seguido de
dosis incrementales (1-30 mg/ml) de metacolina nebulizada. Estos ratones se colocan en un pletismégrafo de cuerpo
completo durante 2,5 minutos después de la nebulizacion, y se mide la pausa mejorada (Penh) utilizando el sistema
Biosystem XA WBP (Buxco Electronics). "Penh" representa la obstruccion pulmonar del flujo de aire y se calcula
utilizando la férmula: Penh = ((Te - Tr)/(Tr xPEF/PIF)), en la que Penh = pausa mejorada (sin dimensiones), Te = tiempo
espiratorio (segundos), Tr = tiempo de relajacién (segundos), PEF = flujo espiratorio maximo (mililitros por segundo) y
PIF = flujo inspiratorio maximo (mililitros por segundo). Penh se mide y promedia aproximadamente cada 5 s, y los
valores acumulados se promedian como el valor de Penh para cada punto de tiempo. La hiperreactividad de las vias
respiratorias se expresa como PC200Mch (200% de concentracién provocadora de metacolina), que es la concentracion
de metacolina que duplica el valor de Penh de referencia.

Analisis del fluido de lavado broncoalveolar (BALF): después de la medicién de la hiperreactividad de las vias
respiratorias, se obtienen muestras de lavado broncoalveolar. Los ratones son sacrificados por inyeccién i.p. de
sobredosis de ketamina y xilazina, y luego se lavan los pulmones con 0.5 ml de solucién salina cuatro veces. El fluido de
lavado se centrifuga y las células se resuspenden en 1 ml de solucién salina con 1% de BSA. El numero total de células
se cuenta utilizando un hemocitémetro. Las muestras de Cytospin se preparan al centrifugar las suspensiones a 300
rom durante 5 min. Para distinguir claramente los eosindfilos de los neutréfilos, se aplican tres tinciones diferentes:
tinciones Diff-Quick, May-Gr [upsilon] nwald-Giemsa y Hansel (eosina). Por lo menos 300 leucocitos se diferencian
mediante microscopia de luz con base en los criterios morfolégicos estandar. El nivel de IL-13, IL-4 e IL-5 en BALF se
detecta mediante el ensayo de cuentas citométricas (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.) Siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Medicién de IgE total sérica y Ig especifica de OVA: el dia 50, se obtienen muestras de sangre del seno retroorbital bajo
anestesia. Una vez que las muestras se coagularon por completo, se centrifugaron y los sueros se recogieron y
almacenaron a -80°C hasta su uso. La IgE total se ensaya mediante ELISA utilizando Abs emparejados (BD
Pharmingen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para medir IgE especifica de OVA, IgG1 e IgG2a en
sueros, se recubren placas de microtitulacion (Maxisorp, Nunc, VWR International, Haasrode, Bélgica) con 2 ug/ml de
OVA. Posteriormente, los pozos se bloquean con 0.1% de caseina en PBS, después de lo cual las placas se incuban
con muestras de suero de raton diluidas 1:10 a 1:20480 en PBS que contiene 0.1% de caseina y 0.05% de Tween 20
(PBS-CT), con IgG2a-HRP anti-ratén de cabra [Southern Biotechnology Associates (SBA), Imtec ITK Diagnostics,
Antwerpen, Bélgica, dilucion 1:5000], IgGI-HRP anti-ratén de cabra o IgE-HRP anti-raton de cabra (SBA, dilucién
1:5000). Después del lavado, se agrega reactivo del sustrato [3,3',5,5' tetrametilbenzidina (TMB), Pharmingen, Becton
Dickinson, Erembodegem, Bélgica] a cada pozo. Finalmente, las reacciones se detienen al agregar H2SO4 1 M a los
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pozos. Las absorbancias se leen a 450 nm. Los puntajes de ELISA se expresan como titulos, que son los inversos de la
dilucion mas alta que todavia tenia en ODa4so mayor que el valor de corte calculado. El punto de corte se calcula a
medida que la OD4s0 media de 5 ratones no inmunizados aumenta con tres veces la SD.

Examen histolégico del tejido pulmonar: después de obtener muestras de lavado broncoalveolar, los pulmones se
perfunden con solucién salina fisioldgica y se resectan de los ratones. Los pulmones se fijan con formalina tamponada
neutralizada y se embeben en parafina. Las secciones (3-um de espesor) se tifien con H&E o acido periédico - Schiff
(PAS). La intensidad de los cambios histolégicos en los pulmones se evalla con cuatro puntuaciones de calificacion (0,
sin inflamacion, 1, leve/leve, 2, moderada y 3, grave), de acuerdo con la distribucion y la intensidad de los siguientes
hallazgos: 1) desprendimiento u ondulacién epitelial de los nucleos de las células epiteliales bronquiales, 2) aumento en
el nimero de células caliciformes, 3) infiltracién de células inflamatorias de los vasos en el &rea mucosa y submucosa
del bronquio e intersticio peribronquial, y 4) hipertrofia y engrosamiento de la capa de células de musculo liso.

RT-PCR para el analisis de la expresion génica de citoquinas y quimiocinas en el pulmén: los pulmones se extraen
después de perfusion con solucion salina fisioldgica, y el ARN total se extrae utilizando ISOGEN (Nippon Gene) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARN total (10 pg) se transcribe de forma inversa utilizando el cebador
oligo (dT) 15 (Promega) y la transcriptasa inversa Superscript || RNase H (Invitrogen Life Technologies) a 42 °C por 2 h.
Para garantizar que cada muestra contenga la misma cantidad de ADNc, la concentracion de ADNc de la B-actina de
cada muestra se determina primero utilizando cebadores especificos de B-actina. Estas muestras se amplifican durante
el nimero apropiado de ciclos, de tal manera que la cantidad de producto de PCR permanecié en la parte lineal de la
curva de amplificacién. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se
visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio. Los niveles de IL-13, eotaxina, IL-10, IFN-y y TGF-$ se determinan
utilizando los siguientes conjuntos de cebadores especificos.

El cebador con sentido para B-actina 5’-ACGACATGGAGAAGATCTGG-3’ (SEQ ID NO: 19), y el cebador antisentido 5'-
TCGTAGATGGGCACAGTGTG- 3’ (SEQ ID NO: 20).

El cebador con sentido para IL-13 5-TCTTGCTTGCCTTGGTGGTCTCGC-3’ (SEQ ID NO: 21), y el antisentido 5-
GATGGCATTGCAATTGGAGATGTTG- 3’ (SEQ ID NO: 22).

El cebador con sentido para eotaxin 5-GGGCAGTAACTTCCATCTGTCTCC-3’ (SEQ ID NO: 23), y el cebador
antisentido 5’- CACTTCTTCTTGGGGTCAGC-3 (SEQ ID NO: 24).

El cebador con sentido para IL-10 5-TACCTGGTAGGAGTGATGCC-3' (SEQ ID NO: 25), y el antisentido 5'-
GCATAGAAGCATACATGATG- 3’ (SEQ ID NO: 26).

El cebador con sentido para IFN-y 5-CATAGATGTGGAAGAAAAGA-3' (SEQ ID NO: 27), y el antisentido 5'-
TTGCTGAAGAAGGTAGTAAT- 3’ (SEQ ID NO: 28).

El cebador con sentido para TGF-B 5- CTTTAGGAAGGACCTGGGTT-3' (SEQ ID NO: 29), y el antisentido 5-
CAGGAGCGCACAATCATGTT- 3’ (SEQ ID NO: 30).

Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas: Un dia después de la inhalacion final (dia 50) se preparan
suspensiones de células individuales de bazo y ganglios linfaticos mediastinales al pasar las células a través de filtros
de células de 70 um (Becton/Dickinson Labware). Los eritrocitos se eliminan de las suspensiones de células de bazo
mediante incubacion con tampén de lisis de glébulos rojos. Las células T CD4* y las células T CD4* CD25 se
enriquecen utilizando el kit de aislamiento de células T CD4* (Miltenyi Biotec, Alemania) o el kit de aislamiento de
células T regulador CD4+*CD25* (Miltenyi Biotec, Alemania), respectivamente y columnas MACS (midiMACS; Miltenyi
Biotec).

Ensayos de proliferacion de poblaciones de esplenocitos y LN en masa, se cultivan 2 x 105 células en placas de 96
pozos con fondo en U en un volumen total de 200 pl de medio completo solo o con OVA purificada. Se agrega OVA a
concentraciones que varian de 1 a 100 yg/ml. Para ensayos de proliferacion de células T CD4* y poblaciones de células
T CD4+ CD25*-, se cultivan 2 x 10° células T CD4+ o células T CD4* CD25 en placas en forma de U de 96 pozos con
esplenocitos tratados con mitomicina que estan cargadas con 1 mg/ml de OVA durante 16 h, que actian como células
presentadoras de antigeno, en la célula T CD4+* de relacion o en la célula T CD4+ CD25/APC 1/1, 1/0.3, 1/0.1, 1/0.03,
1/0 en un volumen total de 200 ul de medio completo. Después de 72 h a 37 °C en una incubadora humidificada con
CO:2 al 5%, la proliferacion se evalla mediante la adicién de 1 pCi/pozo de [*H]-timidina. La radioactividad unida a ADN
se cosecha 18 h mas tarde en placas de filtro de fibra de vidrio (Perkin Elmer, Boston, EE.UU.) y la incorporacién de
timidina se mide en un contador de centelleo (Perkin Elmer).

Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién se recogieron después de 24, 48 y 72 h de cultivo y se congelaron a -80 °C hasta que se realiza el analisis
de citoquinas. La produccién de citoquinas se cuantifica utilizando la matriz de perlas citométricas de inflamacién de
ratén (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.).

Ensayo de actividad reguladora T in vivo: Un dia después de la inhalacion final (dia 21), los bazos de los ratones
tratados se digieren con colagenasa al 0.1% (Sigma-Aldrich) a 37°C por 20 min. En algunos experimentos, se preparan
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suspensiones de células individuales de células de bazo enteras y se cultivan con Con A (2 pg/ml; Sigma - Aldrich)
durante 48 h. Las células se recogen y 107 células se transfieren adoptivamente i.v. en ratones BALB/c sin tratamiento
previo. Para la seleccion negativa, las células CD4+, CD8*, CD11c*, CD19* o CDHb* se agotan a partir de células de
bazo completas utilizando perlas magnéticas (MACS; Miltenyi Biotec) con mAb CD4, CD8, CD11c, CD19 y CD11b anti-
ratén biotinilato (BD Pharmingen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La eficiencia del agotamiento se
examina mediante citometria de flujo (> 99%). Las células CD4+*, CD4+*CD25* se purifican utilizando el kit de aislamiento
de células T CD4+*. Kit de aislamiento de células T reguladoras siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de
las células seleccionadas positivamente se verifica utilizando citometria de flujo. Para experimentos de transferencia de
células, las células se transfieren a ratones BALB/c desde las venas de la cola justo antes de su primera inmunizacion o
justo después de su segunda inmunizacion con OVA/alumbre. El nimero de células transferidas es de 107 para células
de bazo enteras, células de bazo reducidas en subpoblaciéon o células CD4* seleccionadas positivamente y células
CD4+CD25'.

En el modelo SCID humanizado (hu-SCID) (descrito por Duez et al., 2000; Hammad et al., 2000).

En este modelo, se puede estudiar la respuesta inmune alérgica al alérgeno de acaros del polvo doméstico (HDM) Der p
1. Dichos ratones hu-SCID reconstituidos i.p. con PBMC de pacientes alérgicos a HDM y posteriormente expuestos a
aerosoles de HDM producen IgE humana, desarrollan un infiltrado pulmonar compuesto por células T activadas y DC, y
exhiben AHR en respuesta a agentes broncoconstrictores (Pestel et al. 1994, J Immunol, 153: 3804; Duez y col., Am J
Respir Crit Care Med, vol 161, ppp 200 - 206, 2000).

Bacteria

La cepa MG1363 de L. /actis se utiliza a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivan en medio GM 17, es decir
M17 (Difco Laboratories, Detroit, Ml) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones madre de todas las cepas
se almacenan a -20°C en 50% de glicerol en GM17. Para las inoculaciones intragastricas, las suspensiones madre se
diluyen 200 veces en GM 17 fresco y se incuban a 30 °C. Alcanzaron una densidad de saturacién de 2 x 10° unidades
formadoras de colonias (CFU) por mL dentro de las 16 horas. Las bacterias se recolectan por centrifugacion y se
concentran 10 veces en medio BM9. Para el tratamiento, cada ratén recibe 100 uL de esta suspension diariamente
mediante un catéter intragastrico.

Plasmidos

Der p 1, una glicoproteina globular de 222 residuos de aminoacidos, es uno de los alérgenos principales de los acaros
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt). La secuencia de ADN con el uso 6ptimo del codén de L. lactis que codifica la
proteina Der p 1 se sintetiza, amplifica y fusiona a la sefial de secrecién de Usp45 del vector pT1 NX resistente a la
eritromicina corriente abajo del promotor P1 de lactococos. Las cepas MG 1363 transformadas con plasmidos que portan
ADNc de Der p 1 murino, Der p 1 aa52-71 y Der p 1 aa117-133 se denominan LL-Derp1, LL-Derp1aab52-71 y LL-
Derp1aa117-133. LL-pT1NX, que es MG1363 que contiene el vector vacio pT1 NX, que sirve como control.

Cuantificacion de Der p 1

Der p 1 de LL-Derp1 se determina utilizando un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) especifico a Der
p 1 desarrollado internamente. La produccién de las proteinas recombinantes también se evalla por analisis de
transferencia Western.

Pacientes

La sangre se recoge de donantes sensibles 0 no sensibles a los acaros del polvo doméstico. Los pacientes alérgicos
presentan las caracteristicas habituales de sensibilizacién a los acaros del polvo doméstico. Las pruebas de puncion
cutanea hacia alérgeno de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (Stallergenes, Fresnes, Francia) (diametro= 10 mm)
son positivos, y todos los pacientes tienen anticuerpos IgE séricos especificos. Las concentraciones totales de IgE son
superiores a 150 1U/ml (150-1600 I/ml). Los donantes sanos se prueban como controles negativos (los niveles totales de
IgE son inferiores a 150 IU/ml, y tienen pruebas cutaneas negativas para los alérgenos cominmente inhalados).

Preparacién de células mononucleares de sangre periférica humana

Se obtiene plasma rico en plaquetas después de la centrifugacion (120 x g, 15 minutos) y se descarta. Luego, las
células sanguineas se diluyen en RPMI 1640 (Life Technologies, Paisley, Escocia) (volumen/volumen) y se colocan en
capas sobre un gradiente de Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia). Después de centrifugacion (400 x g, 30 minutos), las
PBMC se recogen en la interfaz y se lavan tres veces en medio RPMI estéril antes de la transferencia.

Ratones

Se mantienen ratones SCID C.B.-17 (6-8 semanas de edad) en aisladores con lecho esterilizado en una instalacion
animal especifica. La colonia de SCID se verifica regularmente para la ausencia de inmunoglobulinas séricas de ratén
mediante ELISA.
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Transferencia de células mononucleares de sangre periférica en ratones SCID: Ratones hu-SCID de PBMC

Los ratones SCID tienen entre 6 y 8 semanas de edad en el momento de la transferencia celular. Los ratones se
reconstituyen mediante inyeccién intraperitoneal de 10 x 10® células mononucleares de pacientes alérgicos o donantes
sanos en 400 pl de RPMI mediante una aguja de calibre 23. El mismo dia, reciben intraperitonealmente unidades de
reactividad de indice 2 [IR] de Dpt. Cuatro dias después de la reconstitucion celular, los ratones SCID se exponen a
aerosoles diarios de alérgenos que contienen 100 unidades de IR de Dpt (100 unidades de IR son equivalentes a
aproximadamente 200 ug de proteina contenida en el extracto de Dpt) durante 4 dias sucesivos (dia 0 a dia 4). El grupo
de control no se expone a Dpt. Un dia antes de la medicion de la respuesta de la via aérea (dia 35 y dia 60), los ratones
hu-SCID se exponen a otro aerosol de 100 unidades IR de solucion Dpt.

Configuracion experimental

Los ratones reciben L. lactis modificado por ingenieria para expresar Der p 1 o un antigeno irrelevante (OVA) como
control negativo.

Las bacterias de L. /actis modificadas por ingenieria se administran por via oral a ratones SCID utilizando un catéter
gastrico, utilizando diferentes intervalos de tratamiento y dosis comenzando un dia después de la reconstitucion de
PBMC. La induccién de la tolerancia oral se evalia al medir anticuerpos IgE séricos humanos, andlisis de infiltracion
pulmonar, mediciéon de AHR y andlisis de poblaciones celulares y produccion de citoquinas en el BALF. Adicionalmente,
la induccién de la tolerancia se evalua mediante analisis de la respuesta de células T proliferativa contra Der p 1.

Evaluacién de la capacidad de respuesta de las vias respiratorias (AHR)

La capacidad de respuesta de las vias respiratorias (expresada como dosis provocadora de carbacol que causa un
aumento del 50% en la resistencia pulmonar) se mide el dia 35 o el dia 60 segun lo descrito por Duez et al. 2000.

Mediciones de IgE humana

Varios dias después del trasplante con células humanas, los ratones se sangran desde el seno retroorbital bajo
anestesia. La IgE humana total se investiga mediante un método inmuno-radiométrico de dos sitios con el uso de dos
mAb de ratén diferentes especificos para la e-cadena (Immunotech International, Luminy, Francia). Se utilizan por lo
menos 20 pl de suero en una prueba duplicada. La sensibilidad del método permite la deteccion de 0.1 |U/ml (0.24
ng/ml).

El Ab IgE especifico contra el alérgeno Dpt se cuantifica por ELISA. Brevemente, los tubos de plastico (Maxisorb
Startube, Nunc, Dinamarca) se recubren durante la noche con alérgeno Dpt en tampdn carbonato/bicarbonato 0.1 M (pH
9.6) a 4 °C y saturado con BSA al 1% en PBS 0.1 M (pH 7.4) durante 2 h a temperatura ambiente. Después del lavado,
los tubos se incuban durante 2 h a temperatura ambiente y durante la noche a 4 °C con suero de ratones Hu-SCID
diluido en PBS que contiene BSA (1%) y Tween (0.01%). Después de lavados extensos, se agrega un Ab de IgE
antihumano marcado con HRP. Después del lavado, se agrega sustrato [3,3',5,5' tetrametilbencidina (TMB) sustrato
reactivo, Pharmingen, Becton Dickinson, Erembodegem, Bélgica] a cada pozo. Finalmente, las reacciones se detienen
al agregar H2SO4 1 M a los pozos. Las absorbancias se leen a 450 nm.

Examen histol6gico del pulmon

Los pulmones se extirpan en el dia 35 y se fijan en paraformaldehido y se procesan para la inclusién de parafina. Las
secciones de tejido de parafina se tifien para la deteccion de células CD45+ humanas después de lo cual las células
humanas en las secciones de pulmoén de murino se cuantificaron por puntuacion histolégica como se describe por Duez
et al. 2000.

Andlisis del liquido de lavado broncoalveolar (BALF)
El BALF se analiza como se describe en el modelo de alérgeno OVA.
Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas:

Las suspensiones de células individuales de bazo se preparan al pasar las células a través de filtros de células de 70
pum (Becton/Dickinson Labware). Los eritrocitos se eliminan de las suspensiones de células de bazo por incubacién con
tampodn de lisis de globulos rojos. Las células T CD4* y las células T CD4+*CD25  se enriquecen utilizando el kit de
aislamiento de células T CD4* humano (Miltenyi Biotec, Alemania) o el kit de aislamiento de células T reguladoras
CD4+CD25* humanas (Miltenyi Biotec, Alemania), respectivamente y columnas MACS (midiMACS; Miltenyi Biotec).

Ensayos de proliferacién de esplenocitos en masa, se cultivan 2 x 105 células en placas de fondo en U de 96 pozos en
un volumen total de 200 pl de medio completo solo o con Der p 1 purificado, y con o sin anticuerpos monoclonales
neutralizantes anti -IL-10 o anti-TGF-B. Der p 1 se agrega en concentraciones que varian de 1 a 100 yg/ml. Los
anticuerpos neutralizantes se agregan a 1, 0.1 y 0.01 yg/ml. Para ensayos de proliferacion de células T CD4+ humanas
y poblaciones de células T CD4+ CD25 humanas, 2 x 10° células t CD4* o células T o CD4*CD25" cultivadas en placas
de 96 pozos con fondo U con CMSP humanas tratadas con mitomicina que estan cargadas con 1 mg/ml de Der p 1
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durante 16 h, que actian como células presentadoras de antigeno, en relaciones de célula T CD4* o célula T
CD4+CD25/APC 1/1, 1/0.3, 1/0.1, 1/0.03, 1/0 en un volumen total de 200 pl de medio completo con o sin anticuerpos
neutralizantes. Después de 72 h a 37 °C en una incubadora humidificada con COz al 5%, la proliferacién se evalla
mediante la adicion de 1 uCi/pozo de [®H] -timidina. La radioactividad unida a ADN se cosecha 18 h mas tarde en placas
de filtro de fibra de vidrio (Perkin Elmer, Boston, EE.UU.) y la incorporacion de timidina se mide en un contador de
centelleo (Perkin Elmer).

Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién se recogieron después de 24, 48 y 72 h de cultivo y se congelaron a -80 °C hasta que se realiza el analisis
de citoquinas. La produccién de citoquinas se cuantifica utilizando el Ensayo de perlas citométricas por inflamacion
humana (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.).

Resultados

LL-OVA y LL-Der p 1 aumentan significativamente la capacidad de inducir tolerancia en modelos de ratones OVA vy
huSCID para el asma, respectivamente.

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La adicién de LL-OVA/Derp1 mejora significativamente la induccion de tolerancia hacia
OVA/Derp1 ya que la respuesta proliferativa especifica de alérgeno de los esplenocitos se reduce significativamente en
el grupo LL-OVA/Derp1 en comparacién con el control y los grupos OVA/Derp1 libres.

LL-OVA/Derp1 potencia la tolerancia oral en asociacion con AHR reducida, infiliracion eosinofilica, niveles séricos de
IgE y disminuciéon de la produccion de IL-13, IL-4 e IL-5 en respuesta a dicho alérgeno.

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La AHR, la infiltracion BALF eosinofilica, el titulo de IgE asi como la produccién de
citoquina en respuesta a dichos antigenos se determinan como se describié anteriormente. EI AHR, infiltracion BALF
eosinofilica, titulo de IgE se reduce fuertemente, e IL-13, IL-4 e IL-5 disminuyeron significativamente en el grupo LL-
OVA/Derp1 en comparacion con el control y los grupos OVA/Derp1 libres.

LL-OVA/Derp1 mejora la tolerancia oral a través de las células T CD4+.

Para evaluar si las células T CD4 median en la induccién de la tolerancia oral, se estudia la respuesta de células T CD4
proliferativa especifica a alérgeno en los esplenocitos y los ganglios linfaticos. Por lo tanto, los ratones se alimentan
oralmente como se describié anteriormente (configuracién experimental) y la proliferacién de células T CD4* especificas
de alérgeno se determina como se describe en Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas. La respuesta de
células T CD4 especificas de alérgeno en el grupo LL-OVA/Derp1 se reduce significativamente en comparacion con los
grupos de control y OVA/Derp1 libres.

Las células reguladoras T inducidas por antigeno después de la terapia LL-OVA pueden transferir la protecciéon de las
respuestas similares al asma in vivo

Con el fin de probar la supresion activa de las respuestas similares al asma en ratones tratados con el protocolo de
tolerancia oral, transferimos adoptivamente esplenocitos de los diferentes grupos tratados como se describid
anteriormente (ensayo de actividad reguladora T in vivo). En comparacion con los controles y los grupos OVA libres, las
respuestas similares al asma se reducen significativamente en el grupo LL-OVA, lo que indica la activacion de las
células T CD4* reguladoras en nuestro protocolo combinado de tolerancia oral.

Conclusién

Nuestros datos demuestran que la administracion en la mucosa de alérgeno que secreta L. lactis es mas potente que el
alérgeno libre para inducir tolerancia inmune especifica a alérgeno mediante la inducciéon de células T reguladoras de
CD4+ especificas de antigeno, incluso en el contexto de una hipersensibilidad establecida.

EJEMPLO E: Induccion de tolerancia al alérgeno alimentario BLG después de la administracion oral de L. lactis que
secreta dicho alérgeno

Introduccién

La alergia a los alimentos es una enfermedad que afecta aproximadamente del 2% al 5% de la poblaciéon. En seres
humanos, los anticuerpos IgE elevados, asi como la presencia de linfocitos T especificos de antigenos productores de
IL-4, sugieren un mecanismo sesgado de Th2. Aqui, se demuestra que el suministro oral de un alérgeno alimentario por
L lactis suprime las respuestas inmunes especificas de alérgenos mediante la induccion de células T reguladoras de
CD4+ especificas a antigeno.

Material y métodos para los ejemplos

Bacterias y plasmidos
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La cepa MG1363 de L. lactis se utiliza a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivan en medio GM17, es decir M17
(Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones madre de todas las cepas se
almacenan a -20°C en 50% de glicerol en GM17. Para las inoculaciones intragastricas, las suspensiones madre se
diluyen 200 veces en GM17 fresco y se incuban a 30°C. Alcanzan una densidad de saturacion de 2 x 10° unidades
formadoras de colonias (CFU) por mL dentro de las 16 horas. Las bacterias se recolectan por centrifugacion y se
concentran 10 veces en medio BM9. Para el tratamiento, cada ratén recibe 100 pL de esta suspension diariamente
mediante un catéter intragastrico. El ADNc de la B-lactoglobulina bovina se amplifica y se fusiona con la sefal de
secrecion de Usp45 del vector pT1 NX resistente a la eritromicina, corriente abajo del promotor P1 lactocécico.

Las cepas MG1363 transformadas con plasmidos que transportan BLG murino se denominan LL-BLG. LL- pT1 NX, que
es MG1363 que contiene el vector vacio pT1 NX, que sirve como control.

Cuantificacion de B-lactoglobulina bovina (BLG)

La BLG de LL-BLG se determina utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) especifico de BLG
desarrollado en casa y andlisis de transferencia de Western.

Configuracién experimental

El modelo murino de alergia a los alimentos utilizado para explorar el efecto protector de L. lactis es un modelo de raton
de la respuesta de tipo IgE inducida por los alimentos como se describe por Frossard et al. (J Allergy Clin Immunol 113:
958 - 964, 2004). Los ratones reciben LL-BLG o un antigeno irrelevante (OVA) como control negativo. Como un control
positivo para la induccién de la tolerancia, los ratones reciben una alta dosis de BLG en el agua potable que previene a
los ratones de la anafilaxia tras la inoculacion oral con BLG.

En un entorno profilactico, las bacterias L. lactis modificadas por ingenieria que producen BLG se administran por via
oral a los ratones utilizando un catéter gastrico, utilizando diferentes intervalos de tratamiento y dosis. Posteriormente,
estos ratones receptores se inoculan oralmente con antigeno BLG purificado, en presencia de toxina del colera. Los
animales de control se exponen a L. lactis disefiado con un vector de control que no expresa BLG (sino OVA en su
lugar). La induccion de la tolerancia se evalia mediante analisis de anafilaxia después de la exposicién al antigeno
intragastrico, al medir los titulos de IgG1, IgG2a e IgE especificos de BLG en suero y heces, al determinar el nimero de
células secretoras de anticuerpos en bazo y PP, mediante el andlisis de la proliferacién de células T y produccién de
citoquinas en MLN, PP y bazo.

Para evaluar si la induccién de tolerancia inmune hacia BLG podria potenciarse mediante L lactis, los ratones se
administran con LL-BLG o con 1 pg de BLG libre.

Sensibilizacién oral a BLG.

Se inmunizaron ratones hembra C3H/HeOuJ de cuatro a cinco semanas (Charles River) en los dias 0, 7, 14 y 21 por
sonda intragastrica con 20 mg de BLG (Sigma) y 10 yg de CTX, adquiridos de List Biological Laboratories en 0.2 mol/L
de NaHCO:s. El grupo de control positivo (ratones tolerizados) recibe 0.8 mg/mL de BLG en el agua de bebida ad libitum
durante 4 semanas. La cantidad total de proteina administrada (22.4 mg) es similar a la cantidad total de BLG dada a los
ratones sensibilizados. Para demostrar que el procedimiento de tolerizacién también activa de forma duradera el
sistema inmunitario periférico y no solo la mucosa, se inyecta un grupo de ratones tolerizados dos veces con 80 ug de
BLG por via ip adsorbido a 1 mg de alumbre en los dias 28 y 42.

Inoculacion de antigeno

El dia 28, todos los ratones se inocularon mediante sonda intragastrica con 100 mg de BLG en 0.4 ml de NaHCO3 0.2
mol. La anafilaxia se observa y clasifica mediante el uso de una puntuacién de reaccién (0, sin reaccion, a 3, reaccion
grave o muerte) descrita en detalle en otra parte (Frosssard et al., 2001). La temperatura corporal central se mide por
infrarrojos en la oreja antes de la inoculacién y 30 minutos después de la sonda. Los animales se sacrifican y la sangre
se recoge mediante puncion cardiaca en tubos que contienen EDTA, y se obtiene plasma para la medicién de la
histamina mediante un kit de ELISA comercial (Immunotech, Marsella, Francia).

Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas

Las suspensiones de células individuales de bazo, ganglios linfaticos mesentéricos y PP se preparan como se describe
por Frossard et al. (2004). Las células T CD4* y las células T CD4* CD25" se enriquecen utilizando el kit de aislamiento
de células T CD4+* (Miltenyi Biotec, Alemania) o el kit de aislamiento de células T reguladoras CD4+*CD25* (Miltenyi
Biotec, Alemania), respectivamente y columnas MACS (midiMACS; Miltenyi Biotec).

Ensayos de proliferacion de poblaciones de esplenocitos y LN en masa, se cultivan 2 x 10% células en placas de fondo
en U de 96 pozos en un volumen total de 200 pl de medio completo solo o con BLG purificado, y con o sin anticuerpos
monoclonales neutralizantes anti-IL-10 o anti-TGF-B. La BLG se agrega a concentraciones que varian de 1 a 100 pg/ml.
Los anticuerpos neutralizantes se agregan a 1, 0.1 y 0.01 yg/ml. Para ensayos de proliferacion de células T CD4* y
poblaciones de células T CD4* CD25, se cultivan 2 x 105 células T CD4* o células T CD4* CD25" en placas en U de 96
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pozos con esplenocitos tratados con mitomicina que estan cargadas con 1 mg/ml de BLG durante 16 h, que actdan
como células presentadoras de antigeno, en relaciones de célula T CD4+ o célula T CD4+ CD25/APC 1/1, 1/0.3, 1/0.1,
1/0.03, 1/0 en un volumen total de 200 pl de medio completo con o sin anticuerpos neutralizantes. Después de 72 h a 37
°C en una incubadora humidificada con CO: al 5%, la proliferacién se evalia mediante la adicion de 1 uCi/pozo de [*H] -
timidina. La radioactividad unida a ADN se cosecha 18 h méas tarde en placas de filtro de fibra de vidrio (Perkin Elmer,
Boston, EE.UU.) y la incorporacién de timidina se mide en un contador de centelleo (Perkin Elmer).

Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién se recogieron después de 24, 48 y 72 h de cultivo y se congelaron a -80 °C hasta que se realice el analisis
de citoquinas. La produccién de citoquinas se cuantifica utilizando el ensayo de perlas citométricas de inflamacién de
ratones (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.).

Ensayo de actividad reguladora T in vivo

Con el fin de evaluar la supresién activa de la formacion de anticuerpos en ratones, esplenocitos, células T CD4*, CD4*
CD25 o CD4+*CD25* purificados con perlas aisladas de los diferentes grupos experimentales tratados con L Lactis se
transfieren adoptivamente a ratones C3H/HeOud sin tratamiento previo. Los ratones no tratados se utilizan como
control. El nimero de células transferidas es de 107 para células de bazo enteras, células de bazo empobrecidas en
subpoblacion o células CD4+ seleccionadas positivamente y células T CD4+ CD25  y CD4+CD25*. Si las Tregs estan
implicadas, la inoculacion posterior de estos ratones con el antigeno BLG deberia evitar la inducciéon de respuestas
inmunes humorales contra BLG y anafilaxia.

Inmunoensayos ligados a enzimas para anticuerpos de suero y heces especificos de BLG.

Los sueros se obtienen de las hemorragias de la cola los dias 0. 7, 14, 21 y 28. Las heces se obtienen al mismo tiempo
y se resuspenden en PBS mas FCS al 1% (Life technologies) suplementado con pepstatina 1:1000 (Fluka) a 0.1 mg/ml.
Las muestras se desagregan mecanicamente y se agitan vorticialmente durante 2 minutos, seguido de dos
centrifugaciones a 4 °C durante 20 minutos a 14,000 rpm.

Los sueros y las heces se ensayan para niveles de anticuerpos IgE, 1gGl, IgG2a y/o IgA especificos de BLG mediante
un método adaptado de Adel-Patient et al. (2000, J. Immunol Methods). En resumen, las placas de microtitulacién
MaxiSorp (Nunc) se recubren durante 18 horas a temperatura ambiente con estreptavidina (Fluka) de 250 ng/pozo,
seguido de 300 pL de una solucién de polivinilpirolidon K25 (Fluka) durante la noche. Se incuba un microgramo de BLG
biotinilado durante 3 horas y se diluyen los sueros (1:6666 y 1:2222 para IgGl, 1:666 y 1:222 para IgG2a, 1:66 y 1:22
para IgE) o heces (1:3, 1:10 y 1:33) en PBS mas 10% de suero de caballo se agrega por duplicado en presencia de 0.5
pg/ml de anticuerpos marcados con IgA anti-raton de cabra, IgGl anti-ratén de rata o peroxidasa IgG2a anti-raton
(Southern Biotechnologies) durante 2 horas. Para la medicion de IgE, se agrega un Ab de IgE antiratén de rata
monoclonal (clon R35-72, BD Pharmingen) seguido de un Ab anti-rata acoplado a peroxidasa (Caltag). La densidad
Optica se mide a 490 nm. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias, con sueros combinados de BLG mas
ratones inmunizados con alumbre utilizados como suero de referencia.

La produccién de anticuerpos especificos de antigeno se mide por medio de ELISPOT.

Los parches de Peyer se extirpan mecanicamente del intestino y se incuban durante 30 minutos en medio HBSS
suplementado con 5 mmol de EDTA (Life Technologies). De manera similar, los parches de Peyer y los ganglios
linfaticos mesentéricos se trituran suavemente y se filtran a través de un filiro de nylon de 70 um. Las células del bazo
se preincuban durante 5 minutos en NH4Cl tamponado con Tris para eliminar los glébulos rojos. Los linfoblastos se
aislan en un gradiente Percoll 60%/66% (Amersham).

Para la medicion de anticuerpos 1gG1, IgG2a e IgA especificos de BLG, las placas ELISPOT (Millipore) se recubren con
estreptavidina durante la noche a 37 °C, seguido de la adicién de 1 pg de BLG biotinilado durante 3 horas. Los
linfoblastos aislados en un gradiente de Percoll 60%/66% de se resuspenden en dos concentraciones diferentes, 1y
2x10% en medio de Dulbecco modificado de Iscove complementado con penicilina, estreptomicina, L-glutamina,
gentamicina, polimixina B y 5% de FCS durante 24 horas a 37 °C, seguido de una incubacién durante la noche a 4 °C
con anticuerpos anti-IgA, anti-lgG1 y anti-lgG2a (Southern Biotechnology). Se agrega amino-etil-carbazol, 100 pL/pozo,
durante 10 minutos, y las manchas se cuentan automaticamente al utilizar software KS ELISPOT 4.2. 1 (Zeiss) y
expresado como unidades formadoras de células por 108 células (CFU).

LL-BLG mejora significativamente la capacidad inductora de tolerancia de BLG en el modelo murino de alergia a los
alimentos

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La adicién de LL-BLG mejora significativamente la induccion de tolerancia hacia BLG ya
que la respuesta proliferativa especifica de alérgeno de los esplenocitos se reduce significativamente en el grupo LL-
BLG en comparacién con los grupos control y BLG libres.

LL-BLG potencia la tolerancia oral en asociacién con una respuesta de anticuerpos especifica de BLG reducida y una
produccién reducida de citoquinas de IL-4 en respuesta a dicho alérgeno.
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Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La respuesta de anticuerpos especificos de BLG y la produccién de citoquinas en
respuesta a dicho factor se determinan como se describi6é anteriormente. Los niveles de anticuerpos especificos de BLG
e IL-4 se reducen significativamente en el grupo LL-BLG en comparacién con los grupos control y BLG libres.

Resultados
LL-BLG mejora la tolerancia oral a través de las células T CD4+.

Para evaluar si las células T CD4 median la induccién de la tolerancia oral, se estudia la respuesta de célula T CD4
proliferativa especifica a alérgeno en los esplenocitos y los ganglios linfaticos. Por lo tanto, los ratones se alimentan
oralmente como se describi6 anteriormente (configuracién experimental) y la proliferacién de células T CD4+ especificas
de alérgeno se determina como se describe en Cultivos celulares, proliferacion y ensayo de citoquinas. La respuesta de
células T CD4 especificas de alérgeno en el grupo LL-BLG se reduce significativamente en comparacion con los grupos
control y BLG libres.

Las células reguladoras T inducidas por antigeno después de la terapia LL-BLG pueden transferir la proteccion de
respuestas de tipo alérgico in vivo

Con el fin de probar la supresion activa de las respuestas de tipo alérgico en ratones tratados con el protocolo de
tolerancia oral, transferimos adoptivamente esplenocitos de los diferentes grupos tratados como se describid
anteriormente [Ensayo de actividad reguladora T in vivo). En comparacion con los controles y los grupos BLG libres, las
respuestas de tipo alérgico se reducen significativamente en el grupo LL-BLG, lo que indica la activacion de las células
T CD4+ reguladoras en nuestro protocolo combinado de tolerancia oral.

Conclusién

Nuestros datos demuestran que el suministro a la mucosa del alérgeno que secreta L. lactis es mas potente que el
alérgeno libre para inducir la tolerancia inmune especifica del alérgeno mediante la induccion de células T reguladoras
de CD4+ especificas del antigeno.

EJEMPLO F: Induccion de tolerancia a la insulina después de la administracion oral de L. /actis que secreta dicho
autoantigeno.

Introduccién

La autoinmunidad se caracteriza por dano tisular inflamatorio espontaneo y por deterioro de la funcién fisioldgica
resultante de la pérdida de tolerancia al autoantigeno. Se asocia con un sistema inmunitario parcialmente hiperactivo,
que se caracteriza por un exceso de células T auxiliares (Th). Los factores predisponentes, tales como los genes de
susceptibilidad y los factores ambientales son dificiles de influenciar, por lo tanto, los esfuerzos recientes para
desarrollar inmunoterapias se centran en restablecer el equilibrio funcional entre las células efectoras patdgenas y las
células T inmunorreguladoras al agotat la primera y/o mejorar la Gltima. La destruccién autoinmune de las células beta
de los islotes pancreaticos es la causa principal de la diabetes mellitus tipo 1 (T1D). Esta destruccién se asocia con
respuestas inmunes celulares y humorales a diversos autoantigenos de células beta, los cuales pueden preceder al
inicio clinico de la enfermedad.

Aqui, se demuestra que el suministro oral de un autoantigeno que libera L. lactis suprime las respuestas inmunes
especificas de diabéticos mediante la induccién de células T reguladoras de CD4+ especificas de antigeno.

Material y métodos

Bacterias y plasmidos La cepa MG1363 de L. lactis se utiliza a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivan en
medio GM 17, es decir M17 (Difco Laboratories, Detroit, Ml) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones
madre de todas las cepas se almacenan a -20°C en 50% de glicerol en GM17. Para las inoculaciones intragastricas, las
suspensiones madre se diluyen 200 veces en GM 17 fresco y se incuban a 30 °C. Alcanzan una densidad de saturacion
de 2 x 10° unidades formadoras de colonias (CFU) por mL dentro de las 16 horas. Las bacterias se recolectan por
centrifugacién y se concentran 10 veces en medio BM9. Para el tratamiento, cada ratén recibe 100 pL de esta
suspension diariamente mediante un catéter intragastrico.

Se sintetizan secuencias de ADN con el uso 6ptimo del codén de L. lactis que codifica el péptido || B24-C36 de
proinsulina humana (hpllp), la insulina porcina y el péptido inmunodominante InsBg-23 (B9-23 es esencialmente el mismo
en muchas especies humanas, ratas y ratones) amplifican y fusionan a la sefial de secreciéon de Usp45 del vector pT1
NX resistente a la eritromicina, corriente abajo del promotor P1 lactocécico.

Las cepas MG1363 transformadas con plasmidos que transportan hpllp murino, Insulina, InsBe-23 se denominan LL-hpllp,
LL-insulina, LL-InsBg-23. LL-pT1 NX, que es MG1363 que contiene el vector vacio pT1 NX, que sirve como control. La
expresion de estas proteinas se determina utilizando ELISA especifico de antigeno y andlisis de transferencia Western.

Ratones
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Ratones diabéticos machos y hembras no obesos (NOD)y ratones con inmunodeficiencia combinada severa a NOD
(SCID) (antecedente Balb/c) se adquieren del laboratorio Jackson. Los ratones Balb/c de tipo silvestre (WT) se
adquieren de Charles River ltalia. Los ratones se mantienen en una instalacion central de animales libre de patégenos.
Los ratones se tratan y utilizan de acuerdo con las pautas institucionales.

Configuracién experimental

En un entorno profilactico, LL-hpllp, LL-insulina, LL-InsBe-23 se administran por via oral a ratones NOD a partir del dia 21
de edad (destete) y utilizando el régimen de alimentacion éptimo o hasta los 100 dias de edad (cuando la mayoria de los
ratones desarrollan diabetes). Adicionalmente, LL-pT1 NX se administra por via oral como control negativo. Para el
grupo de control positivo (tolerizante), los ratones NOD de 3 semanas de edad se tratan por via oral con 0.8 mg de
insulina humana/hplip/InsBs-23 durante 3 veces a la semana durante 2 o 4 semanas. El desarrollo de la diabetes se
determina mediante el monitoreo continuo de los niveles de glucosa en la orina tres veces por semana y en el caso de la
glucosuria, el control de los niveles de glucosa en sangre. Los pancreas se recolectan a las 12-23 semanas y al final del
experimento (35 semanas), y las secciones en serie se tiien con hematoxilina/eosina para puntuar la infiltracion de
células mononucleares o por inmunohistoquimica para analizar la infiltracion de células T.

En un contexto terapéutico, LL-hpllp, LL-insulin, LL-InsBg-23 se administran por via oral a hembras NOD diabéticas que
muestran glucosuria e hiperglucemia estables (12-23 semanas). Adicionalmente, LL-pT1 NX se administra por via oral
como control negativo. Para el grupo de control positivo (tolerizante), los ratones NOD diabéticos se tratan como se
describe en Bresson et al. 2006. La remisién completa se define como la desaparicion de glucosuria y un regreso a la
glucemia normal.

En un entorno de trasplante singénico de islotes, los ratones hembra NOD con diabetes de inicio reciente se tratan por
via oral durante 3 semanas con LL-hpllp, LL-insulina, LL-InsBg-23 0 con LL-pT1 NX como control negativo. Después de 3
semanas, se trasplantan 500 islotes pancreaticos recién aislados de ratones NOD no diabéticos a ratones NOD
diabéticos. La glucosa en sangre luego se monitoriza 3 veces por semana hasta la recurrencia de la diabetes o hasta 15
semanas después del injerto. Los animales con 2 niveles de glucosa consecutivos = 250 mg/dL se consideran
diabéticos y posteriormente seran sacrificados para la recoleccion del suero y el analisis histolégico del injerto.

Los mecanismos precisos de la induccién de tolerancia se analizan in vitro, in vivo después de volver a inocular a los
ratones NOD con autoantigenos especificos y mediante transferencia adoptiva de células T en ratones NOD-SCID.

Deteccién de diabetes:

Monitorizacién de glucosa: se mide la glucosa en orina al utilizar Diastix (Miles) y se confirma con mediciones de
glucosa en sangre con el sistema de monitorizacion de glucosa en sangre OneTouch Ultra (LifeScan Inc.). La diabetes
se define como 2 valores consecutivos de glucosa en sangre superiores a 250 mg/dl.

Insulitis: los ratones se matan por asfixia con CO2 y el pancreas se fija en formalina al 10% durante la noche, se
incorpora en parafina, y las secciones en serie de 5 pm se tifien con hematoxilina y eosina. La puntuacién de insulitis
(media £ SD) se determina midiendo microscopicamente el grado de infiltracién celular en 10-15 islotes/ratén de la
siguiente manera: 0. sin sefial visible de infiltracion de islotes; 1, infiltracion peri-islamica; 2, <50% de infiliracién; 3,>
50% de infiltracién.

Aislamiento y trasplante de islotes: islotes de ratones NOD donantes sin insulitis y diabetes de 14 a 21 dias se aislan
después de la eliminacion aséptica mediante la digestion de las glandulas pancreaticas con colagenasa en solucién
salina equilibrada de Hanks durante agitacion vigorosa. El aislamiento de islotes se lleva a cabo mediante recoleccion
directa manual bajo un estereomicroscopio. Los ratones NOD receptores diabéticos se anestesiaron mediante inyeccion
intraperitoneal de avertina (0.02 ml/g de BWT), se expuso el rifidn izquierdo mediante incision lumbar y se administraron
500 islotes recién aislados bajo la capsula renal.

Inmunohistoquimica

Para detectar insulina, la expresion de CD4 y CD8 en células pancreaticas B, Ab primario (insulina anti-cerdo de
conejillo de indias de Dako [dilucion 1:300], anti-CD4 RM4.5 y anti-CD8a IHC de BD Biosciences [dilucién 1:50] se
aplican a secciones de tejido congelado como se describe en Christen et al., 2004.

Ensayo de proliferacion in vitro

Se preparan suspensiones de células individuales de bazo, LN mesentérico (MLN) y PLN. Los ensayos de proliferacién
de poblaciones totales de esplenocitos, se cultivan 2 x 10° células en placas de fondo en U de 96 pozos en un volumen
total de 200 pl de medio completo solo o con concentraciones graduadas (1-100 pg/ml) de insulina humana purificada o
péptidos especificos para células T CD4 (InsBs-23, H-29 ° 9 restringido) o para células T CD8 (InsBis.23, K9 restringido)
(Sigma), y con o sin anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-IL-10 o anti-TGF-. Los anticuerpos neutralizantes se
agregan a 1, 0.1 y 0.01 yg/ml. Para ensayos de proliferacién de células T CD3+ totales, células T CD8*, células T CD4*
y poblaciones de células T CD4* CD25-, se cultivan 0.2 x 10% células T en placas de fondo en U de 96 pozos con 1 x 10°
esplenocitos irradiados de ratones WT Balb/c cargados con insulina o GAD65 o péptidos especificos para células T
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CD4+ 0 CD8*, en un volumen total de 200 pl de medio completo con o sin anticuerpos neutralizantes. Después de 72 h a
37 °C en una incubadora humidificada con CO: al 5%, la proliferacion se evalia mediante la adicion de 1 puCi/pozo de
[3H] -timidina. La radioactividad unida a ADN se cosecha 16-18 horas después en esteras filtrantes de fibra de vidrio
(Perkin Elmer, Boston, EE.UU.) y la incorporacion de timidina se mide en un contador de centelleo (Perkin Elmer). Las
células T se purifican a partir de PLN o bazos mediante seleccidén negativa a través de separacion de perlas magnéticas
utilizando el kit de aislamiento CD3+, CD4* o CD8* (MACS, Milteny Biotec, Auburn, CA). Las células T CD4* se utilizan
como células totales o se separan adicionalmente en CD25* y CD25 mediante MACS utilizando el kit de aislamiento
CD25+ (Milteny Biotec). La pureza (> 90%) de las poblaciones celulares se determina por andlisis de citometria de flujo.

Para las mediciones de citoquinas, los sobrenadantes de los cultivos de células utilizados en los diferentes ensayos de
proliferacién (estimulacion especifica de antigeno), descritos anteriormente, se recogieron después de 72 h de cultivo y
se congelaron a -80°C hasta que se realizé el andlisis de citoquinas. La produccion de citoquinas se cuantifica utilizando
el ensayo de perlas citométricas de inflamacién de ratones (BD Biosciences, Mountain View, CA, EE. UU.). Las células
T CD3+ purificadas, las células T CD4+* o CD8* se cultivan y estimulan in vitro no especificamente con una mezcla anti-
CD3/anti-CD28 (1 ug/ml cada una) durante 24 horas o permanecen sin estimular como control. Los sobrenadantes se
recolectan y analizan para la produccién de IL-10, IL-4, IL-5 e IFNy utilizando conjunto de flexion Cytometric de Matriz
de Perla Citométrica BD™ en un Bioanalizador BD FACSArray utilizando el software de matriz FCAP (BD Biosciences).
Los experimentos de captura de ELISA se utilizan para determinar TGF-B1 utilizando el kit Quantikine (R&D Systems).

Ensayo de inhibicion de la proliferacion de células T in vitro

Se cultivaron simultaneamente 2 x 10 células T CD4+*CD25 esplénicas totales aisladas de NOD hembra diabético (8 -
12 semanas) con cantidades variables de células T CD8*, células T CD4* y poblaciones de células T CD4* CD25-
aisladas del bazo, MLN o PLN de los diferentes grupos experimentales en presencia de 2 x 10* esplenocitos cargados
con insulinas irradiadas agotadas de células T - o de péptidos de ratones WT Balb/c. Después de 72 h a 37 °C en una
incubadora humidificada con CO: al 5%, la proliferacion se evalGia mediante la adicion de 1 pCi/pozo de [3H] -timidina.
La radioactividad unida al ADN se cosecha 16-18 horas después en esteras filtrantes de fibra de vidrio (Perkin Elmer,
Boston, EE. UU.) y la incorporacién de timidina se midié en un contador de centelleo (Perkin Elmer).

Ensayo de citotoxicidad in vitro

Los objetivos de linfoblastos utilizados son los esplenocitos activados con Con A de ratones BALB/c. Un total de 108
células objetivo se marcan con 100 pCi de ®'Cr (Amersham International, Buckinghamshire, U.K) durante 90 minutos a
37°C, se lavan tres veces y luego se incuban con 1 pug/ml de péptido (InsB1s-23 0 un péptido irrelevante) a 37 °C durante
1 h. Las células objetivo se lavan dos veces y se siembran a 10* células por pozo. Las células T CD8*, aisladas del
bazo, MLN y PLN se agregan a cada pozo, por triplicado, a varias relaciones de efector: objetivo (E: T). Las placas se
centrifugan a 500 rpm durante 2 min, y se incuban a 37 °C durante 4 h. Después de la incubacion, se recogen los
sobrenadantes para la determinacion de la liberacion de 5'Cr [% de lisis = 100 x (cpm de prueba - cpm
espontanea)/(cpm total - cpm espontanea)]. Para el ensayo de muerte indirecta, las células T CD8* se incuban con 5
pg/ml de anticuerpo anti-CD3 (clon 145-2C11, Pharmingen) antes de la incubacién con efectores.

Transferencia adoptiva de diabetes

Se inyectaron ratones NOD-SCID a las 8-10 semanas i.v. con 2 x 107 o0 i.p. con 5 x 108 esplenocitos aislados de ratones
NOD hembra diabéticos (6 semanas, 12 semanas y 18 semanas) combinados con o sin nimeros graduales de células
CD3* T purificadas en perlas, células T CD8*, células T CD4+*, células T CD4*CD25 o CD4*CD25* aisladas de
diferentes grupos tratados con L.-lactis experimentales. Los ratones no tratados se utilizan como control. El desarrollo
de la diabetes se determina mediante la monitorizacién continua de los niveles de glucosa en sangre tres veces por
semana.

Resultados
LL-hpllp, LL-insulina, LL-InsBe-23 retrasa la recurrencia de la diabetes después del trasplante singénico de islotes

Para evaluar si el LL-hpllp, LL-Insulina y LL-InsB (9-23) inducen tolerancia oral, se estudia la recurrencia de la diabetes
después del trasplante de islotes singénico. Por lo tanto, los ratones se alimentan oralmente como se describié
anteriormente (configuracion experimental) y los islotes pancreaticos se transplantan como se describe (aislamiento y
trasplante de islotes). La recurrencia de la diabetes se retrasa en el grupo LL-hpllp/insulina/InsBg-23 en comparacién con
el control.

El LL-hpllp, LL-insulina o LL-InsBe.2s aumentan significativamente la capacidad inductora de tolerancia de freehplip,
insulina o InsBe-23 en el ratdn diabético no obeso

Para estudiar la induccion de la tolerancia oral, los ratones se alimentan por via oral como se describié anteriormente
(configuracién experimental). La adicién de LL-hpllp, LL-insulina, LL-InsBs-23 mejora significativamente la induccién de
tolerancia hacia el autoantigeno ya que la respuesta proliferativa especifica de autoantigenos de los esplenocitos se
reduce significativamente en el grupo LL-hpllp/insulina/lnsBe-23 en comparaciéon con los grupos de control vy
hpllp/insulina/insBg-23 libres.
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El LL-hpllp, LL-insulina o LL-InsBg-23 potencian la tolerancia oral en asociacion con insulitis reducida, tasa de muerte de
la destruccién de células beta y aumento de la produccion de IL-10 por esplenocitos Para estudiar la induccion de la
tolerancia oral, los ratones son alimentados oralmente como se describié anteriormente (configuracién experimental). La
presencia de insulitis, la velocidad de destruccion de células beta y la produccion de citoquinas en respuesta a dicho
autoantigeno se determina como se describié anteriormente. El analisis histolégico muestra un grado significativamente
menor de insulitis y destruccion de células beta y aumento de la produccion de IL-10 en el grupo LL-hpllip/insulina/InsBe-
23 en comparacién con los grupos de hpllp/insulina/InsBe-23 de control y libres.

LL-hpllp, LL-insulina, LL-InsB9,? 3 mejora la tolerancia oral a través de células T CD4+

Para evaluar si las células T CD4 median en la induccién de la tolerancia oral, se estudia la respuesta proliferativa CD4
de células T especificas de autoantigeno en los esplenocitos y los ganglios linfaticos. Por lo tanto, los ratones se
alimentan oralmente como se describié anteriormente (configuracion experimental) y la proliferacion de células T CD4+
especificas de autoantigenos se determina como se describe (ensayo de proliferacion in vitro). La respuesta de células
T CD4 especificas de autoantigeno en el grupo LL-hpllp/insulina/lnsBe-23 en comparaciéon con los grupos de
hpllp/insulina/lnsBg-23 de control y libres.

Ejemplo F5: Las respuestas CD8* autoagresivas se suprimen en ratones NOD después de terapia con LL-InsBg-23

Para examinar si nuestro enfoque combinado induce células T CD4* supresoras que son capaces de modular la
diabetes mediante mecanismos supresores de activacion inespecifica, analizamos el efecto sobre las células T
autoagresivas CD8+*. El porcentaje y/o actividad de las células CD8* autoagresivas especificas de antigeno se reduce
fuertemente después de la terapia con LL-InsBg-2s.

Células reguladoras T inducidas por antigeno después de terapia con LL-InsBg-23 la terapia pueden transferir proteccién
de respuestas autoinmunes in vivo

Con el fin de evaluar la supresién activa de respuestas tipo diabéticas en ratones tratados con el protocolo de tolerancia
oral, transferimos adoptivamente esplenocitos de los diferentes grupos tratados como se describié anteriormente
(transferencia adoptiva de diabetes). En comparacién con los controles y el grupo InsBe2s libre, las respuestas
diabéticas se reducen significativamente en el grupo LL-InsBg-23, lo que indica la activacién de las células T CD4+*
reguladoras en nuestro protocolo combinado de tolerancia oral.

Conclusién

Se demuestra que el suministro oral de un autoantigeno que suministra L. /actis suprime las respuestas inmunes
especificas de diabéticos mediante la induccién de células T reguladoras de CD4+ especificas de antigeno.
Discusion

En general, los datos presentados anteriormente indican que la suplementacion oral de un antigeno secretor de L. lactis
genéticamente modificado puede disminuir la inflamacién sistémica inducida por ese antigeno, incluso en un sujeto
sensibilizado. Ventajosamente, la supresion mediada por Lactococcus a menudo parece ser mas potente que después
de la administracién por la mucosa del antigeno libre. Potencialmente, la supresién puede estar mediada por la
induccion de células T reguladoras Foxp3+.
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo que comprende un acido nucleico que codifica un antigeno para uso en el tratamiento de una
respuesta inmune relacionada con una enfermedad seleccionada de una enfermedad autoinmune, una enfermedad
alérgica y enfermedad de injerto contra anfitrion, en un sujeto humano, en el que dicho antigeno se expresa y secreta
constitutivamente por dicho microorganismo, en el que dicho microorganismo es una bacteria Lactococcus sp., y dicho
antigeno es para ser administrado a través de suministro a la mucosa, y en el que dicho sujeto humano ha establecido
hipersensibilidad a dicho antigeno.

2. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la respuesta inmune relacionada con la
enfermedad es una enfermedad autoinmune.

3. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la respuesta inmune relacionada con la
enfermedad es una enfermedad alérgica.

4. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la respuesta inmune relacionada con la
enfermedad es enfermedad de injerto contra anfitrion.

5. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o reivindicacién 3, en el que dicha enfermedad
alérgica se selecciona de asma alérgica y una alergia a alimentos.

6. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que dicha enfermedad
autoinmune se selecciona de diabetes tipo 1, enfermedad celiaca, esclerosis multiple, uveitis autoinmune, tiroiditis
autoinmune, miastenia gravis autoinmune, y artritis reumatoide.

7. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que dicha enfermedad
autoinmune es diabetes tipo 1.

8. El microorganismo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, en el que dicha enfermedad
autoinmune es enfermedad celiaca.

9. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho
microorganismo se:

- administra diariamente;

- suministra durante por lo menos 1 semana;

- suministra por lo menos una vez al dia;

- suministra en una dosis de por lo menos 10 femtogramos a 100 mg por dia; y/o

- suministra en una formulacion seleccionada de pulverizacién, capsula, aerosol, pastillas oblongas, bolo, comprimido,
bolsitas, liquido, suspension, emulsién, y pastillas.

10. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho
suministro a la mucosa se selecciona de suministro rectal, suministro bucal, suministro pulmonar, suministro ocular,
suministro nasal, suministro vaginal, y suministro oral.

11. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que
- dicho antigeno induce células T reguladoras (Treg);

- dicho antigeno reduce la proliferacién de células del nédulo linfatico de bazo e inguinal; y/o

- dicho antigeno suprime una respuesta de célula T especifica a antigeno inflamatoria.

12. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho
microorganismo se formula como un medicamento, alimento médico, nutracéutico o bebida.

13. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que una
construccién genética que codifica dicho antigeno se integra en el genoma de dicho microorganismo.

14. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho
microorganismo se suministro por via de la mucosa a dicho sujeto diariamente.

15. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que bacteria
Lactococcus sp. es Lactococcus lactis.
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16. Una composicion farmacéutica que comprende un microorganismo y uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables, para uso en el tratamiento de una respuesta inmune relacionada con una enfermedad seleccionada de una
enfermedad autoinmune, una enfermedad alérgica y enfermedad de injerto contra anfitrién, en un sujeto humano, en la
que dicho microorganismo secreta constitutivamente un antigeno, que esta involucrado en la induccion de una
respuesta inmune relacionada con la enfermedad, en la que el microorganismo es una bacteria Lactococcus sp., y en la
que dicho sujeto humano ha establecido hipersensibilidad a dicho antigeno.

17. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacién 16, en la que dicha respuesta inmune
relacionada con la enfermedad se selecciona de asma alérgica, una alergia a alimentos, una enfermedad autoinmune y
enfermedad de injerto contra anfitrion.

18. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 16 o reivindicacién 17, en la que dicho
microorganismo es Lactococcus lactis (LL).

19. La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en la que:
- dicho microorganismo esta presente en una dosis de por lo menos 10 femtogramos (fg) a 100 mg; y/o

- dicha composicion farmacéutica esta en una formulacién seleccionada de pulverizaciones, capsulas, aerosoles,
pastillas oblongas, bolo, comprimidos, bolsitas, liquidos, suspensiones, emulsiones, y pastillas.

20. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en la que:
- dicho antigeno induce células T reguladoras (Treg);

- dicho antigeno reduce la proliferacién de células del nddulo linfatico de bazo e inguinal; y

- dicho antigeno suprime una respuesta de célula T especifica a antigeno inflamatoria.

21. El microorganismo para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, o la composicién
farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en el que dicho antigeno es un
péptido derivado de gliadina.
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