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DESCRIPCION
Modelos animales novedosos para evaluar compuestos farmacéuticos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos por los que animales se pueden hacer insensibles a compuestos
farmacéuticos Unicos con propiedades antigénicas que se pueden evaluar en estos modelos animales para
propiedades farmacocinéticas y toxicidad.

La invencion se refiere ademas al uso de tales animales para evaluar las propiedades farmacocinéticas y la toxicidad
de compuestos farmacéuticos. La invencion también se refiere a animales que se han hecho especificamente
insensibles a estos compuestos farmacéuticos.

Antecedentes de la invencion

Cada afio se ensayan miles de compuestos farmacéuticos para propiedades farmacocinéticas y potencial toxicidad
antes del uso clinico. Una gran parte de estas pruebas se realiza administrando un compuesto farmacéutico a un
animal y evaluando las propiedades farmacocinéticas y/o toxicidad en varios puntos en el tiempo. Sin embargo, estos
estudios estan gravemente limitados por el hecho de que la gran mayoria de los compuestos farmacéuticos provocan
una respuesta inmunitaria. Tal respuesta inmunitaria es habitualmente rapida, produciéndose en dias o semanas, lo
que reduce drasticamente de esta manera el periodo de tiempo durante el que un animal se puede observar para
evaluar las propiedades farmacocinéticas y posible toxicidad de los compuestos farmacéuticos. Obviamente, la
respuesta inmunitaria también excluye cualquier readministracion de los compuestos farmacéuticos.

La naturaleza de una respuesta inmunitaria puede variar, desde la inducciéon de anticuerpos al desarrollo de una
respuesta celular, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del antigeno, el contexto genético del animal, la via,
las dosis y la frecuencia de administracion. Sin embargo, tal respuesta inmunitaria depende del reconocimiento del
antigeno por los linfocitos y la activacion de estas células, que pertenecen al subconjunto CD4+. Una vez activadas,
las células T CD4+ dictan la forma y el destino de la respuesta a mdltiples niveles incluyendo, aunque sin limitacion,
activacion de inmunidad innata, activacion de células B para madurar y producir anticuerpos especificos, aumento de
la capacidad de las células presentadoras de antigenos para activar células T CD8+, reclutamiento y activacion de
células T CD4+ indiferenciadas y activacion de inmunidad celular tal como respuesta de tipo retrasado, como se
observa con sustancias quimicas.

Considerando el papel central de las células T CD4+ en todos estos procesos, un método mediante el cual fuera
factible prevenir y/o suprimir especificamente su activacion proporcionaria un estado muy especifico de tolerancia
inmunitaria al compuesto farmacéutico en evaluacion (proteina o compuesto organico no proteico).

La solicitud de patente W02008017517 describe epitopos restringidos a clase Il a los que se afiade un motivo
oxidorreductasa en los residuos que flanquean la secuencia de aminoacidos que se ajusta a la hendidura del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il. La inclusion de un motivo oxidorreductasa convierte una célula T
CD4+ efectora en una célula citolitica potente, que induce apoptosis de la célula presentadora de antigeno con la que
se ha formado una sinapsis, previniendo de esta manera la activacion de células efectoras de inmunidad adaptativa.
Este concepto se elabora adicionalmente para alofactores solubles (documento W0O2009101206), patdgenos
intracelulares (documento W02009101208) y antigenos asociados a tumores (documento W02009101205).

La solicitud de patente WO2012069568 describe epitopos peptidicos de células T restringidos a CD1d a los que se ha
afiadido un motivo oxidorreductasa en los residuos que flanquean la secuencia. Tal péptido convierte células NKT en
células citoliticas fuertes que eliminan la célula presentadora de antigeno con la que se forma una sinapsis, previniendo
de esta manera la activacion de células efectoras de inmunidad innata.

Las publicaciones anteriores describen métodos de prevencion en donde animales sanos se tratan con un péptido con
motivo redox y epitopo de un patdgeno, alergeno, o autoantigeno y posteriormente se exponen con el agente que
produce la enfermedad.

Las publicaciones anteriores describen métodos de tratamiento en donde animales enfermos (o modelos para tal
enfermedad) se tratan con un péptido con motivo redox y un epitopo de una proteina terapéutica para prevenir una
respuesta inmunitaria posterior a esta proteina terapéutica.

Compendio de la invencion

Como un concepto general de la presente invencion, se ensayan compuestos farmacéuticos para enfermedades o
trastornos en organismos modelo en donde el compuesto farmacéutico no tiene efecto medicinal, porque el compuesto
se administra a un animal sano, es decir, un animal sin sintomas o signos, o que no padece la enfermedad para la
que se pretende el farmaco.
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Los modelos de la presente invencion se diferencian del estado de la técnica descrito anteriormente en que los
animales sanos se hacen tolerantes contra un compuesto farmacéutico, y que posteriormente el compuesto
farmacéutico se administra a este animal sano.

La presente invencion, por tanto, se refiere a métodos para obtener animales tolerantes especificos de antigenos, los
animales y su uso para evaluar las propiedades farmacocinéticas y la toxicidad de compuestos farmacéuticos.

La presente invencion tiene la ventaja de que el periodo de tiempo durante el que un animal se puede observar para
evaluar las propiedades farmacocinéticas y posible toxicidad de compuestos farmacéuticos, sera durante un periodo
mucho mas largo que los habituales pocos dias o semanas en donde se produce respuesta inmunitaria en animales
normales. La presente invencidon proporciona la ventaja adicional de que la readministracion de compuestos
farmacéuticos se puede realizar en animales de prueba.

Los métodos de la presente invencion tienen la ventaja de que la respuesta inmunitaria a un compuesto se elimina en
un animal sin afectar la reactividad inmunitaria global.

La presente invencion se extiende ademas a animales directamente obtenidos por los métodos de la presente
invencion.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para determinar un parametro de un compuesto farmacéutico
contra una enfermedad o trastorno. Estos métodos comprenden las etapas de:

- proporcionar un animal no humano que no padece o no muestra sintomas o signos de este trastorno y que
no provoca un respuesta inmunitaria contra este compuesto farmacéutico, por lo cual el animal es obtenible
mediante la administraciéon de un péptido que comprende un motivo oxidorreductasa con la secuencia [CTS]-
x-x-C [SEQ ID NO: 8] o [C]-x-x-[CTS] [SEQ ID NO: 9] y que comprende ademas un epitopo peptidico de NKT
o un epitopo de células T de MHC de clase Il de este compuesto farmacéutico, en donde el motivo y el epitopo
estan separados por un enlazador de entre 0 y 4 aminoacidos,

- administrar el compuesto farmacéutico al animal no humano,

- medir un parametro del compuesto farmacéutico en el animal no humano.

En formas de realizacion en el presente documento el compuesto farmacéutico es una proteina y la secuencia de
epitopo es un fragmento de esta proteina.

En formas de realizacidon mas especificas, el compuesto farmacéutico es una proteina con un epitopo dependiente de
conformacion y la secuencia del epitopo es un mimotopo de este epitopo dependiente de conformacion.

En otras formas de realizacion el compuesto farmacéutico es no proteico y la secuencia del epitopo es la secuencia
de un mimétopo para dicho compuesto farmacéutico.

En formas de realizacién especificas de los métodos el motivo es C-x-x-C [SEQ ID NO: 10].

En formas de realizacion especificas de los métodos el epitopo peptidico de NKT tiene el motivo [FWTHY]-X2-Xs3-
[ILMV]-Xs-Xs-[FWTHY] [SEQ ID NO: 11].

En formas de realizacion especificas de los métodos el animal no es un primate, por ejemplo, un roedor.
En formas de realizacion especificas de los métodos el animal es un animal exogamico.

En formas de realizacion de estos métodos el parametro se selecciona de uno o mas del grupo consistente en
toxicidad, tiempo de semivida, peso corporal, movilidad, habitos de alimentacion, respiracion, miccion y deposicion de
heces, aspecto de la piel, etc.

Otro aspecto de la invencion referido a métodos no terapéuticos para hacer un animal no humano no respondedor a
una respuesta inmunitaria contra un compuesto farmacéutico contra una enfermedad o trastorno que comprende las
etapas de:

- proporcionar un animal no humano que no padece o no muestra sintomas o signos de esta enfermedad o
trastorno y que no ha recibido este compuesto farmacéutico,

- administrar un péptido que comprende:

- un motivo oxidorreductasa con la secuencia [CTS]-x-x-C [SEQ ID NO: 8] o [C]-x-x-[CTS] [SEQ ID NO: 9], ¥

- un epitopo peptidico de NKT o un epitopo de células T de MHC de clase Il de este compuesto farmacéutico,
en donde el motivo y el epitopo estan separados por un enlazador de entre 0 y 4 aminoacidos.
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Otro aspecto se refiere a animales no humanos, que son no respondedores a una respuesta inmunitaria contra un
compuesto farmacéutico contra una enfermedad o trastorno, obtenibles por los métodos anteriores.

Otro aspecto se refiere al uso de tal animal no humano en ensayos de toxicidad de un farmaco, o en determinar un
parametro farmacocinético de un farmaco.

Definiciones

“Compuestos farmacéuticos” en el contexto de la presente invencién se refiere a cualquier compuesto con actividad
médica beneficiosa demostrada o esperada que puede provocar una respuesta inmunitaria. Los ejemplos en el
presente documento son péptidos y proteinas, asi como sustancias quimicas pequefias. Tales sustancias quimicas
pequefias se unen a proteinas del animal huésped tal como albimina y pueden actuar como un hapteno en
desencadenar una respuesta inmunitaria.

“Animal sano” se refiere a animales de tipo salvaje o cepas de laboratorio consanguineas, y esto en relacion al
compuesto farmacéutico que se prueba en los métodos de la presente invencion.

El estado saludable del animal con respecto al compuesto farmacéutico en investigacion para una enfermedad o
trastorno implica que el animal no tiene el malestar producido por esta enfermedad y no muestra los sintomas o signos
producidos por esta enfermedad o trastorno.

Por tanto, los animales pueden tener trastornos o enfermedades diferentes de la que se trata mediante el compuesto
farmacéutico en investigacion.

Cuando el animal es un animal transgénico, el transgén no esta relacionado con respecto a la patologia que se trata
mediante el compuesto farmacéutico.

Asi, por ejemplo, un anticoagulante no se prueba en un animal con heridas infligidas o en donde se administran
inhibidores de la coagulacion. De forma similar, un anticoagulante no se prueba en un animal con un transgén (esp.
eliminado) para un componente de la ruta de coagulacion.

El término “péptido” o “proteina” cuando se usa en el presente documento se refiere a una molécula que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos 2 aminoacidos, unidos por enlaces peptidicos, pero que puede en una
forma de realizacion particular comprender estructuras no aminoacidicas (como, por ejemplo, un compuesto organico
de uniodn). Los péptidos segun la invencion pueden contener cualquiera de los 20 aminoacidos convencionales o
versiones modificadas de los mismos, o pueden contener aminoacidos no naturales incorporados por sintesis de
péptidos quimica o por modificacion quimica o enzimatica, asi como extremos carboxi y/o amino modificados.

La diferencia entre péptidos y proteinas se hace principalmente de forma arbitraria en la técnica mediante lo cual los
péptidos son tipicamente menores de 50 aminoacidos y las proteinas mayores de 50 aminoacidos.

En el contexto de la presente invencion, la combinacion del motivo redox y uno o mas epitopos en un polipéptido se
denominara como “péptido” aunque la longitud puede variar desde 12, hasta 20, 25, 30, 40, 50, 75 o hasta 100
aminoacidos. Los compuestos farmacéuticos con enlaces peptidicos pueden ser tan pequefios como 4-10
aminoacidos para ciertas hormonas peptidicas (con frecuencia con modificaciones postraduccionales) en un extremo,
hasta grandes complejos proteicos de mas de 100 aminoacidos tal como anticuerpos terapéuticos en la otra parte.

“Parametro farmacocinético” en la presente invencién se refiere a propiedades tales como tiempo de semivida,
absorcion en tipos celulares o tejidos especificos, metabolismo a otros compuestos. Otros parametros que se pueden
ensayar son parametros de comportamiento, fisicos y clinicos tal como peso corporal, movilidad, habitos de
alimentacion, respiracién, miccion y deposicion de heces, aspecto de la piel.

El término “epitopo” cuando se usa en el presente documento se refiere a una o varias partes (que pueden definir un
epitopo conformacional) de una proteina que es/son especificamente reconocida(s) y unida(s) por un anticuerpo o una
parte del mismo (Fab’, Fab2, etc.) o un receptor presentado en la superficie celular de linfocitos B o T, y que es capaz,
mediante esta union, de inducir una respuesta inmunitaria.

El término “antigeno” cuando se usa en el presente documento se refiere a una estructura de una macromolécula que
comprende uno o mas hapteno(s) y/o que comprende uno o mas epitopos de células T. Tipicamente, esta
macromolécula es una proteina o péptido (con o sin polisacaridos) y comprende uno o mas epitopos; tal
macromolécula puede en el presente documento denominarse alternativamente “proteina antigénica” o “péptido
antigénico”. El término “hapteno” cuando se usa en el presente documento se refiere a una molécula pequefia que
solo puede inducir una respuesta inmunitaria cuando esta unida a una proteina soporte, sea exdgena o enddégena.

El término “inmunégeno” cuando se usa en el presente documento se refiere a una molécula que puede estimular
una respuesta inmunitaria celular o humoral.
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El término “epitopo de célula T o “epitopo de linfocito T” en el contexto de la presente invencién se refiere a un
epitopo de célula T dominante, subdominante o menor, es decir, una parte de una proteina antigénica que es
especificamente reconocida y unida por un receptor en la superficie celular de un linfocito T. Si un epitopo es
dominante, subdominante o menor depende de la reacciéon inmunitaria provocada contra el epitopo. La dominancia
depende de la frecuencia a la que tales epitopos son reconocidos por células T y capaces de activarlos, entre todos
los posibles epitopos de células T de una proteina. En particular, un epitopo de célula T es un epitopo unido por
moléculas de MHC de clase | o MHC de clase II.

El término “epitopo peptidico de célula NKT” se refiere a una parte de una proteina antigénica que es
especificamente reconocida y unida por un receptor en la superficie de un linfocito T. En particular, un epitopo peptidico
de células NKT es un epitopo unido por moléculas CD1d, con el motivo [FWTHY]-X2-X5-[ILMV]-Xs-Xe-[FWTHY] [SEQ
ID NO: 11] o una forma mas restrictiva de la misma como se explica mas adelante.

El término “células efectoras CD4+" se refiere a células que pertenecen al subconjunto CD4-positivo de células T
cuya funcion es proporcionar ayuda a oftras células, tal como, por ejemplo, células B. Estas células efectoras se
describen convencionalmente como células Th (por células T auxiliares, ‘helper’), con diferentes subconjuntos tal como
células ThO, Th1, Th2 y Th17.

El término “células NKT” se refiere a células del sistema inmunitario innato caracterizadas por el hecho de que portan
receptores tal como NK1.1 y NKG2D, y reconocen epitopos peptidicos presentados por la molécula CD1d. En el
contexto de la presente invencion, las células NKT pueden pertenecer o bien al subconjunto de tipo 1 (invariante) o de
tipo 2, o a cualquiera de las células NKT menos caracterizadas con receptores de células T mas polimorficos que las
células de tipo 1 o tipo 2.

La “molécula CD1d” se refiere a una molécula no derivada del MHC hecha de 3 cadenas alfa y un conjunto antiparalelo
de cadenas beta organizadas en un surco hidrofébico profundo abierto en ambos lados y capaz de presentar lipidos,
glucolipidos o péptidos hidrofébicos a las células NKT.

El término “trastornos inmunitarios” o “enfermedades inmunitarias” se refiere a enfermedades en donde una
reaccion del sistema inmunitario es responsable de o sostiene un mal funcionamiento o situacién no fisiolégica en un
organismo. Los trastornos inmunitarios en el contexto de la presente invencion se refieren a patologia inducida por
agentes infecciosos y vigilancia tumoral.

El término “alofactor’ se refiere a una proteina, péptido o factor (es decir, cualquier molécula) que muestra
polimorfismo cuando se compara entre dos individuos de la misma especie y, mas en general, cualquier proteina,
péptido o factor que induce una respuesta inmunitaria (alorreactiva) en el sujeto que recibe el alofactor.

El término “aloantigeno” o “antigeno aloinjerto” cuando se usa en el presente documento se refiere a un antigeno
derivado de (liberado de y/o presente en) una célula o tejido que, cuando se transfiere de un donante a un receptor,
puede ser reconocido y unido por un anticuerpo o receptor de células B o T del receptor. Los aloantigenos tipicamente
son productos de genes polimérficos. Un aloantigeno es una proteina o péptido que, cuando se compara entre donante
y receptor (pertenecientes a la misma especie), muestra pequefias diferencias estructurales. La presencia de tal
antigeno del donante en el cuerpo de un receptor puede provocar una respuesta inmunitaria en el receptor. Tal
respuesta inmunitaria alorreactiva es especifica para el aloantigeno.

El término “motivo tiol-oxidorreductasa”, “oxidorreductasa’, “motivo tiorreductasa’, “motivo “tiorredox” o
“motivo redox” se usan aqui como términos sinénimos y se refiere al motivo de secuencia C-X-X-[CTS] [SEQ ID NO:
9] 0 [CTS]-X-X-C [SEQ ID NO: 8], en el que C representa cisteina, S serina, T treonina y X cualquier aminoacido.

Descripcion detallada

Miles de nuevas moléculas se consideran para uso en terapia y como tal se prueban su eficacia, propiedades
farmacocinéticas y su potencial toxicidad en modelos animales. Los roedores, incluyendo ratones, ratas y cobayas
son los modelos usados con mayor frecuencia por su facilidad de uso, disponibilidad de cepas singénicas y de
herramientas de evaluacion. Otros modelos animales incluyen conejos, cerdos, perros y caballos. Estos animales
divergen mucho de los seres humanos en términos de capacidad para montar una respuesta inmunitaria contra una
molécula considerada para terapia y con mucha frecuencia hacen una respuesta temprana que no tiene ninguna
relevancia para la patofisiologia de los seres humanos, pero excluye una evaluacién de la eficacia de la molécula, sus
propiedades farmacocinéticas, asi como evaluacion de toxicidad a largo plazo. Esto restringe gravemente la utilidad
de tales modelos animales. Para paliar tales dificultades, se pueden usar primates no humanos, pero el coste referido
a tales experimentos restringe mucho el nimero de animales ensayados, y de esta manera la potencia de la evaluacion
estadistica. Ademas, aunque hay una alta homologia entre genomas de primates humanos y no humanos, las
variaciones observadas entre animales individuales contribuyen al valor limitado de estos desenlaces de estudio.
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Por tanto, hay una necesidad urgente de sistemas mejorados mediante los que se podria probar un compuesto
farmacéutico. Optimamente, el animal se deberia hacer tolerante o insensible al compuesto farmacéutico, usando un
método que prevenga y/o suprima su capacidad para montar una respuesta inmunitaria a este compuesto sin afectar
otras partes de su sistema inmunitario. EI animal seria entonces adecuado para evaluar las propiedades
farmacocinéticas y la toxicidad de esta molécula.

La solicitud de patente W0O2008017517 describe un método en donde epitopos restringidos a clase Il se usan o bien
para vacunacion directa o para la conversion in vitro de células T restringidas a clase Il, que produce la adquisicion
por células T CD4+ de fuertes propiedades citoliticas, que inducen apoptosis de la célula presentadora de antigeno
(que presenta la proteina que contiene la secuencia del epitopo usado para disefiar el péptido) con la que se ha
formado una sinapsis, previniendo de esta manera la activacién de células efectoras de inmunidad adaptativa.

La solicitud de patente WO2012069568 describe un método en donde epitopos peptidicos restringidos a CD1d se
usan o bien para vacunacion directa o para la conversion in vitro de células NKT restringidas a CD1d, que produce la
adquisicion por las células NKT de fuertes propiedades citoliticas, que inducen apoptosis de la célula presentadora de
antigeno (que presenta la proteina que contiene la secuencia del epitopo usado para disefiar el péptido) con la que se
ha formado una sinapsis CD1d, previniendo de esta manera la activacién de células NKT efectoras.

En ambas de estas solicitudes de patente, la invencién comprende la inclusidon de un motivo oxidorreductasa en los
residuos de la secuencia que flanquea la secuencia del epitopo, que es suficiente para obtener la conversion citolitica
de las células T restringidas a clase Il o las células NKT restringidas a CD1d.

Los animales en necesidad de tratamiento o prevencion descritos en la solicitud de patente W02008017517 o
WO02012069568 se hacen insensibles a una proteina terapéutica. De hecho, al apagar la activacion de células T
restringidas a clase Il o NKT restringidas a CD1d, el método previene todas las consecuencias unidas a esta activacion.
Estas incluyen estimulacion de células B para la produccion de anticuerpos especificos, activacion de células T CD8+
restringidas a clase | citoliticas, activacion de células presentadoras de antigeno que lleva a la produccién aumentada
de citoquinas y expresion aumentada de determinantes de MHC.

Los compuestos farmacéuticos pueden contener epitopos restringidos a clase Il, epitopos peptidicos restringidos a
CD1d, o ambos tipos de epitopos. Un numero significativo de proteinas contiene epitopos restringidos a clase I, pero
no epitopos peptidicos restringidos a CD1d. Esto es debido a la naturaleza particular de los péptidos presentados por
CD1d, que contienen residuos hidrofébicos en las posiciones clave.

Sin embargo, CD1d ofrece polimorfismo muy limitado, lo que permite extrapolar conclusiones de un modelo animal a
otro de la misma especie animal. Esto no es factible para determinantes de clase I, que pueden necesitar el disefio
de péptidos alternativos para inducir insensibilidad cuando se usan varios modelos animales de la misma especie.

Un fragmento de secuencia de una proteina puede contener tanto un epitopo restringido a clase Il como un epitopo
peptidico restringido a CD1d. En tal caso, y dependiendo de la molécula que se prueba, un Unico péptido podria
producir insensibilidad tanto de células T restringidas a clase Il como NKT restringidas a CD1d.

La identificacion de epitopos adecuados para la presente invencidn es conocida en la técnica. Los epitopos
restringidos a clase |l se obtienen usando una combinacion de algoritmos in silico, busqueda en la bibliografia y ensayo
in vitro o in vivo.

Los epitopos peptidicos restringidos a CD1d también se identifican por algoritmos y corresponden a un motivo de
secuencia hecho de la secuencia general [FWTHY]-Xo-X3-[ILMV]-X5-Xs-[FWTHY] [SEQ ID NO: 11]. Sin embargo, debe
estar claro para los expertos en la materia que el motivo es simétrico y que P7 se puede considerar como P1, y P1 se
puede considerar como P7.

El motivo anterior puede ser mas restrictivo mediante lo cual independientemente entre si la eleccién del aminoacido
en P1 o P7 puede ser [FWTH] o [FWHY] o [FWY] o [FW] y la eleccidon del aminoacido en P4 puede ser [ILM].

La identificacion de epitopos restringidos a clase Il en proteinas se obtiene como se describe en detalle en el
documento WO2008017517. La identificacion y seleccién de un epitopo de célula T en una proteina es como sigue:

(1) se pueden usar uno o mas algoritmos in vitro para identificar una secuencia de epitopo de células T en esta
proteina. Los algoritmos adecuados incluyen, pero no estan limitados a los encontrados en las siguientes paginas
web:

- http://antigen.i2r.a-star.edu.sg/predBalbc/;

- http://www.imtech.res.in/raghava/mhcbn/;

- http://www.syfpeithi.de/home.htm;

- http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/SVMHC;
- http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.html;
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- http://www.jenner.ac.uk/MHCPred/

Estos algoritmos se describen en Zhang et al. (2005) Nucleic Acids Res 15, W180-W183 (PREDBALB); Salomon
& Flower (2006) BMC Bioinformatics 7, 501 (MHCBN); Schuler et al. (2007) Methods Mol Biol. 409, 75-93 (SYF-
PEITHI); Donnes & Kohlbacher (2006) Nucleic Acids Res. 34, W194-W197 (SVMHC); Kolaskar & Tongaonkar
(1990) FEBS Lett. 276, 172-174 y Guan et al. (2003) Appl Bioinformatics 2, 63-66 (MHCPred).

Mas en particular, tales algoritmos permiten la prediccidon en una proteina antigénica de una o mas secuencias
de nonapéptidos que ajustaran en el surco de una molécula de MHC II.

(2) se prueban secuencias peptidicas aisladas de esta proteina mediante, por ejemplo, técnicas de biologia de
células T, para determinar si las secuencias peptidicas provocan una respuesta de células T. Esas secuencias
peptidicas encontradas que provocan una respuesta de células T se definen como que tienen actividad
estimuladora de células T medida, por ejemplo, por absorcion celular de timidina tritiada.

(3) los epitopos de células T restringidos a clase Il se pueden ademas opcionalmente ensayar en su afinidad de
union a molécula de MHC de clase Il. Esto se puede realizar de diferentes maneras. Por ejemplo, se obtienen
moléculas solubles de HLA de clase Il por lisis de células homocigotas para una molécula de clase |l determinada.
La ultima se purifica por cromatografia de afinidad. Las moléculas de clase Il solubles se incuban con un péptido
de referencia marcado con biotina producido segun su fuerte afinidad de union para esa molécula de clase II.
Los péptidos que se van a ensayar para unién a clase Il se incuban después a diferentes concentraciones y su
capacidad para desplazar el péptido de referencia de su unién a clase Il se calcula por adiciéon de neutravidina.
Los métodos se pueden encontrar, por ejemplo, en Texier et al. (2000) J. Immunology 164, 3177-3184.

Como una alternativa, se pueden probar fragmentos de péptidos solapantes en los ensayos anteriores.

La identificacion de epitopos peptidicos restringidos a CD1d en proteina terapéuticas se describe en detalle en el
documento W0O2012069568.

(1) opcionalmente, evaluaciéon de la capacidad para activar células NKT. Esto se lleva a cabo incubando esta
proteina con una linea celular que expresa la molécula CD1d. Los ejemplos de tales lineas celulares se conocen
en la técnica (por ejemplo, células JAWS2). La presentacion eficaz del péptido o polipéptido por la molécula
CD1d se evaltia después midiendo la activacion de células NKT, obtenidas de sangre periférica. Estos métodos
estan descritos en la técnica (por ejemplo, Brutkiewicz (2006) J. Immunol. 177, 769-775).

(2) la proteina se criba para la presencia de al menos un motivo correspondiente a la secuencia [FWHY]-X2-Xa-
[ILMV]-Xs-Xs-[FWHY] [SEQ ID NO: 12] (putativo dominio de unién a CD1d) usando algoritmos bien conocidos en
la técnica tal como http://expasy.org/tools/scanprosite/ [Sigrist et al. (2002) Brief Bioinform. 3, 265-274]

(3) Opcionalmente, un péptido sintético que abarca el motivo de unién a CD1d se ensaya in vitro usando una linea
celular que expresa la molécula CD1d como se ha descrito en (1).

(4) Opcionalmente, el péptido sintético que abarca la secuencia que contiene un motivo de unién a CD1d se ensaya
in vitro usando tetrameros de la molécula CD1d para detectar células NKT especificas para tal péptido.

Un hapteno es una molécula pequefia que no puede por si misma generar una respuesta inmunitaria. Sin embargo,
un hapteno se puede volver fuertemente inmunogénico cuando esta unido a una proteina soporte. En la mayoria de
los casos, el soporte es albumina, la proteina en circulaciéon mas abundante. Sin embargo, un hapteno se puede unir
a la superficie celular, generando de esta manera un inmundgeno completo. Un ejemplo de esto esta proporcionado
por la unién de heparina a la superficie de plaquetas, que puede provocar una respuesta inmunitaria que lleva a la
produccion de anticuerpos con potente potencial de lisis de plaquetas. La heparina actda como un hapteno y el factor
de plaquetas 4 en la superficie de la plaqueta actia como un soporte.

La presente definicion de hapteno también comprende situaciones especificas en las que el hapteno se une
directamente a una molécula de histocompatibilidad principal y de esta manera genera la posibilidad de activar células
T directamente. En tales circunstancias, las moléculas de MHC permiten la presentacién a células T, que es una
propiedad similar a la de un soporte-hapteno. En situaciones adicionales, el hapteno se une directamente a un receptor
de células T (TCR) especifico, lo que permite que la reactividad del complejo hapteno TCR se active a si misma en
moléculas de MHC. La demostracion de estas situaciones también se puede encontrar, por ejemplo, en Weltzien HU,
en Drug hypersensitivity, ed. WJ Pichler, Karger, 2007; pp47-54, y en Gerber BO y Pichler WJ. ibid, pp 66-73. En estas
dos situaciones, los péptidos que abarcan epitopos de células T (restringidos a clase Il, asi como restringidos a CD1d)
estan hechos de cambios conformacionales de la secuencia MHC.

Huang J et al. (2002) Nucl. Acids Res. 40, D271-D277 describen una base de datos (MimoDB) de péptidos que actuan
como mimoétopos para una variedad de compuestos inmunogénicos.

Los métodos para reproducir epitopos conformacionales a partir de determinantes de MHC se conocen en el estado
de la técnica. Los mimétopos se pueden identificar del uso de presentacion en fagos. Genotecas de fagos que
expresan secuencias de aminoacidos aleatoriamente generadas son obtenibles de suministradores comerciales y se
usan para identificar secuencias de aminoacidos que coinciden con la estructura 3D del determinante de MHC
modificado por hapteno. Los fagos se seleccionan, por ejemplo, por reactividad hacia un TCR soluble y los fagos
seleccionados se expanden en cultivo antes de reaplicar el mismo método de seleccion.
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Para un nimero de compuestos farmacéuticos, la respuesta inmunitaria en organismos modelo esta descrita y se
pueden aislar anticuerpos. Tales anticuerpos se pueden usar para identificar péptidos de una biblioteca que actian
como un mimaétopo.

Los péptidos que abarcan epitopos peptidicos restringidos a clase Il o restringidos a CD1d se modifican después por
inclusién en residuos flanqueantes de un motivo de 4 aminoéacidos [CTS]-x-x-C [SEQ ID NO: 8] o C-x-x-[CTS] [SEQ
ID NO: 9], en el que C representa cisteina, S serina, T treonina y x cualquier aminoacido. En formas de realizacion
tipicas X no es Trp, Tyr o Phe. Un motivo preferido es C-x-x-C [SEQ ID NO: 10]. Se divulgan detalles sobre el motivo,
su localizacién y configuracion en las solicitudes de patente WO2008017517 y WO2012069568. En resumen, el motivo
puede estar localizado en cualquiera del extremo amino terminal o carboxi terminal del epitopo. El motivo puede estar
directamente adyacente a la secuencia del epitopo o separado del primer (P1) o del ultimo (P9 para epitopos
restringidos a clase Il y P7 para epitopos peptidicos restringidos a CD1d) por 1, 2, 3 0 4 aminoacidos.

Los péptidos que abarcan epitopos peptidicos restringidos a clase Il o restringidos a CD1d, o ambos juntos, se pueden
administrar al animal de eleccion por cualquier via, preferiblemente junto con un adyuvante. En formas de realizacion
preferidas, los péptidos se administran por via subcutanea después de adsorcién en hidroxido de aluminio. Se hacen
varias inyecciones hasta que se obtiene una cantidad acumulada minima de 100 pg en ratones. En animales mayores
se consideran concentraciones de hasta 1 mg. Las vias alternativas de administracion incluyen via IV, intranasal o
intratraqueal, o intraperitoneal. Se prevén adyuvantes alternativos, en particular para péptidos restringidos a CD1d,
para los que puede ser ventajoso usar lipidos o glucolipidos que se sabe que activan células NKT.

Una vez se ha llevado a cabo la inmunizacién con péptidos, en el animal se puede, opcionalmente, ensayar la ausencia
de reactividad hacia el compuesto farmacéutico. En un marco preferido, el compuesto se administra por la misma via
que la contemplada para fines terapéuticos.

Los animales se exponen después por via natural a una dosis fisiolégicamente relevante de los compuestos
farmacéuticos y se siguen las propiedades del compuesto a lo largo del tiempo.

Para la evaluacion de la toxicidad, los animales se pueden seguir durante periodos de tiempo prolongados y llevar a
cabo la evaluacién de toxicidad relevante. Debe ser obvio para los expertos en la materia que el modelo animal de la
invencion se puede usar para ensayar dosis repetidas durante periodos de tiempo prolongados, lo que es ventajoso,
por ejemplo, cuando puede existir un riesgo de acumulacion en el cuerpo.

Para la evaluacion de las propiedades farmacocinéticas de los compuestos farmacéuticos en ensayo, la presente
metodologia elimina el factor de confusidn mas importante para tal ensayo, es decir, la respuesta inmunitaria
especifica. Por tanto, proporciona una oportunidad para llevar a cabo varias evaluaciones de las propiedades
farmacocinéticas a lo largo del tiempo, que pueden variar mucho. Se proporciona un ejemplo mediante anticuerpos
terapéuticos. La depuracion del anticuerpo estara condicionada esencialmente por su reactividad con su diana, en
ausencia de respuesta inmunitaria especifica. Esto podria producir varias respuestas, en su mayor parte inexploradas
del receptor, tal como produccién aumentada de la diana misma, alterando de esta manera la dosis terapéutica
requerida para controlar el proceso de enfermedad.

Los métodos de la presente invencion son adecuados para ensayar una amplia gama de medicamentos para varias
afecciones, incluyendo, pero no limitados a

- medicamentos para afecciones del sistema cardiovascular tal como hipertension, arritmia, insuficiencia
cardiaca, angina de pecho, diuréticos, hipotension e hiperlipidemia

- medicamentos para afecciones del aparato digestivo (incluyendo nausea y vémitos) tal como antiacidos,
colagogos y coleréticos, laxantes, antidiarreicos, farmacos antiinflamatorios y antisépticos

- medicamentos para afecciones del sistema urogenital tal como hipertrofia de préstata benigna, impotencia

- medicamentos para afecciones del aparato respiratorio tal como asma y EPOC, tos, analgésicos, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, gota

- medicacién que actida a nivel del SNC tal como hipnéticos, antipsicéticos, antidepresivos, Parkinson,
epilepsia, migrafa, antihistaminicos, inhibidores de colinesterasa hormonas en general

- antibidticos

- compuestos antivirales

- compuestos antifungicos

- compuestos antiparasitos

- compuestos antitumorales.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion, que no de debe considerar como limitadas por tales ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1. Diseio de una secuencia de mimétopo para un compuesto farmacéutico no proteico
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Las sustancias quimicas pequefias se pueden unir directamente a proteinas tales como albumina o proteinas de
membrana. Esta unién puede producir una reaccién inmunitaria cuando tal sustancia quimica pequefia se une a una
secuencia de la proteina que es parte de un epitopo reconocido por células T. Para mimetizar este tipo de interaccion,
epitopos funcionales de células T, como, por ejemplo, los presentados en el contexto de complejos de MHC de clase
I, se pueden producir por interaccién de la sustancia quimica con la secuencia peptidica, produciendo de esta manera
un mimétopo. En tal marco, la sustancia quimica se une a un residuo de aminoacido que entra en contacto con el
TCR, conservando mediante ello la capacidad del epitopo de unirse a residuos de anclaje para unién a moléculas de
clase Il. Un ejemplo es la produccion de anticuerpos hacia penicilina, que esta dirigida por activacion de células T
restringidas a clase Il, cuyo receptor es especifico para el epitopo modificado por reaccién con el anillo betalactama
de penicilina. Otro ejemplo es la activacion de células T CD4+ con epitopos modificados con iones metalicos, tal como
berilio o niquel.

El anillo beta-lactama de penicilina es la diana para un ataque nucledfilo por grupos amino libres de proteinas y en
particular grupos épsilon amino de lisina, lo que produce unién amida covalente. Los epitopos de células T restringidos
a clase Il o epitopos peptidicos de NKT restringidos a CD1d que contienen lisina pueden formar complejos covalentes
con penicilina. Tales epitopos estan presentados y se activan o bien por células T CD4+ restringidas a clase Il o células
NKT restringidas a CD1d, respectivamente.

Se sabe que un epitopo de la proteina cofactor de membrana (MCP) se presenta en el contexto de un determinante
de MHC de clase Il, DRB1* 1101. La secuencia de este epitopo, que corresponde a los residuos 315-328 de MCP,
contiene varias lisinas (PYRYLQRRKKKGK [SEQ ID NO: 1]). La incubacion de este epitopo con penicilina G produce
la sustitucion de la lisina en posicion 8 del epitopo (subrayada). Este mimétopo es capaz de activar células T CD4+
derivadas de células T CD4+ de sangre periférica de pacientes con respuesta inmunitaria a penicilina (Padovan et al.
(1997) Eur. J. Immunol. 27, 1303-1307).

Para el fin de los métodos de la presente invencion, la secuencia de mimoétopo se modificd después por adicion de un
motivo de 4 aminoacidos que contiene una actividad oxidorreductasa, de modo que se generara la secuencia
CPYCVPYRYLQRRKKKGK [SEQ ID NO: 2], que incluye un motivo oxidorreductasa en el extremo amino, 2
aminoacidos como un enlazador (VP), y la secuencia del mimoétopo.

La administracion de un péptido sintético que abarca el péptido de SEQ ID NO: 2 a un ratén convertido en transgénico
para la expresion de la molécula de clase || humana DRB1*1101 suprime la capacidad del ratén de provocar una
respuesta inmunitaria hacia penicilina.

Ejemplo 2. Evaluacion farmacocinética de moléculas de factor VIil en animales modelo

La terapia de sustitucion del factor VIl se usa para el tratamiento de pacientes de hemofilia A. Sin embargo, el t V2 de
FVIII en circulacion es solo 90 minutos. En presencia del factor de Von Willebrand, su molécula chaperona fisiologica,
el t %2 de FVIIl aumenta hasta 6 h. La produccién de moléculas de FVIII con t %2 prolongado es un fin largamente
esperado. Se han propuesto recientemente un nimero de moléculas de FVIII con T 2 aumentado. Estas se obtienen
o bien por fusién con la parte Fcgamma de anticuerpos IgG para asegurar la recirculacion de FVIII mediante el FcRN,
sustitucidon con moléculas de PEG, o entrecruzamiento de dominios de FVIII para reducir su catabolismo. La evaluacion
del t Y2 para tales construcciones de FVIII modificada se lleva a cabo en modelos animales. Aqui, se inyectan ratones
sanos con dosis crecientes de FVIII humano y la persistencia del FVIII administrado se evalta a lo largo del tiempo.
Sin embargo, FVIII humano es muy inmundgeno en ratones y provoca rapidamente una respuesta inmunitaria. Esto
también se produce en ratones suficientes en (y por tanto tolerantes a) su propio FVIII, ya que las diferencias de
secuencias entre FVIIl de ratén y humano son suficientes para provocar una respuesta inmunitaria en raton. El
resultado final es que incluso después de un nimero muy limitado de inyecciones, la aparicion de anticuerpos murinos
hacia el FVIII humano administrado excluye cualquier ensayo adicional de propiedades farmacocinéticas, ya que los
anticuerpos murinos neutralizan inmediatamente el FVIII humano administrado.

Un péptido sintético que abarca el epitopo de células T restringido a clase Il de factor VIIIl humano y un motivo CxxC
CGHC GG FTNMFATWSPSK [SEQ ID NO: 3] se usa para inmunizar ratones sanos antes de la administracion de
FVIII humano. Se hacen cuatro inyecciones de 50 ug de tal péptido adsorbido sobre hidréxido de aluminio por via
subcutanea a ratones sanos y a intervalos semanales. Se muestra que los ratones son tolerantes a FVIIl humano y se
usan para evaluacion cinética de la molécula de FVIII con t 2 prolongado.

Ejemplo 3. Prevencion de una respuesta inmunitaria al factor VIIl humano en perros no endogamicos
En animales tales como perros, se generan anticuerpos igualmente contra FVIII humano. Aunque estos anticuerpos
no neutralizan FVIII humano, estos anticuerpos tienen un efecto sobre la eliminaciéon biolégica de FVIII humano

administrado a tales modelos animales.

Los ratones y otros roedores son con frecuencia cepas endogamicas que tienen todos el mismo tipo de moléculas de
MHC de clase Il. Otros animales tal como perros son exogamicos y pueden portar determinantes de MHC de clase Il
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variables entre animales. Para organizar un experimento fiable, se debe realizar un mapeo de HLA de clase Il en cada
animal para asegurar que el péptido administrado es reconocido de forma eficaz.

Sin embargo, la ausencia de polimorfismo de la molécula CD1d hace posible usar un Unico péptido con un epitopo
peptidico de NKT y una secuencia de motivo redox para apagar la respuesta inmunitaria hacia el antigeno en todos
los animales de la especie, también en cepas exogamicas.

Los perros se inmunizan con 250 ug de un epitopo restringido a CD1d de factor VIII humano mediante administracion
subcutanea de un péptido sintético adsorbido sobre alumbre, cuya secuencia es CPYC-VP-QTLHKFILLFA [SEQ ID
NO:4].

Este péptido contiene la secuencia de aminoacidos del factor VIII humano amino 190-200 (QTLHKFILLFA [SEQ ID
NO:5]), con residuos de anclaje a CD1d en las posiciones 1, 4 y 7 (subrayadas), un enlazador de 2 aminoacidos (VP)
y un motivo de tiorreductasa en el lado amino terminal.

Se lleva a cabo un total de 4 inyecciones con péptido adsorbido sobre hidroxido de aluminio en un intervalo de 10
dias.

Los perros se tratan después por administracion intravenosa de factor VIII humano de longitud completa y las
propiedades farmacocinéticas del factor VIII humano se evalian después tras la inyeccion repetida de factor VI
humano.

Ejemplo 4. Evaluacion de la toxicidad de anticuerpos anti-TNF alfa

La administracion de anticuerpos monoclonales humanizados en pacientes que padecen enfermedades inflamatorias
cronicas tal como artritis reumatoide es hoy en dia una practica comun. Aunque en general se observa mejora clinica,
la administracién a largo plazo de tales anticuerpos terapéuticos produce efectos secundarios y complicaciones
graves. Estos ejemplos se han identificado esencialmente en pacientes tratados a plazos mas largos con el anticuerpo
terapéutico, y no se predijeron de la evaluacion de toxicologia preclinica en animales. La principal razon para esto esta
relacionada con la alta inmunogenicidad de tales anticuerpos terapéuticos en modelos animales, ratones o ratas en
particular.

Un epitopo de células T restringido a H-2b para raton C57BL/6 se encuentra en la cadena pesada del anticuerpo anti-
TNF-alfa Humira™: YYAPWCNN [SEQ ID NO: 6]

Se administra un péptido que comprende este epitopo y una secuencia con motivo redox (CPYC VP YYAPWCNN
[SEQ ID NO:7]) a ratones C57BL/6 de tipo salvaje no reumatoides a una dosis de 50 pg por inyeccion hecha por la via
subcutanea, 4 veces en un intervalo de una semana.

Los ratones se trataron después por administracion intravenosa del anticuerpo anti-TNF-alfa. En ausencia de
respuesta inmunitaria hacia el anticuerpo, las inyecciones se pueden repetir y los efectos de tal administracion se
pueden evaluar a largo plazo.

Ejemplo 5. Evaluacion de la toxicidad de la administracion repetida de un derivado pegilado de factor VIil

Los compuestos farmacéuticos con frecuencia tienen un t ¥z reducido y se han propuesto varios intentos de prolongar
su actividad. Asi, la sustitucion con residuos de etilenglicol se usa actualmente para un nimero de tales compuestos
farmacéuticos. Aunque esto se considera un procedimiento seguro, algunos informes identifican la acumulacion de
moléculas pegiladas en fagocitos tal como macroéfagos. En efecto, la sustitucién con PEG aumenta el t /2 al enmascarar
residuos implicados en la depuracién de compuestos farmacéuticos de la circulacion. También previene la digestion
por el proteasoma y como tal puede aumentar la acumulacién celular. La marca distintiva de tal acumulacion es
habitualmente la apariciéon de macréfagos espumosos.

Las proteinas pegiladas son esencialmente eliminadas por el rifidn y por el higado. Articulos han mostrado la
acumulacién de vacuolas en células epiteliales tubulares renales, asi como en células de Kupffer de higado. Estas
preocupaciones sobre la seguridad de compuestos farmacéuticos sustituidos con PEG requiere evaluacion a largo
plazo en modelos animales adecuados (Zhang et al. (2014) Biol. Pharm. Bull. 37, 335-339).

Esta evaluacion esta gravemente limitada por el hecho de que las proteinas PEGiladas pueden ser inmundgenas.
Primero, se ha descrito que PEG mismo provoca una respuesta inmunitaria de IgM, que puede desencadenar la
activacion de la ruta del complemento, opsonizacién y eliminacion por células de Kupffer. Ademas, la inmunogenicidad
del compuesto farmacéutico mismo, aunque reducida por la pegilacion, no se elimina. Por estas 2 razones, es
ventajoso evaluar estos fendmenos.

La produccion de anticuerpos IgM hacia fracciones PEG es independiente de células T y, por tanto, no se puede
eliminar mediante la presente invencion. Por el contrario, prevenir cualquier respuesta inmunitaria hacia el compuesto
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farmacéutico mismo, ya previene parte de la respuesta inmunitaria contra el compuesto farmacéutico y representa una
mejora significativa y permite ensayar la toxicidad de PEG durante periodos de tiempo largos. La respuesta de IgM
hacia PEG no induce memoria y no es problematica para los estudios de toxicidad a largo plazo.

Se inmunizan ratones sanos segun el procedimiento descrito en el ejemplo 2 y después se tratan mediante
administracion regular de FVIII humano pegilado durante periodos de tiempo largos. En puntos de tiempo distintos,
los ratones se sacrifican y se examina el nivel de vacuolizacion del epitelio de células tubulares del rifién y el de las
células de Kupffer del higado.

Lista de secuencias

<110> ImCyse SA Saint-Remy, Jean-Marie Vander Elst, Luc Carlier, Vincent

<120> Modelos animales novedosos para evaluar compuestos farmacéuticos

<130> IMC2990EP

<150> EP15167964 .4
<151> 18-05-2015

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211>13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fragmento de la proteina cofactor de membrana (MCP)
<400> 1
Pro Tyr Arg Tyr Leu Gln Arg Arg Lys Lys Lys Gly Lys
1 5 10
<210> 2
<211>18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> motivo redox + fragmento de MCP
<400> 2
Cys Pro Tyr Cys Val Pro Tyr Arg Tyr Leu Gln Arg Arg Lys Lys Lys
1 5 10 15
Gly Lys
<210> 3
<211>18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> motivo redox + fragmento del factor VIII humano
<400> 3
Cys Gly His Cys Gly Gly Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro
1 5 10 15
Ser Lys

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 4

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2702 386 T3

<223> motivo redox + fragmento del factor VIII humano

<400> 4

Cys Pro Tyr Cys Val Pro Gln Thr Leu His Lys Phe Ile Leu Leu Phe

1

Ala

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento del factor VIII humano

<400> 5

Cys Gln Thr Leu His Lys Phe Ile Leu Leu Phe Ala

1

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

5

<223> fragmento de anticuerpo anti-TNF alfa

<400> 6

<210>7

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo redox + fragmento de anticuerpo anti-TNF alfa

<400> 7

Tyr Tyr Ala Pro Trp Cys Asn Asn

1

5

10

10

15

Cys Pro Tyr Cys Val Pro Tyr Tyr Ala Pro Trp Cys Asn Asn

1

<210> 8

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo redox

<220>

<221> variante

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Cys, Sero Thr

5
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<220>
<221> variante
<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>
<221> variante
<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 8

<210>9

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo redox

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (2)..(2)

ES 2702 386 T3

Xaa Xaa Xaa Cys

1

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Cys, Sero Thr

<400> 9

<210> 10

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo redox

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

Cys Xaa Xaa Xaa

1

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 10

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Cys Xaa Xaa Cys

1
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65

<220>
<223> motivo NKT

<220>

<221> variante

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Phe, Trp, Thr, His o Tyr

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Val, lle, Leu o Met

<220>

<221> variante

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (7)..(7)

<223> Xaa es Phe, Trp, Thr, His o Tyr

<400> 11

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo NKT

<220>

<221> variante

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Phe, Trp, His o Tyr

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

ES 2702 386 T3
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<220>

<221> variante

<222> (4)..(4)

<223> Xaa es Val, lle, Leu o Met

<220>

<221> variante

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<220>

<221> variante

<222> (7)..(7)

<223> Xaa es Phe, Trp, His o Tyr

<400> 12

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

ES 2702 386 T3
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar un parametro de un compuesto farmacéutico contra una enfermedad o trastorno,
que comprende las etapas de:

- proporcionar un animal no humano que no padece o no muestra sintomas o signos de dicha enfermedad
o trastorno y que no provoca una respuesta inmunitaria contra dicho compuesto farmacéutico, por lo cual
el animal es obtenible por administracion de un péptido que comprende un motivo oxidorreductasa con la
secuencia [CTS]-x-x-C [SEQ ID NO: 8] o [C]-x-x-[CTS] [SEQ ID NO: 9] y que comprende ademas un epitopo
peptidico de NKT o un epitopo de células T de MHC de clase Il de dicho compuesto farmacéutico, en donde
dicho motivo y dicho epitopo estan separados por un enlazador de entre 0 y 4 aminoacidos,

- administrar dicho compuesto farmacéutico al animal no humano,

- medir un parametro de dicho compuesto farmacéutico en el animal no humano.

El método segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto farmacéutico es una proteina y la secuencia del
epitopo es un fragmento de dicha proteina.

El método segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el compuesto farmacéutico es una proteina con un epitopo
dependiente de conformacion y la secuencia del epitopo es un mimétopo de dicho epitopo dependiente de
conformacion.

El método segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto farmacéutico no es proteico y la secuencia del
epitopo es la secuencia de un mimétopo para dicho compuesto farmacéutico.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el motivo es C-x-x-C.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el epitopo peptidico de NKT tiene el motivo
[FWTHY]-X2-X3-[ILMV]-Xs-Xe-[FWTHY] [SEQ ID NO: 11].

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el animal no es un primate.
El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el animal es un roedor.
El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el animal es animal exogamico.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el parametro se selecciona de uno o mas
del grupo que consiste en toxicidad, tiempo de semivida, el efecto sobre:

peso corporal, movilidad, habitos de alimentacion, respiraciéon, micciéon y deposicion de heces, aspecto del
pelaje.

Uso de un animal no humano, que es no respondedor a una respuesta inmunitaria contra un compuesto
farmacéutico contra una enfermedad o trastorno, obtenible por un método que comprende las etapas de:

- proporcionar un animal no humano que no padece o no muestra sintomas o signos de dicha enfermedad
o trastorno, y que no ha recibido dicho compuesto farmacéutico,

- administrar un péptido que comprende:

- un motivo oxidorreductasa con la secuencia [CTS]-x-x-C [SEQ ID NO: 8] o [C]-x-x-[CTS] [SEQ ID NO: 9], y

- un epitopo peptidico de NKT o un epitopo de células T de MHC de clase Il de dicho compuesto
farmacéutico, en donde el motivo y el epitopo estan separados por un enlazador de entre 0 y 4 aminoacidos,

en ensayar la toxicidad de un farmaco, o en determinar un parametro farmacocinético de un farmaco.
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