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DESCRIPCION
Péptido

La presente invencion se refiere a péptidos de la proteina proteolipidica (PLP). En particular, la invencion se refiere a
péptidos que derivan de una de las regiones hidroéfilas de PLP que son capaces de unirse a una molécula de MHC y
presentarse a un linfocito T in vitro sin el procesamiento del antigeno. La invencion también se refiere al uso de tales
péptidos en el tratamiento y/o en la prevencion de una enfermedad.

Antecedentes

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad degenerativa crénica que afecta al sistema nervioso central,
caracterizada por la desmielinizacion de los axones nerviosos. La EM puede provocar numerosos sintomas fisicos y
mentales, y a menudo progresa hacia una discapacidad tanto fisica como cognitiva. La aparicion de la enfermedad
normalmente tiene lugar en adultos jévenes (20-40 afios), es mas comun en mujeres, y afecta a mas de 1 millon de
personas en todo el mundo.

El trascurso de la enfermedad de EM es variado y puede permanecer latente o progresar de manera constante a lo
largo del tiempo. Se han descrito varios subtipos de EM en funcién de los patrones de progresion. Una persona con
EM puede padecer casi cualquier sintoma o signo neurolégico, incluyendo cambios en la sensibilidad tales como
pérdida de sensibilidad u hormigueo, pinchazos o entumecimiento (hipoestesia y parestesia), debilidad muscular,
clono, espasmos musculares o dificultad de movimiento; dificultades con la coordinacion y el equilibrio (ataxia);
problemas en el habla (disartria) o en la deglucion (disfagia), problemas visuales (nistagmo, neuritis éptica, incluyendo
fosfenos o diplopia), cansancio, dolor agudo o crénico, y problemas de vejiga y de intestino.

Actualmente se cree que la EM es un trastorno mediado por el sistema inmunitario en el que el propio sistema
inmunitario del cuerpo ataca y dafia a la mielina.

No se conoce una cura para la EM. Varias terapias han demostrado beneficios en la restauracion de las funciones tras
un ataque (recidiva), en la prevencion o en la reduccion del grado o de la frecuencia de nuevos ataques (recidivas) o
en la prevencion o en la reduccién del alcance de la discapacidad. Sin embargo, muchas terapias actuales de EM se
han asociado con efectos adversos o se toleran mal. Por lo tanto, hay una necesidad de terapias alternativas para la
EM que sean eficaces en el tratamiento de EM y en el alivio o la reduccion de los sintomas de EM.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han identificado una serie de péptidos que derivan de la proteina proteolipidica (PLP) que
se pueden presentar mediante células presentadoras de antigeno fijas a los linfocitos T. Estos péptidos pueden ser
utiles en la prevencion y/o en el tratamiento de enfermedades desmielinizantes tales como esclerosis multiple.

En un primer aspecto, por lo tanto, la presente invencion proporciona un péptido que es capaz de unirse a una molécula
de MHC in vitro y de ser presentado a un linfocito T sin procesamiento de antigeno, y que se selecciona de los
siguientes péptidos de PLP:

PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)
PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) y
PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).

En un segundo aspecto, se proporciona un péptido de acuerdo con el primer aspecto de la invencion para su uso en
el tratamiento y/o en la prevencion de una enfermedad desmielinizante.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende uno o mas
péptidos de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

En el presente tratamiento se describe un método para el tratamiento y/o para la prevencién de una enfermedad
desmielinizante en un sujeto que necesite los mismos que comprende la etapa de administrar un péptido de acuerdo
con el primer aspecto de la invencion al sujeto.

En el presente documento se describe el uso de un péptido de acuerdo con el primer aspecto de la invencion en la
fabricacion de un medicamento para su uso en la prevencion y/o en el tratamiento de una enfermedad desmielinizante.

En conexion con el segundo aspecto de la invencion, la enfermedad puede ser esclerosis multiple.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 694 660 T3

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 - Figura 1: Tres péptidos de PLP responden in vitro e in vitro, y la respuesta se correlaciona con la
prediccion de uniéon de DR2. A, representa a grandes rasgos la prediccion de union de los péptidos de PLP a HLA-
DRB1*1501 en simulacion computacional (métodos de IEDB y NetMHCII) y la capacidad de estos péptidos para
inducir una respuesta proliferativa en estos ratones. B y C representan la capacidad de 4 de estos péptidos largos
para inducir EAE (2 experimentos individuales).

Figura 2- - Identificacion de apitopos en HEAL-26

Figura 3- - Identificacion de apitopos en TWTT-28

Figura 4- - Identificacion de apitopos en GVLP-28

Figura 5 - Protocolo de tolerancia

Figura 6 - Proliferacion y produccion de citocina de LNC de ratones pretratados con HEAL-26 o POP-4. A,
representa la media +/- el error estandar de la media (EEM) de la incorporacion de timidina de LNC de ratones
pretratados con HEAL-26 o el apitopo POP-4.

Figura 7 - Proliferacion y produccién de citocina de SPL de ratones pretratados con HEAL-26 o POP-4. A,
representa la media +/- EEM de la incorporacion de timidina de SPL de ratones pretratados con HEAL-26 o el

apitopo POP-4.

Figura 8 - Proliferacion y produccion de citocina de LNC de ratones pretratados con TWTT-28. A, representa la
media +/- EEM de la incorporacién de timidina de NLC de ratones pretratados con apitopo de TWTT-28.

Figura 9 - Proliferaciéon y produccion de citocina de SPL de ratones pretratados con TWTT-28. A, representa la
media +/- EEM de la incorporacién de timidina de SPL de ratones pretratados con apitopo de TWTT-28.

Figura 10 - Proliferacion y produccion de citocina de LNC de ratones pretratados con POP-15. A, representa la
media +/- EEM de la incorporacién de timidina de NLC de ratones pretratados con apitopo de POP-15.

Figura 11 - Proliferaciéon y produccion de citocina de SPL de ratones pretratados con POP-15. A, representa la
media +/- EEM de la incorporacién de timidina de SPL de ratones pretratados con apitopo de POP-15.

Figura 12 - Proliferacion y produccion de citocina de LNC de ratones pretratados con POP-22. A, representa la
media +/- EEM de la incorporacién de timidina de NLC de ratones pretratados con apitopo de POP-22.

Figura 13 - Proliferacion de SPL de ratones pretratados con POP-22. A, representa la media +/- EEM de la
incorporacion de timidina de SPL de ratones pretratados con apitopo de POP-22.

Figura 14 - Proliferacion y produccién de citocina de LNC de ratones pretratados con POP-22 o GVLP-28. A,
representa la media +/- EEM de la incorporacion de timidina de LNC de ratones pretratados con POP-22 (panel
izquierdo) o el apitopo GVLP-28 (panel derecho).

Figura 15 - Proliferacion y produccion de citocina de SPL de ratones pretratados con POP-22 y GVLP-28. A,
representa la media +/- EEM de la incorporacion de timidina de SPL de ratones pretratados con POP-22 o el
apitopo GVLP-28.

Para cada una de las Figuras 6 a 15, B, muestra el indice de estimulacion de la incorporacion de timidina. C, representa
la cantidad de citocina secretada en el sobrenadante del cultivo. En B y C, cada punto por dosis representa un raton
individual y la barra representa la mediana. Se calcul6 el p usando el test de Mann-Whitney. Solo se muestran los p-
valores bajos. Un p-valor <0,05 se considera significativo.

Descripcion detallada

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un péptido.

Péptidos

El término "péptido" se usa en el sentido normal para referirse a una serie de restos, normalmente L-aminoacidos,

conectados entre si normalmente mediante enlaces peptidicos entre los grupos a-amino y carboxilo de los
aminoacidos adyacentes. El término incluye péptidos modificados y analogos de péptidos sintéticos.
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Un péptido de la presente invencién es de una longitud que es capaz de unirse a una molécula del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) de clase | o de clase Il in vitro y ser presentada a un linfocito T sin el procesamiento del
antigeno. En otras palabras, los péptidos son capaces de unirse directamente al surco de union al péptido de la
molécula de MHC sin requerir ningun recorte en uno o en ambos extremos.

Los péptidos que se unen a las moléculas de MHC de clase | son normalmente de 7 a 13, mas normalmente de 8 a
10 aminoacidos de longitud. La union del péptido se establece en sus dos extremos mediante contactos entre atomos
en la cadena principal del péptido y los sitios invariantes en el surco de union al péptido de todas las moléculas de
MHC de clase |. Hay sitios invariantes en ambos extremos del surco que se unen a los extremos amino terminal y
carboxilo terminal del péptido. Las variaciones en la longitud del péptido se acomodan mediante un retorcimiento en
la estructura principal del péptido, a menudo en restos de prolina o de glicina que permiten la flexibilidad requerida.

Los péptidos que se unen a las moléculas de MHC de clase Il normalmente son de entre 8 y 20 aminoacidos de
longitud, mas normalmente entre 10 y 17 aminoacidos de longitud, y pueden ser mucho mas largas. Estos péptidos
se encuentran en una conformacion extendida a lo largo del surco de unién al péptido del MHC Il que (a diferencia del
surco de union al péptido del MHC de clase Il) esta abierto en ambos extremos. El péptido se mantiene en su lugar
principalmente mediante contactos atémicos de la cadena principal con restos conservados que recubren el surco de
union al péptido.

El péptido de la presente invencién se puede preparar usando métodos quimicos (Peptide Chemistry, A practical
Textbook. Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin). Por ejemplo, se pueden sintetizar péptidos mediante técnicas de
fase solida (Roberge JY et al (1995) Science 269: 202-204), escindirlos de la resina, y purificarlos mediante
cromatografia liquida preparativa de alto rendimiento (por ejemplo, Creighton (1983) Proteins Structures And Molecular
Principles, WH Freeman y Co, Nueva York, NY). La sintesis automatica se puede lograr, por ejemplo, usando el
sintetizador de péptidos ABI 43 1 A (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

El péptido se puede crear de manera alternativa por medios recombinantes o mediante escisién a partir de un
polipéptido mas largo. Por ejemplo, el péptido se puede obtener mediante escision a partir de la proteina proteolipidica
de la mielina. La composicién de un péptido se puede confirmar mediante analisis de aminoacidos o secuenciacion
(por ejemplo, el procedimiento de degradacion de Edman).

Proteina proteolipidica de la mielina (PLP)

La mielina es un material dieléctrico (aislante eléctrico) que forma una capa, la vaina de mielina, normalmente
alrededor del axén de una neurona. Es esencial para el funcionamiento adecuado del sistema nervioso. Algunas de
las proteinas que constituyen la mielina son la proteina basica de la mielina (MBP), la glucoproteina oligodendrocitica
de la mielina (MOG), y la proteina proteolipidica (PLP).

La proteina proteolipidica de la mielina (PLP), la proteina mas abundante de la mielina del sistema nervioso central
(SNC), es una proteina integral de membrana hidréfoba.

La secuencia de la PLP humana se muestra en la SEQ ID NO: 16
SEQ ID NO: 16

1 glleccarc lvgapfaslv atglcffgva lfcgcgheal tgtekliety fsknygdyey

60 linvihafqy viygtasfff lygalllaeqg fyttgavrgi fgdyktticg kglsatvtgg
120 gkgrgsrggh gahslervch clgkwlghpd kfvgityalt vvwllvfacs avpvyiyfnt
180 wttcgsiafp sktsasigsl cadarmygvl pwnafpgkvc gsnllsickt aefqgmtfhlf

240 iaafvgaaat lvslltfmia atynfavlkl mgrgtkf

El péptido de la invencion deriva de una region hidréfila de la secuencia de la PLP. El péptido puede derivar de un
fragmento del antigeno que se genera mediante procesamiento natural del antigeno mediante una célula presentadora
de antigeno.

Las regiones hidrdfilas de PLP son:

PLP 36-61: HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI (SEQ ID No. 17)

PLP 88-119: EGFYTTGAVRQIFGDYKTTICGKGLSATVTGG (SEQ ID No. 18)

PLP 104-135: KTTICGKGLSATVTGGQKGRGSRGQHQAHSLE (SEQ ID No. 19)
PLP 119-150: GQKGRGSRGQHQAHSLERVCHCLGKWLGHPDK (SEQ ID No. 20)
PLP 179-206: TWTTCQSIAFPSKTSASIGSLCADARMY (SEQ ID No. 21)

PLP 192-219: TSASIGSLCADARMYGVLPWNAFPGKVC (SEQ ID No. 22)
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PLP 207-234: GVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFQM (SEQ ID No. 23)
PLP 260-276: ATYNFAVLKLMGRGTKF (SEQ ID No. 24)

El péptido comprende una parte de la siguiente region de la proteina proteolipidica (PLP):
PLP 36-61: HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI (SEQ ID NO. 1)

El péptido comprende una parte de la siguiente region:
PLP 39-57: LTGTEKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 4)

El péptido se selecciona de los siguientes péptidos de PLP:

PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)
PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) y
PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).

Apitopos

En la respuesta inmunitaria adaptativa, los linfocitos T son capaces de reconocer los epitopos internos de un antigeno
proteico. Las células presentadoras de antigeno (APC, del inglés antigen presenting cells) cogen los antigenos
proteicos y los degradan en fragmentos de péptidos cortos. Un péptido se puede unir a una molécula del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | o Il dentro de la célula y ser transportado a la superficie celular.
Cuando se presenta en la superficie celular en conjunto con una molécula del MHC, el péptido puede ser reconocido
por un linfocito T (a través del receptor del linfocito T (TCR, del inglés T cell receptor)), en cuyo caso, el péptido es un
epitopo del linfocito T.

Los epitopos de los linfocitos T desempefian un papel importante en la respuesta inmunitaria adaptativa para cualquier
antigeno, tanto propio como extrafio. El papel principal desempefiado por los epitopos de los linfocitos T en las
enfermedades de hipersensibilidad (que incluye las alergias, las enfermedades autoinmunes y el rechazo al trasplante)
se ha demostrado mediante el uso de modelos experimentales. Es posible inducir enfermedades inflamatorias o
alérgicas mediante la inyeccion de péptidos sintéticos (basandose en la estructura de los epitopos de los linfocitos T)
en combinacién con adyuvante.

Por el contrario, se ha demostrado que es posible inducir una tolerancia inmunolégica hacia determinados epitopos
peptidicos mediante la administracién de epitopos peptidicos en forma soluble.

Se ha demostrado que los antigenos peptidicos solubles son un medio eficaz de inhibicion de la enfermedad en
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE - un modelo para la esclerosis multiple (EM)) (Metzler y Wraith (1993)
Int. Immunol. 5:1159-1165; Liu y Wraith (1995) Int. Immunol. 7:1255-1263; Anderton y Wraith (1998) Eur. J. Immunol.
28:1251-1261); y modelos experimentales de artritis, diabetes y uveorretinitis (revisado en Anderton y Wraith (1998)
como anteriormente). También se ha demostrado que es un medio de tratamiento de una enfermedad en curso en
EAE (Anderton y Wraith (1998) como anteriormente).

El uso de los péptidos tolerogénicos para tratar o prevenir la enfermedad ha llamado mucho la atencién. Un motivo
para ello es que se ha demostrado que determinados epitopos tolerogénicos pueden regular de manera negativa las
respuestas de los linfocitos T para distintos antigenos dentro del mismo tejido. Este fendmeno, conocido como
"supresion espectador” significa que deberia ser posible inducir tolerancia a mas de un epitopo (preferentemente todos
los epitopos) dentro de un antigeno dado, y a mas de un antigeno para una enfermedad dada, usando un péptido
tolerogénico concreto (Anderton y Wraith (1998) como anteriormente). Esto obviaria la necesidad de identificar todos
los antigenos patégenos dentro de una enfermedad en particular.

Los péptidos también son una opcion favorable para la terapia debido a su coste relativamente bajo y al hecho de que
se pueden producir analogos de péptidos con propiedades inmunoldgicas alteradas. Por lo tanto, se pueden modificar
los péptidos para alterar sus interacciones bien con el MHC o con el TCR.

Un posible problema con esta estrategia es que se ha demostrado que no todos los péptidos que actian como epitopos
de linfocitos T son capaces de inducir tolerancia. El péptido 89-101 de la proteina basica de la mielina (MBP) es un
antigeno inmunodominante tras la inmunizacién y también es un inmunogénico muy eficaz en tanto en términos de
primovacunacion para la reactividad de linfocitos T como de la induccion de EAE. Sin embargo, se ha demostrado que
este péptido es ineficaz en la induccion de la tolerancia cuando se administra en solucién (Anderton y Wraith (1998),
como anteriormente).

Se han propuesto una serie de explicaciones para la jerarquia observada en la capacidad de los epitopos de linfocitos
T para inducir tolerancia (revisado en Anderton y Wraith (1998), como anteriormente). En particular, se ha propuesto
que hay una correlacion entre la afinidad del péptido por el MHC vy la tolerogenicidad (Liu y Wraith (1995) como
anteriormente), pero esto no concuerda con algunas de las observaciones. Por ejemplo, MBP [89-101], que no es
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tolerogénico, se une a I-AS con una afinidad relativamente alta. Por lo tanto, no es sencillo predecir qué péptidos
induciran tolerancia.

Los presentes inventores han demostrado que, si un epitopo peptidico es de un tamafo apropiado para ser presentado
por las APC inmaduras sin el procesamiento del antigeno, puede inducir tolerancia inmunoldgica (Solicitud de patente
internacional numero PCT/GB01/03702). La observacién de que algunos epitopos de linfocitos T son tolerogénicos y
otros son incapaces de inducir tolerancia se puede explicar, por lo tanto, por el hecho de que algunos epitopos
requieren el procesamiento del antigeno antes de que sean capaces de ser presentados por una molécula del MHC.
Estos epitopos que requieren un procesamiento adicional no inducen tolerancia cuando se administran en una forma
soluble, a pesar de su capacidad para inducir la enfermedad cuando se inyectan en combinacién con adyuvante.

Los epitopos que no requieren procesamiento adicional son capaces de inducir tolerancia, y se han denominado
"apitopos" (del inglés Antigen Processing Independent epiTOPES, epitopos independientes del procesamiento de
antigeno) por los inventores.

Sistemas de presentacién independiente del procesamiento de antigeno (APIPS, del inglés Antigen Processing
Independent Presentation Systems)

Los péptidos de la presente invencion son capaces de unirse a una molécula del MHC in vitro y ser presentada a un
linfocito T sin el procesamiento del antigeno.

Es posible probar si un péptido es capaz de unirse a una molécula de MHC sin el procesamiento del antigeno usando
un sistema "sin procesamiento". Dicho sistema deberia de ser capaz de presentar el antigeno mediante moléculas del
MHC a los linfocitos T, pero incapaz de procesar el antigeno. Por lo tanto, se puede probar la capacidad de los péptidos
para unirse a una molécula del MHC in vitro y de ser presentaos a un linfocito T sin el procesamiento del antigeno
usando un sistema de presentacion independiente del procesamiento del antigeno (APIPS).

Los ejemplos de APIPS incluyen:

a) APC fija (con o sin anticuerpos para CD28);
b) Membranas lipidicas que contienen moléculas de MHC de clase | o Il (con o sin anticuerpos para CD28); y
c) MHC natural o recombinante purificado en forma de placa (con o sin anticuerpos contra CD28).

Se conoce el uso de APC fija para investigar respuestas de linfocitos T, por ejemplo, en estudios para investigar el
epitopo minimo dentro de un polipéptido, midiendo la respuesta a los péptidos truncados (Fairchild et al (1996) Int.
Immunol. 8:1035-1043). La APC se puede fijar usando, por ejemplo, formaldehido (normalmente paraformaldehido) o
glutaraldehido.

Las membranas lipidicas (que pueden ser membranas planas o liposomas) se pueden preparar usando lipidos
artificiales o pueden ser partes de membrana plasmatica/microsomas de la APC.

Cuando estan en uso, los APIPS se pueden aplicar a los pocillos de una placa de cultivo tisular. Después se afiaden
los antigenos peptidicos y se detecta la union del péptido a la parte del MHC del APIPS mediante la adicion de lineas
o de clones de linfocitos T. La activacion de la linea o del clon de los linfocitos T se puede medir mediante cualquiera
de los métodos conocidos en la materia, por ejemplo, a través de la incorporacion de *H-timidina o mediante la
secrecion de citocina.

Si un péptido es capaz de ser presentado a un linfocito T mediante un APIPS, entonces es capaz de unirse a la
molécula del MHC sin el procesamiento del antigeno, y es un apitopo.

Tolerancia
Los péptidos de la presente invencion son capaces de inducir tolerancia a la proteina proteolipidica.
Tal como se usa en el presente documento, el término "tolerogénico" significa capaz de inducir tolerancia.

Tolerancia es la falta de respuesta a un antigeno. La tolerancia a antigenos propios es una caracteristica esencial del
sistema inmunitario, cuando se pierde, puede dar como resultado una enfermedad autoinmune. El sistema inmunitario
adaptativo debe conservar la capacidad para responder a una enorme variedad de agentes infecciosos mientras se
evita el ataque autoinmune de los antigenos propios contenidos dentro de los tejidos propios. Esto se controla, en gran
medida, por la sensibilidad de los linfocitos T inmaduros a la muerte celular apoptética en el timo (tolerancia central).
Sin embargo, no todos los antigenos propios se detectan en el timo, por lo que la muerte de los timocitos autorreactivos
permanece incompleta. Por lo tanto, también hay mecanismos mediante los cuales, los linfocitos T autorreactivos
maduros pueden adquirir la tolerancia en los tejidos periféricos (tolerancia periférica). Una revision de los mecanismos
de tolerancia central y periférica se da en Anderton et al. (1999) (Immunological Reviews 169;123-137).
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La tolerancia puede ser resultado de o caracterizarse por la induccion de anergia en al menos una parte de los linfocitos
T CD4+. Con el fin de activar un linfocito T, un péptido se debe asociar con una APC "profesional" capaz de enviar
dos sefales a los linfocitos T. La primera sefal (sefial 1) se envia mediante el complejo MHC-péptido en la superficie
celular de la APC y la recibe el linfocito T a través del TCR. La segunda sefial (sefial 2) se envia mediante moléculas
coestimuladoras sobre la superficie de la APC, tales como CD80 y CD86, y la recibe CD28 sobre la superficie de los
linfocitos T. Se piensa que cuando un linfocito T recibe la sefial 1 en ausencia de sefial 2, no se activa y, de hecho, se
vuelve anérgico. Los linfocitos T anérgicos son insensibles a posteriores exposiciones al antigeno, y pueden ser
capaces de suprimir otras respuestas inmunitarias. Se cree que los linfocitos T anérgicos estan implicados en la
mediacion de la tolerancia de los linfocitos T.

Los péptidos que requieren el procesamiento antes de que puedan ser presentados en conjunto con las moléculas del
MHC no inducen tolerancia debido a que tienen que ser manejados por células presentadoras de antigeno maduras.
Las células presentadoras de antigeno maduras (tales como macréfagos, linfocitos B y células dendriticas) son
capaces de procesar el antigeno, pero también de enviar ambas sefiales, 1 y 2, a un linfocito T, lo que lleva a la
activacion de linfocitos T. Los apitopos, por otro lado, seran capaces de unirse al MHC de clase Il sobre las APC
inmaduras. Por lo tanto, seran presentados a los linfocitos T sin la coestimulacioén, lo que lleva a la anergia de los
linfocitos T y a la tolerancia.

Por supuesto, los apitopos también son capaces de unirse a las moléculas de MHC en la superficie celular de la APC
madura. Sin embargo, el sistema inmunitario contiene una mayor abundancia de APC inmaduras que de APC maduras
(se ha sugerido que menos del 10 % de las células dendriticas estan activadas, Summers et al. (2001) Am. J. Pathol.
159: 285-295). La posicion por defecto para un apitopo sera, por lo tanto, de anergia/tolerancia, en lugar de activacion.

Se ha demostrado que, cuando se induce la tolerancia, se reduce la capacidad para proliferar de los linfocitos T CD4+
especificos de antigeno. También, la produccion de IL-2, IFN-y y la producciéon de IL-4 por estas células se regula de
manera negativa, pero aumenta la produccion de IL-10. Se ha demostrado que la neutralizacién de IL-10 en un estado
de tolerancia inducida por péptidos restaura por completo la susceptibilidad a la enfermedad. Se ha propuesto que
una poblacion de células reguladoras persiste en un estado tolerante, lo que produce IL-10 y media la regulacion
inmunitaria (Burkhart et al (1999) Int. Immunol. 11:1625-1634).

La induccion de tolerancia, por lo tanto, se puede controlar mediante diversas técnicas que incluyen:

(a) susceptibilidad reducida para contraer la enfermedad para la que el péptido es un epitopo diana in vivo;

(b) la induccion de anergia en linfocitos T CD4+ (que se puede detectar mediante la posterior exposicién con
antigeno in vitro);

(c) cambios en la poblacién de linfocitos T CD4+, que incluyen

(i) reduccion en la proliferacion;
(ii) regulacion negativa en la produccion de, por ejemplo, IL-2, IFN-y e IL-4; y
(iii) aumento en la produccion de IL-10.

Enfermedades diana
El péptido de la invencion se puede usar en el tratamiento y/o en la prevencion de una enfermedad.

La enfermedad puede ser una enfermedad desmielinizante, tal como adrenoleucodistrofia, enfermedad de
desaparicion de la materia blanca o esclerosis multiple (EM).

Los péptidos de la presente invencion son particularmente Utiles en el tratamiento y/o en la prevencion de esclerosis
multiple (EM). La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por multiples lesiones
desmielinizantes diseminadas a través de la materia blanca del SNC y que tiene lugar en diversas zonas y momentos
(McFarlin y McFarland, 1982 New England J. Medicine 307:1183-1188 and 1246-1251). Se cree que la EM esta
mediada por los linfocitos T autorreactivos.

Composicién farmacéutica

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende uno o mas
péptidos del primer aspecto de la invencion.

Los presentes inventores predicen que, a pesar de la "supresion espectador” puede ser necesario dirigir una serie de
diferentes clones de linfocitos T con el fin de inducir tolerancia de manera eficaz. Por lo tanto, se pueden administrar
multitud de péptidos a un individuo con el fin de prevenir o tratar una enfermedad.

La composicion farmacéutica puede, por ejemplo, comprender entre 1 y 20 apitopos, por ejemplo, 1a15,2a8 04 a
6 apitopos.
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Cuando hay dos o mas apitopos, la composicion farmacéutica puede estar en la forma de un kit, en la que algunos o
cada uno de los apitopos se proporcionan de forma separada para la administraciéon simultanea, separada o
secuencial.

Como alternativa (o ademas) si la composicion farmacéutica (o cualquier parte de la misma) se va a administrar en
multiples dosis, se puede envasar cada dosis por separado.

La composicion farmacéutica puede comprender una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz del o de
cada apitopo y, opcionalmente, un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

También, en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el o cada apitopo se puede mezclar con
cualquier aglutinante(s), lubricante(s), agente(s) de suspension, agente(s) de recubrimiento o agente(s)
solubilizante(s) adecuado(s).

Administracion
El péptido se puede administrar en forma soluble en ausencia de adyuvante.
El péptido se puede administrar por via intranasal por via mucosal, subcutanea o intradérmica.

Los estudios han demostrado que cuando el péptido se da en forma soluble por via intraperitoneal (i.p.), intravenosa
(i.v.) o intranasal (i.n.) u oral, puede inducir tolerancia a los linfocitos T (Anderton y Wraith (1998) como anteriormente;
Liu y Wraith (1995) como anteriormente; Metzler y Wraith (1999) Immunology 97:257-263).

Los estudios en ratones han demostrado que la duraciéon de la administracién del péptido requerida para inducir
tolerancia depende de la frecuencia del precursor de los linfocitos T en el receptor (Burkhart et al (1999) como
anteriormente). En muchos estudios experimentales, se ha demostrado que se requieren dosis repetidas del péptido
para inducir la tolerancia (Burkhart et al (1999) como anteriormente). La dosis exacta y el nimero de dosis del péptido,
por lo tanto, dependeran del individuo; sin embargo, en una realizacién preferida se administran multiples dosis.

Si se administran multiples péptidos de manera simultanea, pueden estar en la forma de una "mezcla" que es
adecuada para la administracién en una dosis Unica o en multiples dosis. Como alternativa, puede ser preferible dar
multiples dosis, pero variar las concentraciones relativas de los péptidos entre las dosis.

En una realizacion preferida se puede seguir un protocolo de aumento escalonado de la dosis", en donde al paciente
se le dan multiples dosis con concentraciones en aumento. Tal estrategia se ha utilizado, por ejemplo, para péptidos
de fosfolipasa A2 en aplicaciones inmunoterapéuticas frente a la alergia al veneno de abeja (Muller et al (1998) J.
Allergy Clin Immunol. 101:747-754 y Akdis et al (1998) J. Clin. Invest. 102:98-106).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencién, pero no deberian interpretarse como una limitacion
de la misma. La invencidn, en particular, se refiere a las realizaciones especificas descritas en estos ejemplos

EJEMPLO 1 - Investigacion de las secciones hidréfilas de la secuencia de la proteina proteolipidica (PLP)

Materiales y métodos

Antigenos

Dado que la PLP es una proteina en gran parte hidrofoba, fue necesario usar las partes hidréfilas de la secuencia.
Con este fin, se llevaron a cabo estudios de hidropaticidad y se sintetizaron ocho péptidos a partir de los dominios
hidrofilos de la molécula de PLP, tal como sigue:

36-61 (26-mero): HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI-NH2

88-119 (32-mero): EGFYTTGAVRQIFGDYKTTICGKGLSATVTGG-NH2
104-135 (32-mero): KTTICGKGLSATVTGGQKGRGSRGQHQAHSLE-NH2
119-150 (32-mero): GQKGRGSRGQHQAHSLERVCHCLGKWLGHPDK-NH2
179-206 (28-mero): TWTTCQSIAFPSKTSASIGSLCADARMY-NH2

192-219 (28-mero): TSASIGSLCADARMYGVLPWNAFPGKVC-NH2
207-234 (28-mero): GVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFQM-NH2
260-276 (17-mero): ATYNFAVLKLMGRGTKF-NH2

Para cada péptido, se llevaron a cabo estudios de simulacién computacional para predecir la capacidad de unién de

DR2 (HLA-DRB1*1501), y se llevaron a cabo estudios in vitro (ensayo de proliferacion) e in vivo (induccion de EAE)
para investigar la respuesta. En la Figura 1 se muestran los resultados.
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Tres péptidos demostraron responder tanto a los estudios in vitro como a los de in vitro, y esto se correlaciona con la
prediccion de unién de DR2. Estos péptidos fuero HEAL-26, TWTT-28 y GVLP-28 (usando los cuatro primeros
aminoacidos mostrados en negrita en las secuencias anteriores para identificar el péptido).

Ejemplo 2 - Identificacion de apitopos en HEAL-26

Se sintetizé un panel de péptidos 15-meros solapantes que abarcan HEAL-26 usando la quimica convencional de F-
moc. Cada péptido se desplazé en 1 aminoacido, tal como se muestra a continuacion:

Péptido HEAL-26 | Secuencia

POP-1 HEALTGTEKLIETYF

POP-2 EALTGTEKLIETYFS

POP-3 ALTGTEKLIETYFSK

POP-4 LTGTEKLIETYFSKN

POP-5 TGTEKLIETYFSKNY
POP-6 GTEKLIETYFSKNYQ
POP-7 TEKLIETYFSKNYQD
POP-8 EKLIETYFSKNYQDY
POP-9 KLIETYFSKNYQDYE
POP-10 LIETYFSKNYQDYEY
POP-11 IETYFSKNYQDYEYL
POP-12 ETYFSKNYQDYEYLI

Los péptidos se analizaron usando hibridomas especificos de HEAL-26 de ratones DR2. De estos péptidos, POP-4,
POP-7 y POP-8 se identificaron como apitopos.

Ejemplo 3 - Identificacion de apitopos en TWTT-28
Se sintetizd un panel de péptidos 15-meros solapantes que abarcan TWTT-28 usando la quimica convencional de F-
moc. Cada péptido se desplazé en 1 aminoacido. Los péptidos se analizaron usando hibridomas especificos de TWTT-

28 de ratones DR2.

Los péptidos POP-14 a POP-18 se identificaron como apitopos, que tienen las siguientes secuencias:

Péptidos de TWTT-28 | Secuencia

POP-14 WTTCQSIAFPSKTSA
POP-15 TTCQSIAFPSKTSAS
POP-16 TCQSIAFPSKTSASI
POP-17 CQSIAFPSKTSASIG
POP-18 QSIAFPSKTSASIGS

Ejemplo 4 - Identificacion de apitopos en GVLP-28

Se sintetizé un panel de péptidos 15-meros solapantes que abarcan GVLP-28 usando la quimica convencional de F-
moc. Cada péptido se desplazé en 1 aminoacido. Los péptidos se analizaron usando hibridomas especificos de TWTT-
28 de ratones DR2.

El péptido POP-22 se identific6 como un apitopo, que tiene la siguiente secuencia: VLPWNAFPGKVCGSN.
EJEMPLO 5 - Ensayo de tolerancia ex vivo

Para evaluar la capacidad de los apitopos para inducir la tolerancia, los inventores primero determinaron la capacidad
de esos apitopos para inhibir una respuesta inmunitaria ex vivo. Para este fin, los ratones HLA-DRB1*1501 se
pretrataron con un aumento gradual de la dosis de un apitopo individual y después se primovacunaron con el
correspondiente péptido largo. 10 dias después de la primovacunacion, se cultivaron los esplenocitos (SPL) y las
células de los nodulos linfaticos (LNC) y se estimularon con el correspondiente péptido largo durante 3 dias para
evaluar su proliferacion mediante la incorporacion de 3H-timidina y la produccién de citocina mediante sistemas de
perfilado de citocinas multiplex (Figura 5).

El estudio de tolerancia muestra que el pretratamiento con POP-4 induce una inhibicién de la proliferacion de linfocitos
T y una supresion de la produccion de citocina Th1/Th17 (reduccion significativa de IFN-y, TNF-a e IL-17) en nddulo
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linfatico (Figura 6) y en bazo (Figura 7). HEAL-26 (Figura 6 y 7) redujo la proliferacion y redujo la produccion de IL-17
tanto en SPL como en LNC. Pero también se observé un aumento en IL-5, lo que demuestra un desplazamiento de la
citocina Th1/Th17 a las citocinas Th2 cuando los ratones se pretratan con HEAL-26.

POP-15 y TWTT-28 inhiben muy bien la proliferacién y la produccién de citocina de SPL y de LNC. Para POP-15, no
hay diferencias en la proliferacion para los esplenocitos, pero hay ligeras diferencias en la produccién de citocinas. De
hecho, los ratones tratados con POP-15 producen menos IFN-y (estadisticamente significativo), menos GM-CSF y
menos IL-17. Por otra parte, hay una inhibicion significativa de la proliferacion de las citocinas (IFN-y, GM-CSF y IL-
17) en las LNC cuando los ratones se tratan con POP-15.

Para POP-22, los resultados son menos claros debido a una respuesta muy baja de los ratones PBS. Sin embargo,
es posible observar un efecto de un pretratamiento con POP-22 y GVLP-28. De hecho, el indice de estimulacion
muestra una reduccion en la proliferacion de LNC con POP-22 (Figura 12 y 14) y GVLP-28 (Figura 14). También se
observa una inhibicion significativa de la produccion de IL-17 por estas células cuando los ratones se pretratan con
POP-22 o0 GVLP-28.

Materiales y métodos

Ratones

Los ratones HLA-DRB1*1501 (ratones DR2) se obtuvieron de Lars Fugger (LS Madsen et al. A humanized model for
multiple sclerosis using HLA-DR2 and a human T-cell receptor. Nature genet 1999. 23, 343-347) y se retrocruzaron
con ratones Ab®. Los ratones DR2 resultantes expresan la molécula HLA-DRB1*1501 pero no la molécula de MHC de
raton.

Péptidos

Los péptidos largos y los péptidos de 15-meros fueron sintetizados por GL Biochem Ltd (Shangai, China) y se
almacenaron en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA) a -80 °C.

Investigacion de péptidos que se unen a HLA-DRB1*1501
Servidor NetMHCII 2.2

El servidor NetMHCII 2.2 predice la union de péptidos a HLA-DRB1*1501 usando redes neuronales artificiales. Los
valores de la prediccion se dan en valores de CI50 nM. Los péptidos de union fuerte y débil se indican en el resultado.
Los péptidos de unién de alta afinidad tienen un valor de CI50 por debajo de 50 nM, y los péptidos de unién débil unos
valores de CI50 por debajo de 500 nM. El resultado se presenta como una puntuacion de la prediccion que se calcula
tal como sigue: 1-log50000(af). Direccién de la pagina web: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII.

Base de datos de epitopos inmunitarios (IEDB, del inglés Immune Epitope DataBase): método de consenso

Para cada péptido, se generé un rango de percentil para cada uno de los cuatro métodos (ARB, biblioteca
combinatoria, SMM_align y Sturniolo) comparando la puntuacién del péptido con las puntuaciones de cinco millones
de 15-meros aleatorios seleccionados de la base de datos SWISSPROT. Un pequefio rango de percentil numerado
indica una alta afinidad. El rango de percentil medio de los cuatro métodos se uso6 luego para generar el rango para el
método de consenso. Direccion de la pagina web: http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc_II_binding.html.

Determinacion de la inmunogenicidad de los péptidos largos.
Primovacunacioén y EAE (encefalomielitis autoinmune experimental)

A los ratones transgénicos HLA-DRB1*1501 se les inyecté 100 pl que contienen 100 pg de PBS (Lonza, Verviers,
Bélgica) o solo PBS y con adyuvante completo de Freund (CFA, del inglés Complete Freund Adjuvant, BD Difco,
Oxford, Reino Unido) con 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (MTb, BD Difco, Oxford, Reino Unido) por via
subcutanea en la base de la cola. Para el estudio de EAE, a los ratones se les inyectd con 200 ng de toxina pertussis
en el mismo momento que la primovacunacion y 2 dias después. Después se hizo un seguimiento de los ratones, se
pesaron y se puntu6 la enfermedad todos los dias.

Cultivo de células
En el dia 10, los drenados de nédulos linfaticos y de bazo se extrajeron y se aislador los esplenocitos y las células de
los nddulos linfaticos y se cultivaron en medio X-vivo 15 (complementado con glutamina, penicilina y estreptomicina;

Lonza, Verviers, Bélgica) en placas de fondo plano de 96 pocillos. Se cultivaron 0,5x10° células/pocillo en 200 pl/pocillo
con diferentes concentraciones de péptidos para el ensayo de proliferacion.
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Ensayo de proliferacién y analisis de citocinas

Después de 3 dias en cultivo, se recolectaron 60 pl de sobrenadante (sin alterar a las células) y se congelaron. Se
afadieron 25 pl/pocillo de timidina tritiada de la predilucion de 20 pCi/ml (solucion madre de 5 mCi;
PerkinElmer,Waltham, MA) a las células hasta una concentracion final de 0,5 pCi/pocillo. Las células se incubaron a
37 °C. después de 18 h, se congelaron las placas. Después se recolectaron las placas descongeladas y se leyeron
con contador B-counter (Wallac 1450 MicroBeta TriLux Liquid Scintillation Counter). Después se analizd el
sobrenadante con el 10plex FlowCytomix Multiplex de Th1/Th2 de raton (Bender).

Generacion de clones de linfocitos T
Primovacunacién y establecimiento de la linea de linfocitos T:

En el dia 0, a cinco ratones transgénicos HLA-DRB1*1501 se les inyectd con 100 pg del péptido largo en CFA con 4
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis en la base de la cola. Se usé un grupo primovacunado con PBS como control
para la primovacunacion. En el dia 10, se recolectd el drenado de los nddulos linfaticos y de los bazos y se aislaron
los esplenocitos y las células de los nédulos linfaticos. Se mezclaron los esplenocitos y las células de los nédulos
linfaticos y se purificaron los linfocitos Y CD4 usando el kit de purificacion negativa (linfocitos T CD4 intactos; Miltneyi,
Bergisch Gladbach, Alemania). Después se reestimularon los linfocitos T CD4 con esplenocitos irradiados (3000 rad)
como APC (células presentadoras de antigeno) de ratones HLA-DRB1*1501 a una proporcion de 1:1 a
aproximadamente 5x10° células/ml y con un péptido largo a 10 ug/ml en una placa de 6 pocillos. La estimulacion se
hizo en medio X-vivo 15 para evitar la activacion de células especificas para suero de ternera fetal (FCS). El dia 4, se
afadieron 20 U/ml de IL-2 humana recombinante (R&D, Mineapolis, MN) a las células. En el dia 7, se recolectaron
todas las células y las células muertas se eliminaron mediante separacion con gradiente de densidad de Ficoll
(Histopaque 1083, Sigma-Aldrich, St Louis, MA). Después se reestimularon las células con los esplenocitos irradiados
de ratones DR2 con una proporcion de APC:linfocitos T CD4 a 2:1. De nuevo, se afadio el péptido largo al cultivo a
10 pg/ml. Esta vez se usé RPMI con FCS al 5 % (Biosera, Ringmer, Reino Unido; complementado con hepes,
penicilina, estreptomicina, glutamina: Lonza; y B-mercaptoetanol: gibco). En el dia 7, las células se recolectaron, se
pasaron por el gradiente de densidad de Ficoll y se fusionaron.

Fusioén:

1x107 células BW5147 (Health Protection Agency Culture Collections, Salisbury, Reino Unido) y 1x108 linfocitos T CD4
se mezclaron juntas y se lavaron en medio sin suero a 37 °C en un tubo de 50 ml utilizando el ajuste de rotura mas
alto en la centrifuga para obtener un sedimento firme. Se vertié el sobrenadante y el exceso se retiré con una pipeta.
Las células se dejaron en un bafio de agua durante 5 minutos para dejar que el medio restante gotease y después se
retird con una pipeta. El sedimento celular se resuspendié suavemente pero a conciencia. Después se afiadié 1 ml de
PEG a 37 °C (solucion de polietilenglicol al 40-50 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MA) durante 45 segundos, manteniendo
las células en un minibafio de agua en la campana. Las células se incubaron a 37 °C durante 45 segundos. Se afadio
1 ml de medio sin suero a 37 °C durante 30 segundos mientras se agitaba el tubo, después se afadieron 2 ml del
mismo modo, y después, también se afiadieron 3, 4, 10 y 30 ml como antes. El tubo se volted6 muy despacio y se
incubd a 37 °C durante 5 minutos. Después se centrifugaron las células durante 5 minutos a 1300 rpm a temperatura
ambiente (TA), sin frenar. El sobrenadante se retiré cuidadosamente con una pipeta (se dejé aproximadamente 1 mi
por encima del sedimento). Se afiadieron 50 ml de medio sin suero a TA sin desplazar el sedimento celular. Las células
se sedimentaron mediante centrifugacion como anteriormente y se repitio el lavado con medio completo. Después se
resuspendieron las células en 50 ml de medio completo con FCS al 10 % a TA y se colocaron en cuatro placas de
fondo plano de 96 pocillos (100 pl/pocillo). Después se afiadieron 38 ml de RPMI completo con FCS al 10 % y se
repitié la etapa previa dos veces hasta finaliza con 3 series de dilucién (12 placas en total) incubadas a 37 °C. Después
de 48 horas, se afiadieron 100 pl de medio HAT (Hipoxantine-aminopterina-timidina, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA)
a 2x a cada pocillo. Hacia el dia 6, los hibridomas comenzaron a aparecer. Los clones se mantuvieron en medio HAT
a 1X hasta que fueron estables, después se dejaron en medio HT (Hipoxantina-timidina Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MA) durante 2-3 semanas y después en RPMI completo. Los clones se congelaron regularmente, ya que pueden
volverse inestables (90 % de FCS + 10 % de DMSO).

Evaluacién de la especificidad de antigeno de los clones

Se cultivaron 100 ul de células de hibridoma con 5x10* células MGAR (la linea celular humana que expresa HLA-
DRB1*1501, Health Protection Agency Culture Collections, Salisbury, Reino Unido) en pocillos de una placa de 96
pocillos de fondo plano. Se afiadieron 50 yl de RPMI completo con FCS al 10 % que contiene un péptido largo a 10
pg/ml o el mismo volumen de DMSO (diluyente del péptido) a los pocillos. Después de 48 h, se retiraron 120 pl de
sobrenadante y se realizé un ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) de IL-2 de ratén. Los clones que
producen IL-2 reconocen el antigeno usado. Los sobrenadantes restantes se congelaron a -20 °C.
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ELISA de IL-2

Las placas de 96 pocillos (Immunosorb 96 well, Nunc, Roskilde, Dinamarca) se recubrieron con 50 pl/pocillo de Ac de
captura anti-IL-2 de ratdn en rata purificado (BD Biosciences, Oxford, Reino Unido), se diluyeron a 1:250 en tampdn
de carbonato (3,56 g de Na2CO3 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA), 8,4 g de NaHCO3 (Fisher Scientific, Loughborough,
Reino Unido), 1 litro de agua elgastat; a pH 9,5) y se incubd toda la noche a 4 °C. Tras 2 lavados en PBS-Tween (1|
de PBS a 10x, 9 | de agua destilada, 0,5 ml de Tween (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA)), se afiadieron 200 pl/pocillo
de PBS con FCS al 10 % y se incub6 a TA durante 1 hora. Después de 3 lavados en PBS-Tween, se afiadieron a los
pocillos 50 pl de sobrenadante o de diluciones del patrén de IL-2 (BD Biosciences, Oxford, Reino Unido) (en PBS con
FCS al 10 %) y se incubé durante 2 h a TA. Después de 4 lavados en PBS-Tween (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA),
se afadieron 50 pl/pocillo de anti-IL2 de ratén en rata con biotina (BD Biosciences, Oxford, Reino Unido) diluido a
1:1000 en FCS/PBS al 10 % y se incubaron durante 1 hora a TA. Después de 4 lavados, se afadieron 50 pl/pocillo de
extravidina peroxidasa (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA) diluida a 1:1000 en PBS y se incubé 30 minutos a TA. Después
de 4 lavados, se anadieron 50 pl/pocillo de soluciéon* de sustrato y se incubd a TA hasta que se vio un cambio claro
de color. La reaccién se detuvo usando 50 pl/pocillo de H.SO4 2 M (BDH, Poole, Reino Unido) y se leyeron las placas
a 450 nm (550 nm ref) con un lector de ELISA (SpectraMax Pro, Molecular Device, Sunnyvale, CA). *Solucién del
sustrato: 10 ml de tampon fosfato-citrato 0,1 M (5,14 ml de Na2HPO4 0,2 M (BDH, Poole, Reino Unido), 4,86 ml de
citrato 0,1 M (Sigma), 10 ml de agua elgastat), 0,1 ml de TMB (3,3’,5,5'-Tetrametilbencidina descongelada a 10 mg/ml
en DMSO, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA), 6 pl de perdxido de hidrégeno (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA).

Sistemas de presentacion independiente del procesamiento de antigeno

Los clones especificos se probaron después en sus respuestas a los péptidos de 15-meros (POP-1 a POP-12) con
células MGAR fijas o no fijas. Para este fin, se cultivan 1x10% células de clones individuales con 5x10* células MGAR
fijas o recientes en una placa de 96 pocillos de fondo plano. Para la fijacion de células MGAR, se incubaron 20x10°
células MGAR durante 5 minutos con 6 ml de paraformaldehido (PFA, BDH, Poole, Reino Unido) al 0,5 % (a pH 7) a
TA y después se afiadieron 6 ml de glicina (Fisher Scientific, Loughborough, Reino Unido) a 0,4 M para detener la
reaccion. Después se lavaron y resuspendieron las células en RPMI con FCS al 10 %. Se afiadieron 10 pg/ml de cada
péptido 15-mero diluido en RPMI con FCS al 10 % a pocillos individuales. Un pocillo que contiene DMSO en lugar de
péptido se usoé para cada clon como un control negativo y un pocillo que contiene el péptido largo se usé como control
positivo. Después de 48 h en cultivo, se recolectaron 120 ul de sobrenadante y se analizaron mediante ELISA para
evaluar la produccién de IL-2.

Induccién de tolerancia con tratamiento con apitopos

Los ratones transgénicos HLA-DRB1*1501 se pretrataron con una dosis en aumento gradual de (0,1, 1, 10 y 3 veces
de 100 ug) de apitopo o 100 pl de PBS en el dia -15, -13, -11, -8, -6, -4. En el dia 0, los ratones se primovacunaron
con 100 ug del péptido largo en CFA con 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis en la base de la cola. Después de
10 dias, se recolectaron los nédulos linfaticos inguinales y el bazo. Después se analizé la proliferacion y la produccion
de citocinas por LNC y por los esplenocitos tal como se describe anteriormente.

Varias modificaciones y variaciones de los métodos y sistemas descritos de la invencion seran evidentes para los
expertos en la materia.

Aunque la presente invencién se ha descrito en relacién con realizaciones preferidas especificas, debe entenderse
que la invencién segun se reivindica no debe considerarse limitada indebidamente a dichas realizaciones especificas.
De hecho, diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencién que son obvias para los
expertos en quimica o en biologia molecular o en campos relacionados pretenden estar abarcadas por la presente
invencion.
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<210> 1
<211> 26
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
His Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu
1 5
Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr
20
<210> 2
<211>28
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Thr Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile
1 5
Ser TIle Gly Ser Leu Cys Ala Asp
20
<210> 3
<211>28
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Gly Val Leu Pro Trp Asn Ala Phe
1 5
Leu Leu Ser Ile Cys Lys Thr Ala
20
<210> 4
<211>19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile
1 5
Gln Asp Tyr
<210>5
<211>19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

13

Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser
10 15

Leu Ile
25

Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala
10 15

Ala Arg Met Tyr
25

Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn
10 15

Glu Phe Gln Met
25

Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr
10 15
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Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser

1 5

Ile Gly Ser

<210>6

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Val Leu Pro Trp
1

<210>7

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7
Leu Thr Gly Thr
1

<210> 8

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Thr Glu Lys Leu
1

<210>9

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Glu Lys Leu Ile
1

<210>10

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Trp Thr Thr Cys
1

<210> 11

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 11

Thr Thr Cys Gln
1

10 15

Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn
5 10 15

Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn
5 10 15

Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp
5 10 15

Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr
5 10 15

Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala
5 10 15

Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser
5 10 15
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<210> 12

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser Ile
1 5 10 15

<210>13

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser Ile Gly
1 5 10 15

<210> 14

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser Ile Gly Ser
1 5 10 15

<210> 15

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Val Leu Pro Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn
1 5 10 15

<210> 16

<211> 276

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
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Phe Asn Thr Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr
180 185 190

Ser Ala Ser Ile Gly Ser Leu Cys Ala Asp Ala Arg Met Tyr Gly Val
195 200 205

Leu Pro Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn Leu Leu
210 215 220

Ser Ile Cys Lys Thr Ala Glu Phe Gln Met Thr Phe His Leu Phe Ile
225 230 235 240

Ala Ala Phe Val Gly Ala Ala Ala Thr Leu Val Ser Leu Leu Thr Phe
245 250 255

Met Ile Ala Ala Thr Tyr Asn Phe Ala Val Leu Lys Leu Met Gly Arg
260 265 270

Gly Thr Lys Phe
275

<210> 17

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

His Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser
1 5 10 15

Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu Ile
20 25

<210> 18

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Glu Gly Phe Tyr Thr Thr Gly Ala Val Arg Gln Ile Phe Gly Asp Tyr
1 5 10 15

Lys Thr Thr Ile Cys Gly Lys Gly Leu Ser Ala Thr Val Thr Gly Gly
20 25 30

<210> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
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<210> 20
<211> 32

Lys Thr Thr
1

Gln Lys Gly
20

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21
<211> 28

Gly Gln Lys
1

Glu Arg Val
20

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22
<211> 28

Thr Trp Thr
1
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Ile Cys Gly Lys Gly Leu Ser Ala Thr Val Thr Gly Gly

5 10 15

Arg Gly Ser Arg Gly Gln His Gln Ala His Ser Leu Glu

25 30

Gly Arg Gly Ser Arg Gly Gln His Gln Ala His Ser Leu

5 10 15

Cys His Cys Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys

25 30

Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala

5 10 15

Ser Ile Gly Ser Leu Cys Ala Asp Ala Arg Met Tyr

20

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

Val Leu Pro

<210> 23
<211> 28

Thr Ser Ala
1

20

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23

Gly Val Leu

Leu Leu Ser

25

Ser Ile Gly Ser Leu Cys Ala Asp Ala Arg Met Tyr Gly

5 10 15

Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys

25

Pro Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn

5 10 15

Ile Cys Lys Thr Ala Glu Phe Gln Met
20 25
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<210> 24

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Ala Thr Tyr Asn Phe Ala Val Leu Lys Leu Met Gly Arg Gly Thr Lys

1 5 10 15

Phe

<210> 25

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

His Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe
1 5 10 15

<210> 26

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser
1 5 10 15

<210> 27
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 27

Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys
1 5 10 15

<210> 28

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 28

Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr

1 5 10 15

<210> 29

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln
1 5 10 15
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<210> 30

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu
1 5 10 15

<210> 31

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 32

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu
1 5 10 15

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 33

Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu Ile
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que es capaz de unirse a una molécula de MHC in vitro y de ser presentado a un linfocito T sin
procesamiento de antigeno, y que se selecciona de los siguientes péptidos de proteina proteolipidica (PLP):

PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)
PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) y
PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).

10 2. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento y/o en la prevencion de una enfermedad
desmielinizante.

3. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde la enfermedad es esclerosis multiple.

15 4. Una composicion farmacéutica que comprende uno o mas péptidos de acuerdo con la reivindicacion 1.
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