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DESCRIPCION
Mediador soluble
Campo de la invencion

La presente descripcion generalmente se refiere a poblaciones celulares y mediadores solubles capaces de suprimir
la activacion del linfocito T, y al uso de tales poblaciones celulares y mediadores solubles para suprimir la activacion
del linfocito T, por ejemplo en el tratamiento de enfermedades o afecciones mediadas por la funcién del linfocito T
efector. La descripcion también se refiere a métodos de deteccion de la presencia de un marcador en un sujeto,
dicho marcador es indicativo de la susceptibilidad del sujeto a enfermedades o afecciones mediadas por la funcion
del linfocito T efector.

Antecedentes de la invencion

Los linfocitos T reguladores (células Treg; también conocidas como linfocitos T supresores) son subpoblaciones de
los linfocitos T que conservan la homeostasis inmune y ayudan a evitar la enfermedad autoinmune (Sakaguchi et al.,
2008; Shevach, 2006; Vignali et al., 2008). El interés en las células Treg esta centrado predominantemente sobre las
células Treg CD4*CD25" prototipicas que estan programadas por el factor de transcripcion FoxP3 (Fontenot et al.,
2003; Hori et al., 2003). En las poblaciones poliespecificas restantes estas células Treg se caracterizan en el ratéon
tanto como células “adaptativas” inducidas como derivadas de timo, “naturales” que suprimen la activacion,
proliferacion y funciones de otros linfocitos T (Sakaguchi et al., 2008; Shevach, 2006). Sin embargo, en sangre
humana las células Treg CD4* no se distinguen facilmente por la expresion de FoxP3 (Roncarolo and Gregori, 2008;
Allan et al., 2007; Gavin et al., 2006). Por tanto, se mostré que los linfocitos T CD4* con marcadores de o bien
células no tratadas o de memoria tienen funciones supresoras similares a pesar de la baja y alta expresion,
respectivamente, de FoxP3 (Miyara et al., 2009). Otros marcadores de superficie de células Treg CD4*CD25"FoxP3*
tales como la expresion disminuida del receptor de IL-7, CD127 (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006), no son
especificos a las células Treg.

A parte de la escasez de marcadores de superficie celulares especificos, los mecanismos subyacentes a la
expresion por células las Treg CD4*CD25"FoxP3* siguen siendo controvertidos. En el raton, se ha mostrado que la
supresion ex vivo requiere del contacto célula-célula pero ha sido atribuido a mecanismos multiples (Vignali et al.,
2008; Shevach, 2009; Sakaguchi et al., 2009); incluso se conoce menos sobre la funcién de las células Treg
humanas similares. Ademas, otros tipos de tanto células Treg CD4* como CD8" que difieren en los mecanismos
propuestos de la funcidon supresora se han descrito en el contexto de diversos sitios de tejido o enfermedades
(Vignali et al., 2008).

Se ha mostrado que las células Treg inducidas por la administracion de autoantigenos protegen frente a algunas
enfermedades autoinmunes en ciertos modelos animales (revisado por von Herrath and Harrinson, 2003). Por
ejemplo, en el modelo de raton diabético no obeso (NOD, del inglés “Nonobese Diabetic”) de diabetes tipo 1 (DT1)
se ha mostrado que células Treg CD4" inducidas por autoantigenos de islote pancreatico administrados tales como
insulina (Bergerot et al., 1994) o acido glutamico descarboxilasa 65 (GAD65, del inglés “Glutamic Acid
Decarboxylase”) (Tisch et al., 1999), o transferencia de linfocitos Treg CD4* inducidos por proinsulina (Every et al.,
2006) o un antigeno de islote pancreatico putativo (Tang et al., 2004), protegen frente a diabetes autoinmune. Sin
embargo, en estos modelos las células Treg se han estudiado en poblaciones poliespecificas en reposo y no durante
la respuesta del hospedador a un antigeno particular. Recientemente, se generaron clones de linfocito T CD4*
humanos especificos a proinsulina y GAD65 y los clones Treg se distinguieron por su funcién supresora in vitro
(Dromey et al., 2011). Se mostré que la glucoproteina CD52 anclada a membrana de superficie celular esta regulada
al alza en estos clones de Treg CD4" expandidos. Sin embargo, previamente no se ha caracterizado el mecanismo
de la inmunosupresion.

Compendio de la invencion

Los presentes inventores han identificado un mediador soluble de la supresion de célula Treg. Por consiguiente, la
presente descripcion proporciona uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusion que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucledtido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv); para su uso en
terapia.

En una realizacion preferida, la glucoproteina CD52 soluble comprende una secuencia de aminoacidos al menos 60

% idéntica a la secuencia de aminoacidos de una cualquiera o mas de CGQNDTSQTSSPS (SEQ ID NO: 3),
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SONATSQSSPS  (sEQ  ID  NO: 4)  GQATTAASGTNKNSTSTKKTPLKS (SEQ ID NO: 5),
GONSTAVTTPANKAATTAAATTKAAATTATKTTTAVRKTPGKPPKA (SEQ ID NO: 6) o GNSTTPRMTTEEKVKSATPA
(SEQ ID NO: 7) y un carbohidrato. Mas preferiblemente, la glucoproteina comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95

% idéntica, o es 100 % idéntica, a una cualquiera o mas de la secuencias de aminoacidos identificadas en las SEQ
IDNO: 3,4,5,607.

En un ejemplo, la glucoproteina comprende una secuencia de aminoacidos al menos 60 %, al menos 65 %, al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % idéntica, o es 100 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, que representa el fragmento de CD52 soluble humano.

Preferiblemente, uno cualquiera o mas de la glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido y el
vector, esta presente en una cantidad suficiente para suprimir la funcién del linfocito T efector y/o una respuesta
inmune.

En una realizacion adicional, la glucoproteina CD52 soluble, proteina de fusion, polinucledtido y vector, esta
presente en una cantidad suficiente de modo que la supresion de la respuesta inmune da como resultado la
tolerancia a al menos un antigeno tal como el autoantigeno.

En oftra realizacion, una cualquiera o mas de la glucoproteina CD52 soluble y la proteina de fusién, es capaz de
suprimir la funcién del linfocito T efector y/o es capaz de reducir una respuesta inmune tal como una respuesta
inmune a un autoantigeno.

En una realizacion, la composicion comprende una o mas de la glucoproteina CD52 soluble o la proteina de fusién, y
esta formulada para administracion mucosa y/o transdérmica.

En una realizacion adicional, la composicion ademas comprende insulina y/o un autoantigeno.

La presente descripcion también proporciona una proteina de fusiéon que comprende glucoproteina CD52 soluble
como una primera proteina, y una segunda proteina.

Preferiblemente, la glucoproteina CD52 soluble de la proteina de fusién comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90
%, al menos 95 % idéntica, o es 100 % idéntica, a una cualquiera o0 mas de la secuencias de aminoacidos
identificadas en las SEQ ID NO: 3,4,5,607.

Preferiblemente, la proteina de fusion es capaz de suprimir la funcion del linfocito T efector y/o es capaz de reducir
una respuesta inmune tal como una respuesta inmune a un autoantigeno. En una realizacion, la proteina de fusion
reduce la respuesta inmune a un limite que da como resultado la tolerancia a al menos un antigeno tal como un
autoantigeno.

La segunda proteina puede ser cualquier proteina capaz de incrementar la estabilidad y/o solubilidad de la
glucoproteina CD52 soluble, aumentar el proceso de produccién de la glucoproteina CD52 soluble por métodos
recombinantes, o aumentar el efecto terapéutico de la glucoproteina CD52 soluble. En un ejemplo, la segunda
proteina puede comprender un fragmento de anticuerpo, tal como un Fc.

Preferiblemente, la proteina de fusion es soluble.

La presente descripcion también proporciona un polinucleétido aislado o recombinante que codifica la proteina de
fusion descrita en la presente memoria.

La presente descripcidon también proporciona un vector que comprende el polinucleétido descrito en la presente
memoria.

La presente descripcion también proporciona una célula aislada que comprende el polinucledtido y/o el vector
descrito en la presente memoria. La célula puede ser una célula mamifera. En un ejemplo, la célula es como la
célula HEK293T. En otro ejemplo, la célula es un linfoblasto B Daudi.

Ademas, la presente descripcion proporciona un método de produccion de la proteina de fusién, que comprende
expresar el polinucleétido o vector descrito en la presente memoria bajo condiciones que permiten la glucosilacion.

En una realizacion, las condiciones que permiten la glucosilacion comprenden expresar la proteina de fusion en una
célula hospedadora, tal como una célula mamifera.

La presente descripcion también proporciona el uso de uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,
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ii) una proteina de fusién que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucledtido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

vi) una célula CD52" aislada capaz de producir la glucoproteina CD52 soluble;

vii) una poblacion celular aislada que comprende una pluralidad de células CD52" capaces de producir la
glucoproteina CD52 soluble;

viii) el medio de cultivo celular, o una fraccién del mismo que comprende la glucoproteina CD52 soluble, aislado
de un cultivo celular que comprende la célula de la parte vi) o la poblacion celular de la parte vii);

ix) un agente capaz de incrementar el nivel de expresion de la glucoproteina CD52 soluble por una célula; y

x) la composicion farmacéutica de la invencion,

para suprimir la funcién del linfocito T efector y/o reducir una respuesta inmune, tal como una respuesta inmune a un
autoantigeno.

La presente descripcion también proporciona un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccion
mediada por la funcién del linfocito T efector, inflamacion o sepsis, en un sujeto, comprendiendo el método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusiéon que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucleétido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

vi) una célula CD52" aislada capaz de producir la glucoproteina CD52 soluble;

vii) una poblacion celular aislada que comprende una pluralidad de células CD52" capaces de producir la
glucoproteina CD52 soluble;

viii) el medio de cultivo celular, o una fraccion del mismo que comprende la glucoproteina CD52 soluble, aislado
de un cultivo celular que comprende la célula de la parte vi) o la poblacién celular de la parte vii);

ix) un agente capaz de incrementar el nivel de expresion de la glucoproteina CD52 soluble por una célula; y

x) la composicion farmacéutica de la invencion,

al sujeto.

En una realizacion, la glucoproteina CD52 soluble o proteina de fusién, se administra a un sitio mucoso o
transdérmico.

La presente descripcién también proporciona uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusion que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucledtido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

vi) una célula CD52" aislada capaz de producir la glucoproteina CD52 soluble;

vii) una poblacion celular aislada que comprende una pluralidad de células CD52" capaces de producir la
glucoproteina CD52 soluble;

viii) el medio de cultivo celular, o una fraccién del mismo que comprende la glucoproteina CD52 soluble, aislado
de un cultivo celular que comprende la célula de la parte vi) o la poblacién celular de la parte vii);

ix) un agente capaz de incrementar el nivel de expresion de la glucoproteina CD52 soluble por una célula; y

x) la composicion farmacéutica de la invencion,

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccidén mediada por la funcién del linfocito T
efector, inflamacién o sepsis.

Ademas, la presente descripcién proporciona el uso de uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusiéon que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);
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iv) un vector que comprende el polinucledtido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

vi) una célula CD52" aislada capaz de producir la glucoproteina CD52 soluble;

vii) una poblacion celular aislada que comprende una pluralidad de células CD52" capaces de producir la
glucoproteina CD52 soluble;

viii) el medio de cultivo celular, o una fraccién del mismo que comprende la glucoproteina CD52 soluble, aislado
de un cultivo celular que comprende la célula de la parte vi) o la poblacion celular de la parte vii);

ix) un agente capaz de incrementar el nivel de expresion de la glucoproteina CD52 soluble por una célula; y

x) la composicion farmacéutica de la invencion,

en la produccién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccién mediada por la
funcion del linfocito T efector, inflamacion o sepsis.

En una realizacioén, el medicamento se formula para la administracion a un sitio mucoso o transdérmico.

En un ejemplo, la enfermedad mediada por la funcién del linfocito T efector es una enfermedad autoinmune, tal
como la diabetes tipo | o la artritis reumatoide. En otro ejemplo, la condiciéon mediada por la funcién del linfocito T
efector es un rechazo a aloinjerto o una reaccion injerto-contra-huésped.

La presente descripcion también proporciona un método de diagndstico de la susceptibilidad de un sujeto a
desarrollar una enfermedad o afeccion mediada por la funciéon del linfocito T efector, inflamacion o sepsis,
comprendiendo el método:

detectar el nivel de glucoproteina CD52 soluble en una muestra tomada del sujeto; y

comparar el nivel de glucoproteina CD52 soluble detectado en la muestra tomada del sujeto con un nivel de

referencia determinado a partir de uno o mas sujetos sanos,
en donde un nivel inferior de glucoproteina CD52 soluble detectado en la muestra tomada del sujeto en comparacion
con el nivel de referencia indica que el sujeto tiene una susceptibilidad incrementada a desarrollar una enfermedad o
afeccidon mediada por la funcion del linfocito T efector, inflamacién o sepsis.

La presente descripcion también proporciona un método de diagndstico de la susceptibilidad de un sujeto a
desarrollar una enfermedad o afeccién mediada por la funcién del linfocito T efector, inflamacion o sepsis,
comprendiendo el método:

detectar la frecuencia de células CD52" en una muestra tomada de un sujeto; y

comparar la frecuencia de células CD52" detectada en la muestra tomada del sujeto con un nivel de referencia

determinado a partir de uno o mas sujetos sanos,
en donde una frecuencia inferior de células CD52" detectada en la muestra tomada del sujeto en comparacion con el
nivel de referencia indica que el sujeto tiene una susceptibilidad incrementada a desarrollar una enfermedad o
afeccion mediada por la funcion del linfocito T efector, inflamacién o sepsis.

La presente descripcion también proporciona un método de diagnostico de la susceptibilidad de un sujeto a
desarrollar una enfermedad o afeccién mediada por la funcién del linfocito T efector, inflamacion o sepsis,
comprendiendo el método:

detectar la actividad de células CD52" en una muestra tomada de un sujeto; y

comparar la actividad de células CD52" detectada en la muestra tomada del sujeto con un nivel de referencia

determinado a partir de uno o mas sujetos sanos,
en donde una actividad reducida de células CD52" detectada en la muestra tomada del sujeto en comparacion con
el nivel de referencia indica que el sujeto tiene una susceptibilidad incrementada a desarrollar una enfermedad o
afeccion mediada por la funcién del linfocito T efector, inflamacion o sepsis.

En un ejemplo, la frecuencia de células CD52" se determina detectando el nivel de CD52 unido a membrana en la
muestra, detectando el nivel de expresion de la proteina CD52 en la muestra, y/o detectando el nivel de expresion
del ARNm de CD52 en la muestra.

En una realizacion, la muestra se toma de un sujeto al cual se ha administrado un antigeno.
En otra realizacién, la muestra se toma de un sitio de enfermedad local en el sujeto.

La presente descripcion también proporciona un método de determinacion de la idoneidad de un sujeto para entrar
en un ensayo de cribado de farmaco, que comprende realizar el método de la invencion e identificar el sujeto como
mas adecuado para entrar en un ensayo de cribado de farmaco si el sujeto tiene un nivel inferior de glucoproteina
CD52 soluble, una frecuencia inferior de células CD52", o una actividad reducida de células CD52" que la muestra
de referencia. Por ejemplo, el ensayo de cribado de farmaco es un ensayo de cribado de farmaco antidiabético.

Ademas, la presente descripcion también proporciona un método de identificacion de un agente capaz de imitar la
supresion de linfocito T efector, y/o la supresién de la respuesta inmune, la funciéon de una glucoproteina CD52
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soluble, comprendiendo el método determinar si un agente de ensayo suprime la funcién del linfocito T efector y/o
una respuesta inmune.

La presente descripcion también proporciona un método de identificacion de un agente terapéutico potencial para el
tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccion mediada por la funcion del linfocito T efector, inflamacion o
sepsis, comprendiendo el método poner en contacto un agente de ensayo con una célula CD52" o poblaciéon de
célula CD52", y detectar uno cualquiera o mas del nivel de glucoproteina CD52 soluble producido por la célula o
poblacién celular, la frecuencia de células CD52" y/o la actividad de células CD52", e identificar el agente de ensayo
como un agente terapéutico potencial para el tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccion mediada por
la funcion del linfocito T efector, inflamacién o sepsis, si el nivel de glucoproteina CD52 soluble, la frecuencia de
células CD52" y/o la actividad de células CD52" se incrementa después del contacto con el agente de ensayo.

Las caracteristicas de cualquier realizacion descrita en la presente memoria se tomaran para aplicar cambiando lo
que se deba cambiar a cualquier otra realizacién a menos que se indique especificamente lo contrario.

La presente descripcién no es para estar limitada en el alcance por las realizaciones especificas descritas en la
presente memoria, las cuales estan destinadas al fin de solamente ejemplificacién. Productos funcionalmente
equivalentes, composiciones y métodos estan claramente dentro del alcance de la invencién, como se describe en la
presente memoria.

A lo largo de esta memoria, a menos que se indique especificamente lo contrario o el contexto requiera lo contrario,
la referencia a una etapa Unica, composicion de la materia, grupo de etapas o grupo de composiciones de la materia
se tomaran que abarcan una y una pluralidad (es decir, una o mas) de aquellas etapas, composiciones de la
materia, grupos de etapas o grupo de composiciones de la materia.

La invencion mas adelante en la presente memoria se describe por medio de los siguientes Ejemplos no limitantes y
en referencia a las figuras acompafiantes.

Breve descripcion de los dibujos acompanantes
Figura 1: Los clones de linfocito T supresor CD4* especificos a GAD65 manifiestan mayor expresion de CD52.

(A) Proliferacion de un clon de linfocito T especifico a GAD65 en presencia de un clon supresor autélogo. EIl GAD65
usado era acido glutamico descarboxilasa 65 recombinante humano. Un numero fijado (25.000) de células clon no
Treg especificas a GAD65 (3.19) se cocultivaron con numeros crecientes de un clon de Treg especifico a GAD65
autodlogo (1.4) en presencia o ausencia de GAD65 y PBMC irradiadas (100.000) como células que presentan
antigeno. Se midié la absorcion de 3H-timidina después de 72 h. Los resultados (mediateem de triplicados) son
representativos de pares de clon supresor y no supresor autélogos multiples como se describié previamente
(Dromey et al., 2011). (B) Los clones supresores especificos a GAD65 activados tienen mayor expresion de CD52.
Los histogramas de citometria de flujo de la expresion de CD52 por clones supresores (linea continua) y no
supresores (linea discontinua) especificos a GAD65 autélogos después de estimulacion durante la noche por
anticuerpo anti-CD3 unido a placa. La tincion por anticuerpo de control de isotipo se muestra en gris. El resultado es
representativo de 3 pares de clones de 3 individuos.

Figura 2: La alta expresiéon de CD52 es un marcador de linfocitos T CD4* sanguineos activados por antigeno con
funcién supresora

(A) Proliferacion de linfocitos T CD4* clasificados por FACS, estimulados por el toxoide tetanico (TT), reactivados
con TT en presencia de células CD4* CD52" o CD52"° clasificadas y activadas por GAD65. Las células CD4*
activadas se generaron incubando PBMC marcadas con CFSE con o bien GAD65 o TT durante 7 dias (A1). A
continuacién, se aislaron por FACS linfocitos T CD4* CD52"'y CD4* CD52" activados por GAD65 y linfocitos T CD4*
activados por TT. En presencia de GADG65, la proliferacion de células reactivadas por TT es suprimida por las células
CD4* CD52" activadas por GAD65. Se midi6 la absorciéon de 3H-timidina durante las ultimas 16 h de un cultivo de 3
dias (A2). Los resultados (mediateem de triplicados) son representativos de experimentos independientes sobre
células de 5 individuos.

(B) Secrecion de IFN-y por linfocitos T CD4* clasificados y activados por GAD65 en ausencia o presencia de
GADG65. Se incubaron PBMC marcadas con CFSE con GAD65 durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4*
CD52"'y CD52%. Las células clasificadas (5.000) se incubaron en placas de ELISpot con PBMC irradiadas (20.000).
Los resultados (mediateem de triplicados) son representativos de experimentos independientes multiples sobre
células de 5 individuos

(C) Secrecion de IFN-y por linfocitos T CD4* clasificados y activados por TT en ausencia o presencia de TT + IL-2
(10 U/ml). Como en (B), excepto que las poblaciones de CD4* CD52" y CD52" se clasificaron a partir de PBMC
marcadas con CFSE activadas por TT. Los resultados son la mediateem de triplicados.
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(D) Proliferacion de PBMC inicialmente sometidas a agotamiento por FACS de o bien linfocitos T CD4* CD52" o
CD52° antes de la marcacion con CFSE y la incubacion en ausencia o presencia de GAD65 durante 7 dias. Los
resultados son representativos de dos experimentos.

Figura 3: Los linfocitos T CD4*CD52" no estan derivados de los linfocitos T CD4*CD25* en reposo.

La secrecion de IFN-y por linfocitos T CD4* clasificados y activados por TT en ausencia (barras en blanco) o
presencia (barras rellenas) de TT, después del agotamiento inicial de las células CD25" de PBMC.

Figura 4: Los linfocitos T CD4* CD52" activados por antigeno no se distinguen por marcadores de células Treg
CD4*CD25* convencionales.

La expresion por citometria de flujo de (A) CD25, (B) FoxP3, (C) CTLA-4 superficial y (D) intracelular, (E) GITR, (F)
CD127, (G) CD24 y (H) CD59 sobre linfocitos T CD4* CD52" (linea negra) y CD52" (linea gris) divididos, seguido de
incubacion de PBMC con TT durante 7 dias. La tincién por anticuerpo de control de isotipo se muestra como relleno
gris. Los resultados son representativos de 5 individuos.

Figura 5: La expresion del gen de CD52 es mayor en linfocitos T CD4* CD52" en relacién con linfocitos T CD4*
CD52",

La expresion de genes en linfocitos T CD4* CD52" en relacion con CD52°. Se realizo RT-PCR cuantitativa en
muestras de ARN por triplicado extraidas de linfocitos T CD4* CD52"' y CD52'° marcados con CFSE clasificados de
tres individuos, 7 dias después de la activacion por GAD65. Los resultados se expresan como la media+rango
intercuartil.

Figura 6: La expresion de CD24 no define los linfocitos T CD4* CD52" con la funcion supresora.

La secrecion de IFN-y por linfocitos T CD4* CD52" clasificados y activados por TT estimulados de nuevo con TT en
presencia de subpoblaciones de CD52 y CD24 clasificadas y estimuladas por TT. Los resultados son la mediateem
de triplicados.

Figura 7: El contacto célula-célula no es requerido para la supresion por linfocitos T CD4* CD52".
Figura 8: La liberacion de CD52 soluble justifica la supresién por linfocitos T CD4* CD52".

(A) Inmunotransferencia de medios acondicionados por linfocitos T CD4* CD52" o CD52'° activados por GAD65 a
continuacion reactivados por GAD65. Las PBMC marcadas con CFSE se incubaron con GAD65 durante 7 dias y se
clasificaron en linfocitos T CD4* CD52" y CD52°. Las células clasificadas se reactivaron con GAD65 y medios
recogidos después de 24 h. Los medios se concentraron 10 veces, se fraccionaron por SDS-PAGE, se transfirieron
a membrana de PDVF y se sometieron a transferencia con un anticuerpo policlonal de conejo para CD52. El peso
molecular aproximado de la CD52 soluble nativa esta indicado.

(B) Inmunotransferencia de medios acondicionados por PBMC activadas por TT +/- el inhibidor de fosfolipasa C
U73122. Las PBMC marcadas con CFSE se incubaron con TT y los medios recogidos después de 1 hora se
procesaron como en (A).

(C) Efecto del inhibidor de la fosfolipasa C sobre la supresion por linfocitos T CD4* CD52" activados por TT. Las
PBMC marcadas con CFSE se incubaron con TT durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4* CD52" 'y
CD52°, los cuales, a continuacion, se incubaron juntos (5.000 de cada uno) en placas de ELISpot con PBMC
irradiadas (20.000) y TT = el inhibidor de la fosfolipasa C U73122. Los resultados son la media+eem de triplicados.
No hay efecto de U73122 en ausencia de TT.

(D) Efecto del anticuerpo al resto de carbohidrato de CD52 sobre la supresién por linfocitos T CD4* CD52" activados
por TT. Los procedimientos eran como en (C) excepto que las células en el ensayo ELISpot se incubaron con o sin
TT y o bien 10 pg/ml de anti-CD52 (CF1D12) o anticuerpo monoclonal (IgG3) de control de isotipo. Los resultados
(mediateem) son representativos de tres experimentos independientes.

Figura 9: La CD52 soluble producido a partir de células Daudi suprime directamente la proliferacion de linfocito T y la
funcién efectora.

(A) Inmunotransferencia de medios acondicionados por lineas celulares. Los medios se concentraron 10 veces, se
fraccionaron por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PDVF y se sometieron a transferencia con un
anticuerpo policlonal de conejo para CD52

(B) Supresion de la proliferacion de linfocito T por medio acondicionado por célula Daudi. Se cultivaron PBMC
(200.000 células) durante 7 dias en IMDM que contenian medio acondicionado por célula Daudi al 20 % con TT y o
bien anticuerpo anti-CD52 (CF1D12) o de control de isotipo (10 ug/ml). Para agotar la CD52 soluble, el medio Daudi
se incub6 durante la noche con anticuerpo policlonal anti-CD52 de conejo (1 pg/ml de medio) seguido de
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precipitacion con proteina G-Sefarosa durante 1 hora a 4 °C. Los resultados (mediateem) son representativos de
tres experimentos independientes.

Figura 10: Construcciones de ADN para la expresion en el vector de lentivirus.

SigP=péptido sefal; ECD=dominio extracelular; Strep2=etiqueta de purificacién que codifica 8 aminoacidos que se
une a Strep-Tactin, una estreptavidina especificamente modificada por ingenieria.

Figura 11: La proteina de fusion a CD52 soluble suprime directamente la proliferacion del linfocito T y la funcion
efectora.

La supresion de la proliferacion del linfocito T por CD52-Fc recombinante. Se cultivaron PBMC (200.000) con TT
durante 7 dias (A) y se purificaron los linfocitos T CD4* (200.000) con anticuerpo anti-CD3 (100 ng/ml) y anti-CD28
(200 ng/ml) durante 48 horas (B), con 4 veces el nimero de PBMC irradiadas en pocillos de fondo redondo de 200
ul, en presencia de proteina control de proteina Fc o CD52-Fc a las concentraciones indicadas. La absorcion de 3H-
timidina se midié durante las 16 horas finales de incubacion. Los resultados (mediateem de triplicados) son
representativos de seis experimentos independientes.

(C) Supresion de la secrecion de citoquina por CD52-Fc recombinante. Los medios de PBMC activadas con TT en
(C) £ 3,3 uM de proteinas CD52-Fc o Fc se muestrearon después de 48 h de incubacion y se ensayaron para las
citoquinas por matriz de microesferas multiples.

(D) La supresion afectada por CD52-Fc después de la escision del carbohidrato ligado a N. Se incubé CD52-Fc (20
pg) con o sin PNGasa F (1.000 unidades) en 20 pl de PBS durante 1 h a 37 °C, y la reaccién se terminé por
calentamiento a 75 °C durante 10 min. Las PBMC incubadas con TT y CD52-Fc tratada o no tratada (2,5 uM final)
durante 7 dias a 37 °C, y, a continuacion, se midio la absorcién de 3H-timidina como en (C). El panel superior
muestra la determinacion por SDS-PAGE vy la tincién con Coomasie del descenso en tamafio de CD52-Fc después
de tratamiento con PNGasa F.

Figura 12: El carbohidrato de CD52 que se une a Siglec-10 es requerido para la funcion efectora de CD52 soluble.

(A) Supresion de la activacion del linfocito T por CD52-Fc + tratamiento con neuraminidasa. Se incubé CD52-Fc (3,3
MM) con neuraminidasa (1 unidad) o tampon portador solamente en 20 ul durante 30 min a 37 °C. A continuacion, se
incubdé PBMC con TT + CD52-Fc tratada o no tratada con neuraminidasa (0,33 pM final) en una placa de 48 pocillos
durante 1 hora a 37 °C antes de que las células no adherentes se transfirieran a una placa de ELISpot y se
desarrollaron después de 24 h a 37 °C manchas de IFN-y.

(B) Expresion de Siglec-10 sobre linfocitos T humanos después de la activacion del linfocito T. Histogramas de
citometria de flujo de la expresion de Siglec-10 sobre linfocitos T CD4* después de la incubacion de PBMC con TT o
anticuerpo anti-CD3 soluble durante 4 dias.

(C) Supresion de la funcion del linfocito T por CD52-Fc cuando se incuba conjuntamente con anticuerpo anti-Siglec-
10. Las PBMC se incubaron en una placa de ELISpot con TT y CD52-Fc (3,4 uM) y diferentes concentraciones de
anticuerpo de cabra purificado por afinidad para el dominio extracelular de Siglec-10, o Fc (0,34 uM) + anticuerpo
antes de que las células no adherentes se transfieran a una placa de ELISpot durante 24 h para el desarrollo de
manchas de IFN-y.

(D) Supresion de la funcion de linfocito T por CD52-Fc cuando se incuba conjuntamente con Siglec-10-Fc
recombinante soluble. Las PBMC se incubaron en una placa de 48 pocillos con TT y CD52-Fc (3,4 uM) y diferentes
concentraciones de Siglec-10-Fc recombinante antes que las células adherentes se transfirieran a una placa de
ELISpot durante 24 h para el desarrollo de manchas de IFN-y.

(E) Bloqueo de Siglec-10 pero no otros Siglecs reduce la supresion del linfocito T por CD52-Fc. Los linfocitos T CD4*
(20.000) se incubaron en pocillos de placa de ELISpot por triplicado a 37 °C con TT, junto con CD52-Fc o FC (3,4
MM cada uno) y anticuerpos Siglec antihumanos (10 ug/ml cada uno) o Siglec 2-Fc humana recombinante (20
pg/ml), como se indica. Después de 20 h, los pocillos se lavaron y desarrollaron manchas de IFN-y.

Figura 13: CD52-Fc no afecta a la capacidad simuladora del linfocito T de células dendriticas sanguineas
purificadas.

DC CD1b/c* de sangre humana clasificadas por FACS se incubaron previamente con proteina CD52-Fc o Fc, se
lavaron dos veces y se cocultivaron con linfocitos T CD4* marcados con CFSE durante 6 dias. Se determiné la
frecuencia de division de linfocitos T CD4* identificados como CFSE" por citometria de flujo. El resultado es
representativo de dos experimentos independientes con diferentes donantes. Se obtuvieron resultados similares
para DC plasmocitoide CD304* y para monocitos CD14" (datos no mostrados).

Figura 14: Trasferir esplenocitos pobres en CD52" induce rapida aparicion de diabetes en ratones NOD.SCID.
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Los esplenocitos totales de ratones NOD de tipo silvesire pobres en o simulados pobres en células CD52" se
inyectaron intravenosamente en (A) ratones RIP.B7/NOD.SCID de 8 semanas de vida (2x10° células) y (B) ratones
NOD machos de 8 semanas de vida irradiados (750 rad) (1,2x107 células). Se hizo un seguimiento de los ratones
midiendo la glucosa en orina dos veces por semana usando Diastix (Bayer y se confirmé la diabetes por una
medicion de glucosa en sangre >14 mM en dias consecutivos. Los resultados muestran porcentaje de supervivencia
con el tiempo después de transferir las respectivas poblaciones celulares.

Figura 15: Los linfocitos T CD3* pobres en CD52" aceleran la aparicion de la diabetes en ratones NOD irradiados.

Se inyectaron ratones NOD macho de 8 semanas de vida irradiados (750 rad) con 1,2x107 esplenocitos o
esplenocitos pobres en CD3*CD52" derivados de ratones NOD hembras no diabéticos de 10 semanas de vida. Se
hizo un seguimiento de los ratones midiendo la glucosa en orina dos veces por semana usando Diastix (Bayer) y se
confirmo la diabetes por una medicion de la glucosa en sangre >14 mM en dias consecutivos. Los resultados
muestran (A) el porcentaje de supervivencia con el tiempo después de transferir las respectivas poblaciones
celulares y (B) puntuacién de insulitis (n=4/grupo) después de 4 semanas.

Figura 16: La frecuencia de linfocitos T CD4* CD52" generados en respuesta a la simulacién por GAD65 esta
afectada en diabetes tipo 1.

La proporcion de linfocitos T CD4* CD52" extendida a partir de PBMC en respuesta a (A) GAD65 y (B) TT se
muestra para individuos en las siguientes categorias: Pre-DT1 — en riesgo de diabetes tipo 1; DT1 — con diabetes
tipo 1; Sano — adultos jovenes HLA DR3 y/o DR4 libres de enfermedad; DT2 — diabetes tipo 2. La barra horizontal es
la media para cada grupo. Los valores P generales para el analisis de la varianza mostrada se determinaron por la
prueba de Kruskal-Wallis; la prueba de comparaciéon multiple de Dunn, a continuacién, revelé diferencias
significativas entre tanto Pre-DT1 y DT1 en comparacién con Sano o DT2 a P<0,05.

Figura 17: La Supresion por células CD4* CD52" generadas en respuesta a GAD65 esta afectada en DT1 preclinica.

La secrecion de IFN-y por linfocitos T CD4* clasificados y activados por TT o GAD65 en ausencia (en blanco) o
presencia (relleno) del antigeno. Los resultados (mediateem de ftriplicados) son representativos de experimentos
sobre células de seis individuos con autoanticuerpos de célula islote en riesgo de diabetes tipo 1.

Figura 18: El Tratamiento con CD52-Fc invierte la hiperglucemia en ratones NOD con diabetes de aparicion reciente.

Se hizo un seguimiento de los niveles de glucosa en sangre en ratones NOD hembras haciendo semanalmente un
analisis de la glucosa en orina y la diabetes se diagnosticé en ratones con un analisis de orina positivo por una
concentracion de glucosa en sangre >14 mM. En cuanto se confirmé la hiperglucemia se dio a los ratones
intraperitonealmente o bien CD52-Fc o Fc, 20 pg, seis dosis en dias alternos, y, a continuacion, se hizo un
seguimiento de sus concentraciones de glucosa en sangre, dos veces por semana. Los resultados se muestran para
dos pares de ratones que recibieron o bien CD52-Fc (A) o Fc control (B).

Figura 19: El desarrollo de la diabetes en ratones NOD.SCID después de transferir desde ratones NOD diabéticos
esplenocitos tratados ex vivo con hCD52-Fc o Fc.

Los esplenocitos de NOD diabético tratados con CD52 Fc o Fc humanos recombinantes se inyectaron en ratones
NOD.SCID. Los esplenocitos de ratones diabéticos hembras se aislaron e incubaron con o bien proteina hCD52-Fc
recombinante o Fc en “tampo6n de CD52”. Las células se suspendieron de nuevo e inyectaron en ratones NOD.SCID
machos (6 “por grupo; véase Ejemplo de Métodos 18).

Figura 20: CD52-Fc humana suprime la proliferacion de linfocitos T CD4 con TCR transgénico especifico a
ovoalbumina (Ova) de ratén (OT-1I).

Se incubaron esplenocitos (1x10°) de ratones OT-Il hembras de 10 semanas de vida durante 3 dias en placas de 96
pocillos de fondo redondo en 200 ml de medio RPMI-1640 que contenia 5 % de FCS y las concentraciones
indicadas de proteina o péptido de ova, o anticuerpo anti-CD3 (clon 2C-11), y proteina CD52-Fc o Fc humana
recombinante. La absorcion de 3H-timidina se midié durante las Ultimas 16 h de cultivo. Los resultados son la
mediateem de triplicados.

Figura 21: Identificacion por ELISA de CD52 en muestras de semen humano.
Se muestra la absorbancia a 450 nm para CD52 soluble en diluciones en serie de muestras de semen (n=26).
Figura 22: La CD52 derivada de semen suprime la proliferacion de linfocito T humano.

Se muestra el efecto sobre la proliferacién del linfocito T (indice de Divisién celular; CDI) calculado a partir de la
dilucion del colorante CFSE en respuesta a toxoide tetanico (TT, 5 ufL/ml) para dos muestras de semen (a una
dilucion de 1:20) sin inmunoagotamiento o sometidas a agotamiento con IgG control (“Octagam”) o IgG anti-CD52
(Campath).
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Figura 23: Proliferacién de linfocito T (dilucién del colorante CFSE) a toxoide tetanico: efecto del semen + bloqueo
del anticuerpo a CD52.

Se muestra el efecto sobre la proliferacion del linfocito T (CDI, calculado a partir de la dilucion del colorante CFSE)
en respuesta a toxoide tetanico (TT, 5 ufL/ml) para muestras de semen (1:20) + bloqueo de anticuerpo CF1D12 (20

pg/ml).
Figura 24: hCD52-Fc suprime la secrecion de IL-18 por células THP1 en respuesta a LPS.

Se incubaron células THP-1 con diferentes dosis de CD52-Fc o Fc control en presencia de LPS, el medio se recogio
y la concentracion de IL-1B3 se midié por ELISA.

Figura 25: hCD52-Fc suprime la secrecion de IL-18 por células THP1 en respuesta a Pam3CSK.

Se incubaron células THP-1 con diferentes dosis de CD52-Fc o Fc control en presencia del agonista de TLR-2
Pam3CSK, los medios se recogieron y la concentracion de IL-1f3 se midié por ELISA.

Figura 26: hCD52-Fc (50 ug/ml) suprime la secrecion de IL-183 por células THP1 diferenciadas en respuesta a
alumbre.

Se diferenciaron células THP-1 con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), se lavaron y se incubaron con CD52-Fc o
Fc control. El medio se recogio y la concentracion de IL-18 se midié por ELISA.

Figura 27: mCD52-Fc suprime la secrecion de IL-18 por células dendriticas derivadas de médula 6sea de ratén en
respuesta a un rango de estimulos inmunes innatos.

Se incubaron células dendriticas derivadas de la médula 6sea (BMDC) de ratones C57/B6 con CD52-Fc o PBS de
raton (Control) en presencia de LPS, CPG o Listeria monocytogenes, preparadas con LPS y, a continuacion,
estimuladas con los agonistas de inflamasoma conocidos, urato monosédico (MSU), alumbre y nigericina. Las
concentraciones de citoquina en los medios se midieron por ensayo de matriz de citoquina multiple.

Figura 28: El tratamiento con neuraminidasa de A. ureafaciens abole el efecto supresor de mCD52-Fc sobre la
produccién de IL-1B inducida por LPS por células THP-1.

Se incubaron células THP-1 con mCD52-Fc tratada con neuraminidasa o tampon de reacciéon en presencia de LPS.
Los medios se recogieron y la concentracion de IL-1f3 se midi6 por ELISA.

Figura 29: El tratamiento con PNGasa-F para separar el oligosacarido ligado a N abole el efecto supresor de hCD52-
Fc sobre la seccion de IL-18 inducida por LPS por células THP-1

Se us6 CD52-Fc humana (300 ug) tratado con o sin PNGasa F para separar el oligosacarido ligado a N para tratar
células THP-1 en presencia de LPS. Los medios se recogieron y la concentracion de IL-13 se midi6é por ELISA.

Leyenda al listado de secuencia

SEQ ID NO: 1 Transcrito de ARNm de CD52 humana (Secuencia de referencia de NCBI: NM_001803.2)
SEQ ID NO: 2 Secuencia de aminoacidos de CD52 humana

SEQ ID NO: 3 Péptido soluble de 12 aminoacidos de CD52 humana
SEQ ID NO: 4 Péptido de CD52 soluble de mono ortélogo

SEQ ID NO: 5 Péptido de CD52 soluble de raton ortélogo

SEQ ID NO: 6 Péptido de CD52 soluble de rata ortdlogo

SEQ ID NO: 7 Péptido de CD52 soluble de perro ortélogo

SEQ ID NO: 8 Cebador F de CD52

SEQ ID NO: 9 Cebador R de CD52

SEQ ID NO: 10 Cebador F de FOXP3

SEQ ID NO: 11 Cebador R de FOXP3

SEQ ID NO: 12 Cebador F de CTLA-4

SEQ ID NO: 13 Cebador R de CTLA-4

SEQ ID NO: 14 Cebador F de GITR

SEQ ID NO: 15 Cebador R de GITR

SEQ ID NO: 16 Cebador F de CD127

SEQ ID NO: 17 Cebador R de CD127

SEQ ID NO: 18 Cebador directo (F, del inglés “Forward”) de IL-2a
SEQ ID NO: 19 Cebador inverso (R, del inglés “Reverse”) de IL-2a.
SEQ ID NO: 20 Cebador directo de IL-27(3

SEQ ID NO: 21 Cebador inverso de IL-27(3

SEQ ID NO: 22 Cebador directo de IL-12a

SEQ ID NO: 23 Cebador inverso de IL-12a

10
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SEQ ID NO: 24 Cebador 1F1

SEQ ID NO: 25 Cebador 1R1

SEQ ID NO: 26 Cebador 1F2

SEQ ID NO: 27 Cebador 1R2

SEQ ID NO: 28 Cebador 2F

SEQ ID NO: 29 Cebador 2R1

SEQ ID NO: 30 Cebador 2R2

SEQ ID NO: 31 Cebador directo de CD52
SEQ ID NO: 32 Cebador inverso de CD52
SEQ ID NO: 33 Cebador directo de IL-2

SEQ ID NO: 34 Cebador inverso de IL-2

SEQ ID NO: 35 Cebador directo de IL-4

SEQ ID NO: 36 Cebador inverso de IL-4

SEQ ID NO: 37 Cebador directo de IL-10
SEQ ID NO: 38 Cebador inverso de IL-10
SEQ ID NO: 39 Cebador directo de IL-13
SEQ ID NO: 40 Cebador inverso de I1L-13
SEQ ID NO: 41 Cebador directo de FoxP3
SEQ ID NO: 42 Cebador inverso de FoxP3
SEQ ID NO: 43 Cebador directo de CD127
SEQ ID NO: 44 Cebador inverso de CD127
SEQ ID NO: 45 Cebador directo de CTLA-4
SEQ ID NO: 46 Cebador inverso de CTLA-4
SEQ ID NO: 47 Cebador directo de FASLG
SEQ ID NO: 48 Cebador inverso de FASLG
SEQ ID NO: 49 Cebador directo de TGFb1
SEQ ID NO: 50 Cebador inverso de TGFb1
SEQ ID NO: 51 Cebador directo de TGFb2
SEQ ID NO: 52 Cebador inverso de TGFb2
SEQ ID NO: 53 Cebador directo de IFNg
SEQ ID NO: 54 Cebador inverso de IFNg
SEQ ID NO: 55 Cebador directo de IL-12 alfa
SEQ ID NO: 56 Cebador inverso de IL-12 alfa
SEQ ID NO: 57 Cebador directo de Ebi3

SEQ ID NO: 58 Cebador inverso de Ebi3
SEQ ID NO: 59 Cebador directo de RARA
SEQ ID NO: 60 Cebador inverso de RARA
SEQ ID NO: 61 Cebador directo de GITR
SEQ ID NO: 62 Cebador inverso de GITR
SEQ ID NO: 63 Cebador directo de GRANZMB
SEQ ID NO: 64 Cebador inverso de GRANZMB
SEQ ID NO: 65 Cebador directo de ALDH1A2
SEQ ID NO: 66 Cebador inverso de ALDH1A2
SEQ ID NO: 67 Cebador directo de ACTIN
SEQ ID NO: 68 Cebador inverso de ACTIN
SEQ ID NO: 69 Secuencia de proteina Siglec-10 humana (N.° de Acceso GenBank AF310233.1)

Descripcion detallada de la invenciéon
Técnicas y definiciones generales

A menos que se defina especificamente lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
memoria se tomaran que tienen el mismo significado que lo normalmente entendido por un experto en la técnica (por
ejemplo, en cultivo celular, genéticas moleculares, inmunologia, inmunohistoquimica, quimica proteica y bioquimica).

A menos que se indique lo contrario, la proteina recombinante, el cultivo celular, y las técnicas inmunolégicas
utilizadas en la presente invencion son procedimientos estandar, bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales
técnicas se describen y explican por la bibliografia en fuentes tales como, J. Perbal, “A Practical Guide to Molecular
Cloning”, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring
Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), “Essential Molecular Biology: A Practical Approach”,
Volumenes 1y 2, IRL Press (1991), D.M Glover and B.D. Hames (editores), “DNA Cloning: A Practical Approach”,
Volumenes 1-4, IRL Press (1995 y 1996), y F.M. Ausubel et al., (editores), “Current Protocols in Molecular Biology”,
Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience (1988, incluyendo todas las actualizaciones hasta la actualidad), Ed
Harlow and David Lane (editores) “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), y J.E.
Coligan et al. (editores) “Current Protocols in Immunology”, John Wiley & Sons (incluyendo todas las actualizaciones
hasta la actualidad).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703236 T3

El término “y/o”, por ejemplo, “X y/o Y” se entendera que significa o bien “X e Y’ 0 “X o Y’ y se tomara que
proporciona el soporte explicito para ambos significados o para cualquiera de los dos significados.

Como se usa en la presente memoria, el término “aproximadamente”, a menos que se indique lo contrario, se refiere
a +/- 20 %, mas preferiblemente +/- 10 %; mas preferiblemente +/- 5 %, del valor designado. Para evitar la duda, el
término “aproximadamente” seguido de un valor designado es para ser interpretado como que también abarca el
propio valor designado exacto (por ejemplo, “aproximadamente 10” también abarca 10 exactamente).

A lo largo de esta memoria la palabra “comprender”, o variaciones tales “comprende” o “que comprende”, se
entendera que implica la inclusiéon de un elemento indicado, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, numeros
enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos,
numeros enteros o etapas.

Como se usa en la presente memoria, el término “respuesta inmune” tiene su significado normal en la técnica, e
incluye tanto la inmunidad humoral como celular. Una respuesta inmune puede estar mediada por uno o mas de,
activacion de linfocito T, activacion de linfocito B, activacién de linfocito citolitico natural, activacién de células que
presentan antigeno (por ejemplo, linfocitos B, DC, monocitos y/o macrofagos), produccion de citoquina, produccion
de quimiocina, expresién del marcador de superficie celular especifico, en particular, expresion de moléculas
coestimuladoras. En una realizacion preferida, la respuesta inmune que se suprime usando los métodos de la
invencion es al menos la funcién del linfocito T efector reduciendo la supervivencia, actividad y/o proliferacion de
este tipo celular. En otra realizacion preferida, la respuesta inmune que se suprime usando los métodos de la
invencion es al menos una o mas de la funcion de monocito, macréfago o célula dendritica reduciendo la
supervivencia, actividad y/o proliferacion de uno o mas de estos tipos celulares. En una realizacion preferida
adicional, la respuesta inmune se suprime a un limite de modo que induce tolerancia a un antigeno tal como un
autoantigeno.

Como se usa en la presente memoria, “tolerancia” se refiere a un estado de inmuno insensibilidad a un antigeno
especifico o grupo de antigenos a los cuales un sujeto es normalmente sensible. La tolerancia inmune se consigue
bajo condiciones que suprimen la reacciéon inmune y no es justo la ausencia de una respuesta inmune.

Como se usa en la presente memoria, los términos “que trata”, “tratar” o “tratamiento” incluyen administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente suficiente para reducir o eliminar al menos un sintoma de la
enfermedad.

Como se usa en la presente memoria, los términos “que previene”, “prevenir’ o “prevencion” incluyen administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente suficiente para prevenir la manifestacion de al menos un sintoma
de la enfermedad.

Como se usa en la presente memoria, el término “que suprime” incluye que reduce en cualquier cantidad
cuantificable.

Como se usa en la presente memoria, el término “sujeto” se refiere a un animal, por ejemplo, un mamifero. En una
realizacion preferida, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un humano. Otras realizaciones preferidas incluyen
animales de ganado tales como caballos, reses, ovejas y cabras, asi como animales de compaiiia tales como gatos
Y perros.

Como se usa en la presente memoria, el término “hospedador” se refiere a cualquier organismo del cual se puede
aislar CD52 soluble o en el que se puede producir CD52 soluble, por algin medio. El hospedador puede ser el
organismo completo o puede ser una célula derivada del mismo. El hospedador puede ser un animal, por ejemplo,
un mamifero. En una realizacion preferida, el hospedador es mamifero, por ejemplo, un humano. Otros
hospedadores preferidos incluyen ratones, ratas, monos, hamsteres, cobayas, conejos, y cualquier animal o célula
que pueda servir como un hospedador adecuado del cual se puede aislar CD52 soluble o en el que se puede
producir CD52 soluble.

Como se usa en la presente memoria, los términos “ligados”, “pegados”, “conjugados”, “unidos”, “acoplados o
variaciones de los mismos se usan mucho para referirse a cualquier forma de asociacién covalente o no covalente
que juntan una entidad a otra durante algun periodo de tiempo.

CD52 soluble

La presente descripcién describe, por primera vez, la supresion de células inmunes tales como linfocitos T efectores,
monocitos y células dendriticas por un fragmento de glucoproteina CD52 soluble. CD52 es una glucoproteina
anclada a glucosilfosfatidilinositol (GPI) de superficie presente en la mayoria de las células linfoides, inicialmente
reconocida como la diana de anticuerpos monoclonales CAMPATH que se une al complemento usados
terapéuticamente para someter a agotamiento los linfocitos (Treumann et al., 1995; Xia et al., 1991; Hale, 2001). El
transcrito de ARNm del gen de CD52 humana se muestra en la SEQ ID NO: 1 y la secuencia de aminoacidos
traducidos se muestra en la SEQ ID NO: 2. La CD52 madura atada por su ancla de GPI comprende solamente 12
aminoacidos y un carbohidrato terminal ligado a (N) asparagina.
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A menos que se indique lo contrario, los términos “glucoproteina CD52 soluble”, “CD52 soluble”, “glucoproteina
soluble” y variaciones de los mismos se usan intercambiablemente en la presente memoria.

La CD52 anclada a membrana se puede escindir (por ejemplo, enzimaticamente) para liberar un fragmento peptidico

soluble que comprende la secuencia de aminoacidos GONDTSQTSSPS (SEQ ID NO: 3). La glucoproteina CD52
soluble descrita en la presente memoria puede comprender una secuencia de aminoacidos al menos 60 % idéntica a
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 o al menos 60 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de otras
secuencias de fragmento soluble de CD52 ortélogas conocidas. Por tanto, la presente descripcion abarca las
secuencias ortélogas del fragmento de péptido de CD52 soluble. Tales secuencias incluyen pero no se limitan a la

secuencia de  mono SQN ATSQSSPS (SEQ ID NO: 4), la  secuencia de ratdn
GQATTAASGTNKNSTSTKKTPLKS (SEQ ID NO: 5), la secuencia de rata

perro GNSTTPRMTTKKVKSATPA (SEQ ID NO: 7), y otras secuencias ortélogas faciimente identificables a partir de
las secuencias de polipéptido y polinucleétidos de CD52 conocidas.

El porcentaje de identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos o polinucledtidos descritas en la
presente memoria se puede determinar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de
aminoacidos y polinucledtidos se pueden comparar manualmente o usando herramientas de comparacion e
identificacion de secuencia basadas en ordenador que emplean algoritmos tales como BLAST (del inglés “Basic
Local Aligment Search Tool”; Altschul et al., 1993); véase también www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), el método de
alineamiento Clustal (Higgins and Sharp, 1989) y otros, en donde los parametros apropiados para cada comparacion
de secuencia especifica se pueden seleccionar como se entenderia por un experto en la técnica. La secuencia de
aminoacidos de la porcion de péptido de la glucoproteina descrita en la presente memoria puede ser al menos 65 %,
al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % idéntica, o al menos
99 % idéntica a una cualquiera o mas de las secuencias de aminoacidos identificadas en las SEQ ID NO: 3,4, 5,6 o
7. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la porcion de péptido de la glucoproteina descrita en la presente
memoria puede ser 100 % idéntica a una cualquiera de las secuencias de aminoacidos identificadas de las SEQ ID
NO: 3,4,5,607.

La glucoproteina CD52 soluble aislada se puede usar para producir composiciones farmacéuticas de la invencion. El
término “aislado” se usa en la presente memoria para definir el aislamiento de la glucoproteina CD52 soluble de
manera que esta presente en una forma adecuada para la aplicaciéon en una composicién farmacéutica. Por tanto, la
glucoproteina descrita en la presente memoria se aisla de otros componentes de una célula hospedadora o fluido o
sistema de expresion al limite que es requerido para posterior formulacion de la glucoproteina como composicion
farmacéutica. Por lo tanto, la glucoproteina aislada se proporciona en una forma que esta basicamente libre de otros
componentes de una célula hospedadora (por ejemplo, proteinas) que pueden esconder el efecto farmacéutico de la
glucoproteina. Por tanto, la glucoproteina aislada puede estar libre o basicamente libre de material con el que se
asocia de manera natural tal como otras glucoproteinas, polipéptidos o acidos nucleicos con los que se encuentra en
su ambiente natural, o el ambiente en el que se prepara (por ejemplo, cultivo celular) cuando tal preparacion es por
tecnologia de ADN recombinante llevada en practica in vitro o in vivo. La glucoproteina soluble se puede aislar de
una célula hospedadora o fluido o sistema de expresién por métodos conocidos en la técnica.

El término “soluble” se usa en la presente memoria para definir un péptido o glucoproteina que no esta unido a una
membrana celular. El péptido o glucoproteina soluble puede ser capaz de moverse libremente en cualquier
disolvente o fluido, tal como un fluido corporal. Por ejemplo, el péptido o glucoproteina soluble puede ser capaz de
circular en sangre.

El carbohidrato puede ser cualquier resto de carbohidrato pegado al fragmento de péptido de CD52 soluble. Por
ejemplo, el carbohidrato puede ser cualquier resto de carbohidrato que se encuentra que esta pegado a la porcidon
extracelular de la proteina CD52 en un hospedador. Por tanto, el carbohidrato puede ser cualquier carbohidrato
capaz de estar pegado a la porcion extracelular de la proteina CD52 por una reaccién de glucosilacién conocida por
tener lugar en un hospedador.

Los restos de carbohidrato presentes en una glucoproteina CD52 de origen natural se pueden identificar por
métodos conocidos, tales como los descritos en Schroter et al., (1999). Tales restos de carbohidrato se pueden
identificar a partir de glucoproteinas CD52 presentes en cualquier célula hospedadora que exprese CD52, y
particularmente linfocitos, tales como linfocitos T CD4* o CD8*, monocitos o células del tracto genital, tales como
espermatozoides o células del conducto epididimo. Por tanto, la estructura precisa del resto de carbohidrato se
puede determinar aplicando métodos tales como espectrometria de masas (por ejemplo, Espectrometria de Masa de
Desorcion/lonizacion mediante Iaser asistido por Matriz acoplada a Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF), cromatografia
de intercambio aniénico Mono-Q, cromatografia de intercambio aniénico de alto pH (HPAEC-PAD), andlisis de
metilacion, digestion por endo-B-galactosidasa, y otros métodos. Los N-glucanos se pueden separar de una
glucoproteina CD52 de origen natural usando enzimas de escisidon conocidas tales como péptido-N4-(N-acetil-3-D-
glucosaminil)asparaginas amidasa F (“PNGasa F” de Flavobacterium meningosepticum, recombinante de
Escherichia coli; obtenible de proveedores comerciales tales como Roche). Los N-glucanos se pueden aislar para
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caracterizacion adicional usando métodos cromatograficos conocidos, tales como cromatografia de fase inversa C8.
En un ejemplo, el carbohidrato puede comprender uno o mas azucares bi-, tri- o tetra-antenarios, los cuales pueden
estar terminalmente sometidos a sialilacion. Por ejemplo, el carbohidrato puede comprender uno o mas azucares
tetra-antenarios. Los azucares pueden ser ramificados o no ramificados. Los azlcares pueden comprender una
fucosa proximal. Por tanto, el carbohidrato puede estar sometidos a fucosilacion. Los azicares pueden comprender
una o mas repeticiones de N-acetillactosamina. Por tanto, los azlcares pueden comprender unidades de
polilactosamina. Ademas, los azucares pueden comprender un nucleo de manosa.

El carbohidrato puede tener una o mas de las estructuras descritas en Treumann et al. (1995). Por tanto, por
ejemplo, el carbohidrato puede tener cualquiera de las siguientes estructuras:

A
SAm-6
BAp2-)
L
B
: Shed-6
Saod=1
c -
S | [~ (GBI -40INACHI- G| 41 NACH1 -6 Dctihch1-4
P Galfl-4 — Maner] -4 Futal -4
HGMDL-4GICNACH 1), Galdl - ) BINAGE -3 leNAG1-2 B
Galpi-d == Manfi-4QHACR-4GkNACh -
GleNAGHL-4 :
Shua- e
L Gl ~4GleNACh1-1

Por tanto, el carbohidrato puede comprender uno o mas acidos sialicos. El uno o mas acidos sialicos puede estar
localizado en cualquier porcion del carbohidrato. Por ejemplo, el uno o mas acidos sialicos puede ser acidos sialicos
terminales. En un ejemplo particular, el carbohidrato puede comprender acidos «a2-6 sidlicos. Por tanto, el
carbohidrato puede comprender uno o mas grupos o.2-6 sialilactosa de superficie. Los unos o mas acidos sialicos
pueden estar pegados a galactosa en enlace $1-4 con N-acetilglucosamina.

La presente descripcion demuestra que la glucoproteina CD52 soluble ejerce su efecto supresor al menos en parte
por la unién al acido sialico que se une a lectina-10 tipo Ig (Siglec-10), un receptor de transmembrana de superficie
celular y miembro de la superfamilia de la inmunoglobulina que porta dos motivos de inhibicion basados en tirosina
inmunoreceptor citoplasmico (ITIM, del inglés “Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif’) (Munday et al.,
2001; Crocker et al., 2007). Por tanto, la glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede ser capaz de
unirse a Siglec-10. Por ejemplo, la glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede comprender un
resto de carbohidrato capaz de unirse a Siglec-10. En un ejemplo, el resto de carbohidrato comprende uno o mas
grupos a.2-6- o a2-3-sialillactosa que son capaces de unirse a Siglec-10. Alternativamente, el resto de carbohidrato
puede comprender algunos otros grupos de superficie que sean capaces de unirse a Siglec-10.
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La glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede ser capaz de unirse a Siglec-10 derivada de
cualquier especie. Por ejemplo, la glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede ser capaz de unirse
a Siglec-10 derivada de cualquier especie de mamifero. Preferiblemente, la glucoproteina soluble descrita en la
presente memoria es capaz de unirse a Siglec-10 humana. La secuencia de polipéptido de Siglec-10 humana se
define en Munday et al. (2001), en N.° de acceso de GenBank AF310233.1, y en la SEQ ID NO: 69.

La glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede ser capaz de efectuar la sefializacion por el
receptor de Siglec-10. Por tanto, la glucoproteina soluble descrita en la presente memoria puede ser capaz de unirse
a Siglec-10 a cualquier limite suficiente para efectuar la sefializacién por el receptor de Siglec-10. Por tanto, el nivel
preciso de union a Siglec-10 puede variar. Los métodos para determinar si una glucoproteina dada es capaz de
unirse a Siglec-10, y para determinar si una glucoproteina dada es capaz de efectuar la sefializacion por el receptor
de Siglec-10 son conocidos en la técnica.

Mas ejemplos del carbohidrato de CD52 ligado a N que la glucoproteina descrita en la presente memoria puede
comprender son aquellos derivados o derivables de glucoproteinas CD52 de linfocito hospedador o glucoproteinas
CD52 de célula de tracto genital.

Debido a la naturaleza compleja de muchos restos de carbohidrato de origen natural conocidos por estar ligados a la
porcién de proteina extracelular de CD52 humana y las muchas variaciones en estas estructuras que pueden surgir
de patrones de glucosilacion variantes, se entendera que la naturaleza precisa del resto de carbohidrato presente en
la glucoproteina descrita en la presente memoria puede variar. Como se indicé anteriormente, los métodos estan
disponibles para identificar precisamente restos de carbohidrato particulares de glucoproteinas CD52 de origen
natural. Ademas, se puede afiadir un nimero de diferentes restos de carbohidrato al fragmento de péptido soluble
de CD52 expresando CD52 bajo condiciones de glucosilacion variantes. Por ejemplo, la glucoproteina soluble
descrita en la presente memoria se puede expresar en y/o aislar de linfocitos hospedadores, monocitos o células del
tracto genital hospedadoras (por ejemplo, espermatozoides, o células del conducto epididimo) o fluido seminal y, por
lo tanto, puede comprender diferentes grupos de carbohidrato como resultado. Los inventores han mostrado que la
CD52 soluble presente en semen humano, igualmente a la CD52 soluble liberada de linfocitos tales como linfocitos
B Daudi, es capaz de suprimir la funcion del linfocito T y/o una respuesta inmune. Se pueden seleccionar células
hospedadoras alternativas que proporcionan diferentes condiciones de glucosilacién para la expresion de CD52
soluble para proporcionar formas alternativas de carbohidrato sobre la glucoproteina soluble.

El carbohidrato puede estar pegado a uno cualquiera o0 mas aminoacidos en el péptido que es capaz de tener un
resto de carbohidrato pegado al mismo. Por ejemplo, el carbohidrato puede estar pegado a uno o mas restos de
asparagina, serina, treonina, tirosina, hidroxilisina, hidroxiprolina, fosfoserina o triptéfano si esta presente en la
secuencia de aminoacidos. En un ejemplo, el carbohidrato esta pegado al resto de asparagina (N) en una porcién de
péptido que tiene una secuencia al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % idéntica, o es 100 % idéntica, a la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 3.

La presente descripcion también proporciona variantes, mutantes, fragmentos biolégicamente activos,
modificaciones, analogos y/o derivados de la glucoproteina descrita en la presente memoria. Tales compuestos se
pueden identificar mediante cribado de compuestos que imitan la estructura y/o funcion del polipéptido descrito en la
presente memoria, usando métodos que incluyen cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Funcién de CD52 soluble

La glucoproteina descrita en la presente memoria es preferiblemente capaz de suprimir la actividad (“funcion”) de
células inmunes incluyendo linfocitos (tales como un linfocito T) y monocitos. Por ejemplo, la glucoproteina descrita
en la presente memoria es capaz de suprimir uno o mas de la funcion de linfocito T efector, monocito, macrofago y
célula dendritica. Los linfocitos T efectores, monocitos, macrofagos y células dendriticas y sus funciones seran
conocidos por un experto en la técnica.

Los linfocitos T se pueden identificar facilmente por la presencia de cualquiera de uno o mas marcadores de linfocito
T conocidos en la técnica. La glucoproteina descrita en la presente memoria es capaz de reducir la proliferacion de
linfocito T en respuesta a la exposicidn a antigeno, y/o capaz de reducir la produccion de citoquina de linfocito T (tal
como la produccion de una cualquiera o mas de IFN-y, IL-2, IL-10, IL-17, G-CSF, TNF-a y otras citoquinas conocidas
por ser secretadas por linfocitos T activados). Por ejemplo, CD52 soluble es capaz de reducir la produccion de IFN-y
por linfocitos T.

En otro ejemplo, CD52 soluble es capaz de reducir la secrecion de IL-1B por monocitos, macréfagos y células
dendriticas.

Por consiguiente, la glucoproteina descrita en la presente memoria es capaz de reducir una respuesta inmune en un
hospedador. Los inventores han mostrado que la glucoproteina descrita en la presente memoria es capaz de reducir
la funcion de linfocito T efector en respuesta a la exposicion a cualquier antigeno. La funcién supresora no es
dependiente del antigeno particular usado en la exposicion. Por tanto, la glucoproteina descrita en la presente
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memoria es capaz de reducir una respuesta inmune a cualquier antigeno. En un ejemplo, el antigeno es un
autoantigeno.

Se pueden usar algunos métodos conocidos de determinacion de la supresion de la funcién del linfocito T y/o una
respuesta inmune, tal como (pero no limitado a) los descritos en los ejemplos de la presente memoria. Por tanto, los
métodos pueden comprender determinar el efecto de la glucoproteina descrita en la presente memoria sobre uno o
mas de la proliferacion de linfocito T efector, monocito, macréfago y célula dendritica y/o sobre la produccion de uno
cualquiera o mas de IFN-y, IL-2, IL-10, IL-17, G-CSF, TNF-qa, y otras citoquinas conocidas por ser secretadas por
linfocitos T activados, monocitos, macrofagos o células dendriticas.

Proteinas de fusiéon

La porcién de péptido de la glucoproteina CD52 descrita en la presente memoria puede, por ejemplo, estar
conjugada a una segunda proteina como una proteina de fusiéon. La segunda proteina puede ser cualquier proteina
capaz de incrementar la estabilidad y/o solubilidad de la glucoproteina, de aumentar el proceso de produccion de la
glucoproteina por métodos recombinantes, o de aumentar el efecto terapéutico de la glucoproteina. Por tanto, la
segunda proteina puede ser capaz de incrementar la semivida de la glucoproteina descrita en la presente memoria.

La segunda proteina puede ser de cualquier longitud adecuada. En una realizacion, la segunda proteina puede ser
relativamente corta. Por ejemplo, la segunda proteina puede consistir en cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, o
mas aminoacidos. La segunda proteina puede comprender al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9 o al menos 10 aminoacidos. La segunda proteina también
puede comprender mas de 10 aminoacidos. Por ejemplo, la segunda proteina puede comprender al menos 10, al
menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, o al menos 50 aminoacidos.

En un ejemplo, la segunda proteina es un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo adecuados
incluyen cualquier fragmento de anticuerpo que es capaz de activar el sistema inmune. El fragmento de anticuerpo
puede ser una region del fragmento cristalizable (Fc) (que puede ser un polipéptido sencillo) o uno cualquiera o mas
dominios constantes de cadena pesada (por ejemplo, dominios Cy 2, 3 y/o 4) de una region Fc. En un ejemplo, la
segunda proteina es un fragmento Fc.

En otro ejemplo, la segunda proteina puede ser una etiqueta de purificacion. Se conocen muchos ejemplos de
etiquetas de purificacion, e incluyen (sin limitacion) una etiqueta His, etiqueta T7, etiqueta FLAG, etiqueta S, etiqueta
HA, etiqueta c-Myc, DHFR, un dominio de unién a quitina, un dominio de unién a calmodulina, un dominio de unién a
celulosa, una etiqueta Strep 2 (una etiqueta de purificacion que codifica ocho aminoacidos que se unen a Strep-
Tactin, una estreptavidina especificamente modificada por ingenieria (Schmidt and Skerra, 2007), y otros.

La segunda proteina puede incrementar la solubilidad de la proteina expresada. Tales proteina incluyen (sin
limitacién) NusA, tiorredoxina, modificador tipo ubiquitina pequefia (SUMO, del inglés “Small Ubiquitin-like Modifier”),
ubiquitina y otras conocidas en la técnica.

La segunda proteina puede incrementar la solubilidad de la proteina expresada asi como aumentar los métodos de
purificacion. Tales proteinas incluyen (sin limitacion) GST, MBP, gen 10 de T7, y otras conocidas en la técnica.

La etiqueta de purificacién opcionalmente se puede separar de la proteina de fusién después de su produccion. Los
métodos adecuados de separacion de una etiqueta de purificacion de una proteina de fusion variaran dependiendo
de la etiqueta de purificacion particular usada. Tales métodos seran generalmente conocidos en la técnica.

La proteina de fusion descrita en la presente memoria puede comprender una o mas de cualquiera de las segundas
proteinas anteriormente descritas, en cualquier combinacion. Por tanto, la proteina de fusion puede comprender un
fragmento de anticuerpo (tal como un Fc) y una etiqueta de purificacion (tal como una etiqueta Strep 2).

Polinucledtidos

La presente descripcién ademas proporciona polinucleétidos aislados o recombinantes que codifican el componente
de proteina de la glucoproteina CD52 soluble, o la proteina de fusion. Las secuencias de tales polinucledtidos son
derivables de las secuencias de aminoacidos de la proteina CD52 y el fragmento de péptido de CD52 soluble
descritos en la presente memoria y de la segunda proteina comprendida dentro de la proteina de fusion. Los
polinucledtidos descritos en la presente memoria también codifican una proteina CD52 de longitud completa, la cual
puede, por ejemplo, ser una forma madura de la misma, o un precursor de la misma.

El término “polinuclestido aislado” esta destinado a significar un polinucleétido que generalmente se ha separado de
las secuencias de polinucleétido con las que esta asociado o ligado en su estado nativo. Preferiblemente, el
polinucledtido aislado es al menos 60 % libre, mas preferiblemente al menos 75 % libre, y mas preferiblemente al
menos 90 % libre de otros componentes con los que se asocia de manera natural. Ademas, el término
“polinucledtido” se usa intercambiablemente en la presente memoria con los términos “molécula de acido nucleico”,
“gen” y “ARNm”.
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El término “recombinante” en el contexto de un polinucleédtido se refiere al polinucledtido cuando esta presente en
una célula, o en un sistema de expresion libre de célula, en una cantidad alterada en comparacién con su estado
nativo. En una realizacién, la célula es una célula que no comprende de manera natural el polinucleétido. Sin
embargo, la célula puede ser una célula que comprende un polinucleétido no endégeno que da como resultado una
cantidad alterada, preferiblemente incrementada, de producciéon del polipéptido codificado. Un polinucleétido
recombinante de la invencion incluye polinucleétidos que no se han separado de otros componentes de la célula
transgénica (recombinante), o sistema de expresion libre de célula, en el que esta presente, y polinucledtidos
producidos en tales células o sistemas libres de célula que posteriormente se separaron por purificacion de al menos
algunos otros componentes.

“Polinucledtido” se refiere a un oligonucleétido, un polinucledtido o cualquier fragmento del mismo. Puede ser ADN o
ARN de origen gendémico o sintético, de cadena doble o cadena sencilla, y combinado con carbohidrato, lipidos,
proteina, u otros materiales para producir una actividad particular definida en la presente memoria.

Los polinucledtidos descritos en la presente memoria pueden poseer, cuando se comparan con moléculas de origen
natural (tales como polinucleétidos gendémicos que codifican CD52 o un fragmento soluble de los mismos), una o
mas mutaciones que son deleciones, inserciones o sustituciones de restos de nucleétido. Los mutantes pueden ser
o bien de origen natural (es decir, aislados de una fuente natural) o sintéticos (por ejemplo, producidos realizando
mutagénesis dirigida a sitio o técnicas de barajado de ADN como se describe en lineas generales por Harayama
(1998)). Por tanto, esta claro que los polinucledtidos de la invencion pueden ser o bien de origen natural o
recombinantes.

La secuencia particular del polinucleétido se puede determinar a partir de la secuencia de péptido. Debido a la
redundancia del cédigo genético, se pueden usar secuencias diferentes para codificar el mismo péptido. Ademas, la
secuencia de polinucledtidos se puede alterar especificamente para aumentar su expresiéon en una célula
hospedadora particular. Tal proceso es bien conocido en la técnica como “optimizacion de codén”. Por tanto, el
polinucleétido descrito en la presente memoria puede ser coddn optimizado para aumentar la expresién en una
célula hospedadora.

Vectores

El polinucledtido descrito en la presente memoria se puede insertar en un vector de nucleétidos para facilitar la
expresion del componente proteico de la glucoproteina o la proteina de fusion. Por consiguiente, la presente
descripcion proporciona un vector que comprende un polinucleétido que codifica el componente proteico de la
glucoproteina descrita en la presente memoria o la proteina de fusion descrita en la presente memoria. El vector
puede ser o bien ARN o ADN, o bien procariota o eucariota, y puede ser un transposoén (tal como se describe en el
documento US 5.792.294), un virus o un plasmido.

Preferiblemente, el polinucledtido que codifica el componente proteico de la glucoproteina o la proteina de fusion
esta ligado de manera operativa a un promotor que es capaz de expresar el péptido bajo condiciones adecuadas.
“Ligado de manera operativa” como se usa en la presente memoria se refiere a una relacion funcional entre dos o
mas segmentos de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN). Generalmente, se refiere a la relacion funcional de un
elemento regulador transcripcional a una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor esta ligado de manera
operativa a una secuencia codificante, tal como un polinucleétido definido en la presente memoria, si estimula o
modula la transcripcién de la secuencia codificante en una célula apropiada o sistema de expresion libre de célula.
Generalmente, los elementos reguladores transcripcionales promotores que estan ligados de manera operativa a
una secuencia transcrita estan fisicamente contiguos a la secuencia transcrita, es decir, son cis-activos. Sin
embargo, algunos elementos reguladores transcripcionales, tales como los potenciadores, no necesitan estar
fisicamente contiguos o estar localizados en proximidad cercana a las secuencias codificantes cuya transcripcion
aumentan.

El vector es preferiblemente un vector de expresion. Como se usa en la presente memoria, un vector de expresion
es un vector de ADN o ARN que es capaz de transformar una célula hospedadora y de efectuar expresion de una
molécula de polinucleétido especificada. Preferiblemente, el vector de expresién también es capaz de replicarse
dentro de la célula hospedadora. Los vectores de expresion pueden ser o bien procariotas o eucariotas, y son
generalmente virus o plasmidos. Los vectores de expresion descritos en la presente memoria incluyen vectores que
funcionan (es decir, expresion de gen directa) en las células recombinantes descritas en la presente memoria
(incluyendo en células animales) o en un sistema de expresion libre de célula adecuado.

En particular, los vectores de expresion descritos en la presente memoria pueden contener secuencias reguladoras
tales como secuencias control de la transcripcion, secuencias control de la traduccion, origenes de replicacion, y
otras secuencias reguladoras que son compatibles con la célula recombinante o el sistema de expresion libre de
célula y que controlan la expresion de moléculas de polinucleétido descritas en la presente memoria. En particular,
los vectores descritos en la presente memoria pueden incluir secuencias control de la transcripcién. Las secuencias
control de la transcripcién son secuencias que controlan la iniciacion, elongacion y terminacion de la transcripcion.
Las secuencias control de la transcripcion particularmente importantes son aquellas que controlan la iniciacion de la
transcripcion, tales como las secuencias promotor, potenciador, operador y represor. Las secuencias control de la
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transcripcion adecuadas incluyen cualquier secuencia control de la transcripcién que pueda funcionar en al menos
una de las células recombinantes o sistemas de expresion libre de célula descritos en la presente memoria. Una
diversidad de tales secuencias control de la transcripcién son conocidas por los expertos en la técnica.

Los vectores descritos en la presente memoria también pueden contener (a) sefiales secretoras (es decir,
secuencias de acidos nucleicos de segmento sefial) para posibilitar que se secrete una proteina expresada o péptido
de una célula que produce el péptido y/o (b) secuencias de fusién que conducen a la expresion de péptidos descritos
en la presente memoria como proteinas de fusidon. Ejemplos de segmentos sefial adecuados incluyen cualquier
segmento sefial capaz de dirigir la secrecion de una glucoproteina o proteina de fusion descrita en la presente
memoria. Los vectores también pueden incluir secuencias intermedias y/o no traducidas de alrededor y/o dentro de
la(s) secuencia(s) de acidos nucleicos que codifican el péptido descrito en la presente memoria.

El polinucleétido o vector se puede expresar en una célula hospedadora o en un sistema de expresion libre de célula
para producir la glucoproteina o proteina de fusion descrita en la presente memoria. Tal expresion se puede realizar,
por ejemplo, en una célula mamifera, un sistema de expresion de baculovirus, un sistema de expresion fungico (el
cual se puede seleccionar para permitir la glucosilacion de la proteina expresada).

La célula hospedadora puede ser cualquier célula capaz de producir la glucoproteina o proteina de fusiéon descrita
en la presente memoria. Por tanto, en un ejemplo, la célula hospedadora es capaz de permitir la glucosilacion del
componente proteico de la glucoproteina descrita en la presente memoria. Las células hospedadoras adecuadas
pueden ser facilmente identificadas por el experto en la técnica, e incluyen, por ejemplo, células animales, tales
como células mamiferas. En un ejemplo, la célula hospedadora es una célula CHO, una célula de mieloma (tal como
las células de mieloma de raton NS-O o SP2-O) o una célula HEK293T. En otro ejemplo, la célula hospedadora es
un linfoblasto B Daudi (Hu et al., 2009).

Ademas, el polinucledtido o vector se puede introducir en una célula hospedadora para la administracion a un sujeto.
Por tanto, la composicién farmacéutica descrita en la presente memoria puede comprender una célula que
comprende el polinucleétido o vector descrito en la presente memoria. La célula puede ser una célula aislada. La
célula es preferiblemente una célula recombinante. Por tanto, la célula preferiblemente se somete a transfeccion con
un polinucleétido o vector descrito en la presente memoria. Se puede usar cualquier célula hospedadora adecuada
para la administracién a un sujeto. En un ejemplo, la célula puede ser una célula tomada del sujeto a tratar. Por
tanto, la célula puede ser una célula autéloga. Por consiguiente, se pueden tomar una o mas células de un sujeto, se
puede introducir un polinucleétido o vector como se describe en la presente memoria en la célula del sujeto, y, a
continuacion, se puede administrar la célula al mismo sujeto. En un ejemplo, la célula puede ser un linfocito, tal
como un linfocito T, tal como un linfocito T CD4*. Los métodos para tomar una muestra de célula adecuada de un
sujeto a este respecto seran conocidos en la técnica. Cuando la célula a usar es un linfocito, los métodos pueden
incluir linfocitaferesis. Igualmente se pueden usar otras células hospedadoras adecuadas, las cuales no necesitan
necesariamente ser derivadas del sujeto a ftratar. La expresién del polinucleétido o vector en la célula
preferiblemente da como resultado la produccién y/o secrecion de la glucoproteina descrita en la presente memoria.

La transformacién de un polinucleétido en una célula hospedadora se puede llevar a cabo por cualquier método
adecuado conocido en la técnica. Las técnicas de transformacion incluyen, pero no se limitan a, transfeccion,
electroporacion, microinyeccion, lipofeccion y adsorcion. Una célula recombinante puede seguir siendo unicelular o
puede convertir en un tejido, érgano o un organismo multicelular. Las moléculas de polinucledtido transformadas
como se describe en la presente memoria pueden seguir siendo extracromosémicas o pueden integrarse en uno o
mas sitios dentro de un cromosoma de la célula transformada (es decir, recombinante) de tal manera que se
conserva su capacidad de ser expresadas.

Las células hospedadoras adecuadas para transformarse incluyen cualquier célula que se puede transformar con un
polinucleétido como se describe en la presente memoria. Las células hospedadoras pueden ser o bien
endogenamente (es decir, de manera natural) capaces de producir polinucleétidos de la presente invencién o
pueden dejar de ser capaces de producir tales polipéptidos después de ser transformadas con al menos una
molécula de polinucledtido como se describe en la presente memoria.

Las tecnologias de ADN recombinantes se pueden usar para mejorar la expresion de una molécula de polinucleétido
transformada manipulando, por ejemplo, el nimero de copias de la molécula de polinucleétido dentro de una célula
hospedadora, la eficacia con la que aquellas moléculas de polinucleétido se transcriben, la eficacia con la que los
transcritos resultantes se someten a traduccion, y la eficacia de las modificaciones después de la traduccion. Las
técnicas recombinantes Utiles para incrementar la expresion de moléculas de polinucleétido como se describe en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a, moléculas de polinucleétido que se unen de manera operativa a
plasmidos de numero de copia alta, integracion de la molécula de polinucleétido en uno o mas cromosomas de la
célula hospedadora, ademas de las secuencias de estabilidad vector a plasmidos, sustituciones o modificaciones de
las sefiales control de la traduccion (por ejemplo, promotores, operadores, potenciadores), sustituciones o
modificaciones de sefales control de la traduccion (por ejemplo, sitios de unién a ribosoma, secuencias Shine-
Dalgano), modificacion de moléculas de polinucleétido como se describen en la presente memoria para
corresponder al uso de coddn de la célula hospedadora, y la delecion de las secuencias que desestabilizan los
transcritos.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703236 T3

La célula hospedadora se puede cultivar bajo condiciones eficaces para producir la glucoproteina o proteina de
fusion. Una vez que se expresa en la célula hospedadora, la glucoproteina o proteina de fusion se puede aislar por
métodos convencionales conocidos en la técnica. Por tanto, en una realizacion, una glucoproteina aislada o proteina
de fusiéon como se describe en la presente memoria se produce cultivando una célula capaz de expresar la
glucoproteina o proteina de fusion bajo condiciones eficaces para producir la glucoproteina o proteina de fusion, y
aislar la glucoproteina o proteina de fusion. Las condiciones de cultivo eficaces incluyen, pero no se limitan a,
medios eficaces, biorreactores, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permiten la produccion de
glucoproteina o proteina de fusién, y en particular, que permiten la glucosilacion. Un medido eficaz se refiere a
cualquier medio en el que una célula se cultiva para producir una glucoproteina o proteina de fusibn como se
describe en la presente memoria. Tal medio generalmente comprende un medio acuoso que tiene fuentes de
carbono, nitrogeno y fosfato asimilables, y sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como
vitaminas. Las células hospedadoras se pueden cultivar en biorreactores de fermentacidén convencionales, matraces
de agitacion, tubos de ensayo, placas de microtitulacion y placas Petri. El cultivo se puede llevar a cabo a una
temperatura, pH y contenido de oxigeno apropiado para una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo estan
dentro de la experiencia de un experto en la técnica.

También se puede usar cualquier sistema de expresion libre de célula adecuado para la expresién del polinucledtido
descrito en la presente memoria. Los sistemas de expresion libres de célula adecuados incluyen aquellos que
permiten la glucosilacion del componente proteico de la glucoproteina o proteina de fusion. Tales condiciones
pueden ser determinadas por un experto en la técnica.

La glucoproteina descrita en la presente memoria también se puede producir induciendo la expresion de CD52 en
una célula hospedadora aislada y aislando la glucoproteina CD52 soluble producida por la célula hospedadora. Por
tanto, la glucoproteina se puede producir usando una célula que produce de manera natural CD52 soluble. Las
células adecuadas seran identificables para el experto en la técnica e incluyen (sin limitacién) linfocitos, células del
area de ftracto genital (tales como espermatozoides), linfoblastos B Daudi (Hu et al., 2009), células K562 y otras.
Lineas celulares adicionales capaces de producir de manera natural CD52 soluble se pueden identificar por cribado
de la secrecion de CD52 soluble. Por tanto, las células cancerosas se pueden cribar por su capacidad de secretar
CD52 soluble.

Los métodos de produccioén de la glucoproteina descrita en la presente memoria a partir de una célula hospedadora
aislada que produce de manera natural CD52 soluble pueden comprender estimular la célula hospedadora para
producir mayores niveles de CD52 soluble. Esto se puede conseguir, por ejemplo, poniendo en contacto la célula
hospedadora con un antigeno. Se puede usar cualquier antigeno. En un ejemplo, el antigeno es un autoantigeno, tal
como GADG65. En otro ejemplo, el antigeno es toxoide tetanico.

Los métodos de produccién de la glucoproteina descrita en la presente memoria a partir de una célula hospedadora
aislada que produce de manera natural CD52 soluble también pueden comprender seleccionar una célula que
expresa de manera natural CD52 y poner en contacto la célula con una enzima capaz de escindir la porcion
extracelular de CD52 unido a membrana para liberar CD52 soluble. Las enzimas adecuadas son conocidas en la
técnica e incluyen fosfolipasas tales como fosfolipasa C.

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar sobre células aisladas o poblaciones celulares de
un tamafio suficiente para producir la cantidad deseada de CD52 soluble.

Células CD52"

La presente descripcion también proporciona células aisladas y poblaciones celulares que presentan altos niveles de
expresion de CD52. Por “alto (high)” se quiere decir que los niveles de expresion de CD52 son relativamente altos
en comparacion con los niveles de expresién de CD52 en una poblacién dada de células. La poblacion dada de
células puede ser, por ejemplo, una poblacion de linfocitos. La poblacién de linfocito puede comprender células Treg
y células no Treg. Ademas, la poblacion de linfocito puede haberse puesto en contacto con un antigeno para
estimular la actividad del linfocito. Alternativamente, la poblacion de células puede ser células del tracto genital, tal
como espermatozoides. Por el contrario, las células CD52° presentan niveles relativamente bajos de CD52 en
relacion con una poblacion dada de células.

En un ejemplo, se puede determinar que una célula es una célula CD52" (del inglés, CD52"") si el nivel de
expresion de CD52 en esa célula cae dentro de los niveles de expresion de CD52 maximos de 1 %, 5 %, 10 %, 20
%, 30 %, 40 % o0 50 % en una poblacion de células. Preferiblemente, una célula CD52" tiene un nivel de expresion
dentro del maximo de 10 % de la expresion de CD52 observada en una poblacion de células.

En un ejemplo, se puede determinar que una célula es una célula CD52"°(del inglés CD52'ow(aic)y sj el nivel de
expresion de CD52 en esa célula cae dentro de los niveles de expresion de CD52 minimos del 1 %, 5 %, 10 %, 20
%, 30 %, 40 % 0 50 % en una poblacion de células. Preferiblemente, una célula CD52'° tiene un nivel de expresion
dentro del minimo de 10 % de la expresién de CD52 observada en una poblacion de células.

La célula CD52" se puede aislar de la poblacion de células a partir de las que se identifica. Alternativamente, una
poblacion de células CD52" se pueden aislar de la poblacion celular inicial de la que se identifican las células
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CD52", Por tanto, las poblaciones celulares descritas en la presente memoria se pueden enriquecer con células
CD52",

Por lo tanto, la presente descripcidn proporciona una poblaciéon celular aislada que comprende una pluralidad de
células CD52". Las células CD52" pueden comprender al menos 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70%, 80%,
90 % 0 95 % de la poblacion celular enriquecida total.

Las células CD52" aisladas y las poblaciones de células CD52" descritas en la presente memoria son capaces de
producir la glucoproteina CD52 soluble descrita en la presente memoria.

Las células aisladas y las poblaciones celulares ademas se pueden definir por la presencia de uno o mas
marcadores celulares adicionales. En un ejemplo, las células CD52" son células CD4*CD52". Alternativamente las
células CD52" son células CD8*CD52". Marcadores adicionales que caracterizan estas células incluyen uno
cualquiera o mas de proteina relacionada con el receptor del factor de necrosis tumoral inducida por glucocorticoide
(GITR, del inglés “Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor”), CD127, ligando Fas (FasL, del inglés
“Fas Ligand” o CD95L), receptor de esfingosina-1-fosfato (S1PR, del inglés “Sphingosine-1-Phosphate Receptor”), la
glucoproteina anclada a GPI CD24, CD25, FoxP3, CTLA-4, y otros marcadores, en cualquier combinacién. Los
inventores han encontrado que los niveles de expresion de GITR, CD127, Fas L, S1PR y CD24 pueden ser mayores
en células Treg CD52" en comparacion con células CD52°. Por lo tanto, estos marcadores se pueden usar para
definir mas una célula CD52" o0 una poblacion de célula de CD52" como se describe en la presente memoria.

Ademas, la funcion de una célula dada se puede usar para definir una célula CD52" o una poblacion de célula
CD52" como se describe en la presente memoria Por ejemplo, se puede usar la capacidad de una célula que
expresa CD52 para reducir la funcion del linfocito T efector como se describe en la presente memoria para identificar
una célula CD52" o0 una poblacién de célula CD52M,

Medio de cultivo celular

Las células CD52" o una poblacion de célula CD52" como se describe en la presente memoria se puede cultivar
para producir el medio que comprende la glucoproteina soluble descrita en la presente memoria. Las condiciones de
cultivo adecuadas estaran claras para el experto en la técnica. Las células cultivadas ademas se pueden inducir
para incrementar su nivel de expresion de CD52 soluble por cualquier método adecuado, incluyendo poner en
contacto las células con antigeno.

Tratamiento celular ex vivo

La descripcion de la invenciéon también proporciona una composicién farmacéutica que comprende células,
preferiblemente células inmunes, y un portador farmacéuticamente aceptable, en donde las células se han tratado ex
vivo con uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusiéon que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

iii) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucleétido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

vi) una célula CD52" aislada capaz de producir la glucoproteina CD52 soluble;

vii) una poblacion celular aislada que comprende una pluralidad de células CD52" capaces de producir la
glucoproteina CD52 soluble;

viii) el medio de cultivo celular, o una fraccién del mismo que comprende la glucoproteina CD52 soluble, aislado
de un cultivo celular que comprende la célula de la parte vi) o la poblacién celular de la parte vii); y

ix) un agente capaz de incrementar el nivel de expresion de la glucoproteina CD52 soluble por una célula;

Las células de la composicion pueden ser, por ejemplo, sangre completa o una fraccion celular de la misma tal como
células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés “Peripheral Blood Mononuclear Cell”).

Tales células tratadas ex vivo se pueden usar en la presente invencion, por ejemplo, para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién mediada por la funcién del linfocito T efector, inflamacién o sepsis.

En una realizacion, las células son autdlogas con respecto al sujeto al que se administraran. En otra realizacion, las
células son alégenas.

Composiciones farmacéuticas

La presente descripcién proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno cualquiera o mas de la
glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledétido, el vector, la célula, las poblaciones celulares y el
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medio celular descritos en la presente memoria, y cualquier agente capaz de incrementar el nivel de expresion de
CD52 en una célula, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un portador farmacéuticamente aceptable incluye un portador adecuado para su uso en la administracién a
animales, tales como mamiferos y al menos preferiblemente seres humanos. En un ejemplo, el término
“farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del Gobierno Federal o estatal o
enumerado en la farmacopea americana u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales, y
mas particularmente en seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, excipiente, o vehiculo con el
que se administra el compuesto terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales
como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de
cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares.

Las composiciones terapéuticas se pueden preparar mezclando los compuestos deseados que tienen el grado
apropiado de pureza con portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales
(“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 16° edicion, Osol, A. ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas,
soluciones acuosas 0 suspensiones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son
preferiblemente no téxicos a recipientes a las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como
Tris, HEPES, PIPES, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico y metionina;
conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio,
cloruro de bencetonio; fenol, alcohol bencilico o butilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno;
catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; azucares tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no
ionicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Ejemplos adicionales de tales portadores
incluyen intercambiadores ionicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tales como albumina
de suero humano, sustancias tampoén tales como glicina, acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas de glicérido
parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales, o electrolitos tales como sulfato de protamina,
hidrogenofosfato disddico, hidrogenofosfato potasico, cloruro sodico, silice coloidal, trisilicato de magnesio,
polivinilpirrolidona y sustancias basadas en celulosa.

Una composicién farmacéutica como se describe en la presente memoria se formula para ser compatible con su ruta
prevista de administracion. Ejemplos de rutas de administracion incluyen parental (por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intratecal), mucosa (por ejemplo, oral, rectal, intranasal,
bucal, vaginal, respiratoria), enteral (por ejemplo, oralmente, tal como por comprimidos, capsulas o gotas,
rectalmente) y transdérmica (tdpica, por ejemplo, epicutanea, por inhalacion, intranasal, gotas de ojos, vaginal). Las
soluciones o suspensiones usadas para la aplicacion parenteral, intradérmica, enteral o subcutanea pueden incluir
los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para la inyeccion, solucion salina, aceites fijados,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales
como acido etilenodiaminotetraacético; tampones tales acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidroxido sddico. La preparacion parenteral se puede meter en ampollas, jeringuillas desechables o
viales de dosis multiple de vidrio o plastico.

La administracion transdérmica se lleva a cabo exponiendo el agente terapéutico a la piel de un paciente durante un
periodo de tiempo prolongado. Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar administracion
controlada de un agente farmacéutico al cuerpo (véase, por ejemplo, “Transdermal and Topical Drug Delivery: From
Theory to Clinical Practice”, Williams (ed), Pharmaceutical Press, UK (2003); “Transdermal Drug Delivery:
Developmental Issues and Research Initiatives”, Hadgraft and Guy (eds.), Marcel Dekker, Inc., (1989)). Por ejemplo,
se puede preparar un parche adhesivo sencillo de un material de refuerzo y un adhesivo de acrilato. El agente
terapéutico y cualquier potenciador se formulan dentro la solucion de moldeado adhesiva y se deja mezclar a fondo.
La solucién se moldea directamente sobre el material de refuerzo y el disolvente de moldeado se evapora en un
horno, dejando una pelicula adhesiva. Se puede unir el papel antiadherente para completar el sistema.

Alternativamente, se puede emplear un parche de matriz de poliuretano para administrar el agente terapéutico. Las
capas de este parche comprenden un refuerzo, una matriz farmaco/potenciador de poliuretano, una membrana, un
adhesivo, y un papel antiadherente. La matriz de poliuretano se prepara usando un prepolimero de poliuretano de
curado a temperatura ambiente. La adicion de agua, alcohol y complejo al prepolimero da como resultado la
formacién de un elastémero firme pegajoso que se puede moldear directamente sobre el material de refuerzo.

Una realizacién adicional de esta invencion utilizara un parche de matriz de hidrogel. Generalmente, la matriz de
hidrogel comprendera alcohol, agua, farmaco y varios polimeros hidréfilos. Esta matriz de hidrogel se puede
incorporar dentro de un parche transdérmico entre el refuerzo y la capa adhesiva.
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Para los sistemas de administracion pasiva, la tasa de liberacion generalmente se controla por una membrana
colocada entre el reservorio y la piel, mediante difusion a partir de un dispositivo monolitico, o por la propia piel que
sirve como una barrera que controla la tasa en el sistema de administracion (véase, los documentos US 4.816.258;
4.927.408; 4.904.475; 4.588.580; 4.788.062). La tasa de administracion dependera, en parte, de la naturaleza de la
membrana. Por ejemplo, la tasa de administracion a través de las membranas dentro del cuerpo es generalmente
mayor que a través de las barreras dérmicas.

Los materiales de membrana permeables adecuados se pueden seleccionar basandose en el grado deseado de
permeabilidad, la naturaleza del complejo, y las consideraciones mecanicas en relacion con la construccion del
dispositivo. Materiales de membrana permeables ilustrativos incluyen una amplia variedad de polimeros naturales y
sintéticos, tales como polidimetilsiloxanos (gomas de silicona), copolimero de etilenovinilacetato (EVA), poliuretanos,
copolimeros poliuretano-poliéter, polietilenos, poliamidas, polivinilcloruros (PVC), polipropilenos, policarbonatos,
politetrafluoroetilenos (PTFE), materiales celuldsicos, por ejemplo, triacetato de celulosa y nitrato/acetato de
celulosa, e hidrogeles, por ejemplo, 2-hidroxietiimetacrilato (HEMA).

Otros productos pueden estar contenidos en el dispositivo, tales como otros componentes convencionales de
productos terapéuticos, dependiendo de las caracteristicas de dispositivo deseadas. Por ejemplo, las composiciones
segun la invencion también pueden incluir uno o mas conservantes o agentes bacteriostaticos, por ejemplo,
hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, clorocresol, cloruros de benzalconio, y similares. Estas
composiciones farmacéuticas también pueden contener otros principios activos tales como agentes antimicrobianos,
particularmente anticuerpos, anestésicos, analgésicos y agentes antipruriticos.

Otra realizacion de esta invencién proporciona la administracion topica de la composicion farmacéutica. Este
régimen de tratamiento es adecuado o bien para la administracion sistematica del agente farmacéutico o para la
terapia localizada, es decir, directamente a tejido patolégico o deseado. Las preparaciones topicas se pueden
preparar combinando el complejo agente farmacéutico-modificador quimico con diluyentes y portadores
farmacéuticos convencionales cominmente usados en formulaciones tdpicas secas, liquidas, en crema y aerosol. El
unglento y las cremas se pueden, por ejemplo, formular con una base acuosa o aceitosa con la adicion de agentes
espesantes y/o gelificantes adecuados. Tales bases pueden incluir agua y/o un aceite tal como parafina liquida o un
aceite vegetal tal como aceite de cacahuete o aceite de ricino. Los agentes espesantes que se pueden usar segun la
naturaleza de la base incluyen parafina suave, estearato de aluminio, alcohol cetoestearilico, propilenglicol,
polietilenglicoles, lanolina, lanolina hidrogenada, cera de abeja y similares. Las lociones se pueden formular con una
base acuosa o aceitosa y, en general, también pueden incluir uno o mas de los siguientes: agentes estabilizantes,
agentes emulsionantes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes espesantes, agentes colorantes,
perfumes y similares. Los polvos se pueden formular con la ayuda de cualquier base en polvo adecuada, por
ejemplo, talco, lactosa, almidén y similares. Las gotas se pueden formular con una base acuosa o base no acuosa
también comprendiendo uno o mas agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes solubilizadores y
similares.

Las formas farmacéuticas para la administracion tépica incluyen polvos, pulverizadores, unglientos, pastas, cremas,
lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. El principio activo se puede mezclar bajo condiciones estériles con
un portador farmacéuticamente aceptable, y con algunos conservantes, tampones o propulsores que pueden ser
requeridos. Los unguentos, pastas, cremas y geles también pueden contener excipientes, tales como grasas
animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles,
siliconas, bentonitas, talco y 6xido de zinc, o mezclas de los mismos. Los polvos y pulverizadores también pueden
contener excipientes tales como lactosa, talco, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o
mezclas de estas sustancias. Los pulverizadores ademas pueden contener propulsores habituales, tales como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como butano y propano.

La administraciéon mucosa de farmaco (por ejemplo, gastrointestinal, sublingual, bucal, nasal, pulmonar, vaginal,
corneal, y membranas oculares) proporciona una entrada eficaz de sustancias activas a la circulacion sistémica y
reduce el metabolismo inmediato por la flora de la pared intestinal e higado (véase, por ejemplo, Lee, 2001; Song et
al., 2004; Hearnden et al., 2012). Las formas farmacéuticas de farmaco transmucosas (por ejemplo, comprimido,
supositorio, ungiiento, gel, pomadas, cremas, pesario, membrana y polvo) generalmente se mantienen en contacto
con la membrana mucosa y se desintegran y/o disuelven rapidamente para permitir la inmediata absorcion
sistémica.

Para la administracion a las membranas bucales o sublinguales, generalmente se usara una formulacion oral, tal
como pastilla para chupar, comprimido, o capsula. El método de produccion de estas formulaciones es conocido en
la técnica, incluyendo, pero no limitado a, la adicién del complejo agente farmacéutico-modificador quimico a un
comprimido preproduccién; compresion fria de un relleno inerte, un aglutinante, y o bien un complejo agente
farmacéutico-modificador quimico o una sustancia que contiene el complejo (como se describe en el documento US
4.806.356) y la encapsulacion.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Se pueden meter en
capsulas de gelatina o comprimir en comprimidos. Con el propdsito de administracion terapéutica oral, el principio
activo se incorpora con los excipientes y se usa en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las composiciones
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orales también se pueden preparar usando un portador fluido para su uso como enjuague bocal, en donde el
compuesto en el portador fluido se aplica oralmente y se agita y expectora o traga. Se pueden incluir agentes de
union farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes como parte de la composicion. Los comprimidos,
pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de
una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente
tal como almidén o lactosa; un agente desintegrante tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como dioxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo, o aroma a
naranja.

Otra formulacién oral es una que se puede aplicar con un adhesivo, tal como el derivado de celulosa, hidroxipropil
celulosa, a la mucosa oral, por ejemplo, como se describe en el documento US 4.940.587. Esta formulacion
adhesiva bucal, cuando se aplica a la mucosa bucal, permite la liberacién controlada del complejo agente
farmacéutico-modificador quimico en la boca y a través de la mucosa bucal.

Para la administracion a las membranas nasales y/o pulmonares, generalmente se empleara una formulaciéon en
aerosol. El término “aerosol” incluye cualquier fase suspendida trasmitida por gas del complejo agente farmacéutico-
modificador quimico que es capaz de ser inhalado dentro de los bronquiolos o fosas nasales. Especificamente, el
aerosol incluye una suspension trasmitida por gas de gotitas de los compuestos de la presente invencion, ya que se
puede producir en un inhalador o nebulizador de dosis medida, o en un pulverizador de vapor. El aerosol también
incluye una composicion en polvo seco del complejo agente farmacéutico-modificador quimico suspendido en aire u
otro gas portador, la cual se puede administrar por inhalacion a partir de un dispositivo inhalador.

Para la administracion mucosa o transdérmica, se pueden usar en la formulacién los penetrantes apropiados a la
barrera a penetrar. Tales penetrantes generalmente son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para la
administracion mucosa, detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando
soluble en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones inyectables
estériles o dispersion. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucion salina
fisiolégica, agua bacterioestatica, Cremophor™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina tamponada con fosfato
(PBS, del inglés “Phosphate Buffered Saline”). En todos los casos, la composicién debe ser estéril y deberia ser
fluida hasta el punto en el que existe facil capacidad de administrar en jeringuilla. Debe ser estable bajo las
condiciones de produccién y almacenamiento y se debe conservar frente a la accidon contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador es un disolvente o medio de dispersién que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se mantiene, por ejemplo, por el uso de un revestimiento tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiéon y por el uso de
tensioactivos. La prevenciéon de la accion de microorganismos se puede conseguir mediante diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico y similares. En muchos
casos, es preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol,
cloruro sodico en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se ocasiona incluyendo
en la composicion un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el principio activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes anteriormente enumerados, como se
requiera, seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el principio
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los
anteriormente enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de la preparacion son secado en vacio vy liofilizaciéon los cuales producen un polvo del
principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién filirada previamente estéril del mismo.

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable se entiende que designa un compuesto o una combinacién de
compuestos que entran en una composicion farmacéutica que no causa efectos secundarios y que hace posible, por
ejemplo, facilitar la administracion del principio activo, incrementar su vida y/o su eficacia en el cuerpo, incrementar
su solubilidad en la solucién o alternativamente aumentar su conservacion. Estos vehiculos farmacéuticamente
aceptables son bien conocidos y seran adaptados por los expertos en la técnica segun la naturaleza y el modo de
administracion del principio activo elegido.

Las composiciones farmacéuticas a usar para la administracion in vivo deberian ser estériles. Esto se consigue
facilmente por filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes de o después de la liofilizacion y la
reconstitucion. La composicion se puede almacenar en forma liofilizada o en solucién si se administra
sistémicamente. Si es en forma liofilizada, generalmente se formula en combinacién con otros ingredientes para la
reconstitucion con un diluyente apropiado en el momento de uso. Un ejemplo de una formulacion liquida es una
solucién no conservada estéril, clara, incolora rellenada en un vial de dosis Unica para la inyeccién subcutanea.
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Las composiciones farmacéuticas generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril,
por ejemplo, una bolsa o vial de solucién intravenosa que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion
hipodérmica. Las composiciones preferiblemente se administran parenteralmente, por ejemplo, como inyecciones
intravenosas o infusiones o se administran en una cavidad corporal.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria ademas pueden comprender un agente
terapéutico adicional conocido por suprimir la funcién del linfocito T efector y/o una respuesta inmune.

En una realizacion, la composicién ademas comprende insulina.

En otra realizacion, la composicién comprende ademas un autoantigeno. Ejemplos de autoantigenos utiles en las
composiciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a, los enumerados en la Tabla 1 (Lernmark, 2001).

Tabla 1. Autoantigenos recombinantes o purificados reconocidos por autoanticuerpos asociados con trastornos

autoinmunes humanos.

Autoantigeno

Enfermedad autoinmune

A. Autoinmunidad especifica a célula u 6rgano

Receptor de Acetilcolina

Miastenia gravis

Actina

Hepatitis activa crénica, cirrosis biliar primaria

Translocador de nucledtido de adenina (ANT, del inglés
“Adenine Nucleotide Translocator”)

Cardiomiopatia dilatada, miocarditis

B-Adrenoreceptor

Cardiomiopatia dilatada

L-aminoacido aromatico descarboxilasa

Sindrome poliendocrino autoinmune tipo | (SPA-I)

Receptor de asialoglicoproteina

Hepatitis autoinmune

Proteina de incremento de permeabilidad/bactericida
(Bpi)

Vasculitis fibrosis quistica

Receptor sensible a calcio

Hipoparatiroidismo adquirido

Enzima de escision de la cadena lateral de colesterol
(CYPIIa)

SPA-I

cadena as de colageno tipo IV

Sindrome de Goodpasture

Desmina de citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

Hepatitis Autoinmune

Desmina

Enfermedad de Crohn, enfermedad de arteria coronaria

Desmogleina 1

Pénfigo foliaceo

Desmogleina 3

Pénfigo vulgar

F-actina

Hepatitis autoinmune

gangliésidos GM

Sindrome de Guillain-Barré

Glutamato descarboxilasa (GAD65)

Diabetes tipo 1, sindrome de la persona rigida

Receptor de glutamato (GLUR, del inglés “Glutamate
Receptor”)

Encefalitis de Rasmussen

H/K ATPasa

Gastritis autoinmune

17-a-Hidroxilasa (CYP17)

SPA-I

21-Hidroxilasa (CYP21)

Enfermedad de Addison

IA-2 (ICA512)

Diabetes tipo 1

Insulina

Diabetes tipo 1, sindrome hipoglucémico de insulina
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(enfermedad de Hirata)

Autoantigeno

Enfermedad autoinmune

Receptor de insulina

Resistencia a insulina Tipo B, acantosis,

eritematoso sistémico (LES)

lupus

Factor tipo | intrinseco

Anemia perniciosa

Antigeno asociado a la funcién de leucocito (LFA-1, del
inglés “Leukocyte Function-associate Antigen”)

Artritis de Lyme resistente a tratamiento

Glucoproteina asociada a mielina (MAG, del inglés
“Myelin-Associate Glycoprotein”)

Polineuropatia

Proteina basica de mielina

Esclerosis multiple, enfermedades de desmielinaciéon

Glucoproteina de oligodendrocito de mielina (MOG, del
inglés “Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein”)

Esclerosis multiple

Miosina

Fiebre reumatoide

p-80-Coilina

Dermatitis atdpica

Complejo-E2 de piruvato deshidrogenasa (PDC-E2, del
inglés “Pyruvate Dehydrogenase Complex-E2”)

Cirrosis biliar primaria

Simportador de yoduro sédico (NIS, del inglés “Sodium
lodide Symporter”)

Enfermedad de Graves, hipotiroidismo autoinmune

SOX-10

Vitiligo

Proteina compartida con tiroides y musculo ocular

Oftalmopatia asociada a tiroides

Tiroglobulina

Tiroiditis autoinmune

Peroxidasa tiroidea

Tiroiditis de Hashimoto autoinmune

Receptor de tirotropina

Enfermedad de Graves

Transglutaminasa de tejido

Enfermedad celiaca

Coactivador p75 de transcripcion

Dermatitis atdpica

Triptéfano hidroxilasa

SPA-I

Tirosinasa

Vitiligo, melanoma metastatico

Tirosina hidroxilasa

SPA-I

B. Autoinmunidad sistémica

ACTH

Deficiencia de ACTH

Aminoacil-tARN histidil sintetasa

Miositis, dermatomiositis

Aminoacil-tARN sintetasa (varias)

Polimiositis, dermatomiositis

Cardiolipina

LES

Anhidrasa carboénica Il

LES, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica

Colageno (tipos multiples)

Artritis reumatoide (AR), LES, esclerosis sistémica
progresiva

Proteinas asociadas a centromero

Esclerosis sistémica

ATPasa estimulada por nucleosoma dependiente de
ADN

Dermatomiositis
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Autoantigeno Enfermedad autoinmune

Fibrilarina Escleroderma

Fibronectina LES, AR, morfea

Glucosa-6-fosfato isomerasa AR

B32-Glicoproteina | (B32-GPlI) Sindrome antifosfolipido primario

Golgin (95, 97, 160, 180) Sindrome de Sjogren, LES, AR

Proteina de choque térmico Diversos trastornos inmuno-relacionados

Proteina hemidesmosoémica 180 Ren{igoi?e ampolloso, herpes gestationis, penfigoide
cicatriza

Meétodos de tratamiento

La glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido, el vector, la célula, las poblaciones celulares,
el medio celular y la composicion farmacéutica descritos en la presente memoria, y cualquier agente capaz de
incrementar el nivel de expresiéon de CD52 en una célula, se pueden usar para suprimir la funcién del linfocito T
efector, inflamacion o sepsis. Por tanto, la glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido, el
vector, la célula, las poblaciones celulares, el medio celular y la composicién farmacéutica descritos en la presente
memoria, y cualquier agente capaz de incrementar el nivel de expresion de CD52 en una célula, se pueden usar
para tratar cualquier enfermedad o afecciéon mediada por los linfocitos T efectores, implicando inflamacién o sepsis.

En un ejemplo, la enfermedad o afeccion mediada por los linfocitos T efectores puede ser una enfermedad
autoinmune, rechazo a aloinjerto, una reaccion injerto-contra-huésped, o una enfermedad alérgica. El término
“enfermedad autoinmune” se refiere a cualquier enfermedad en la que el cuerpo produce una respuesta inmundgeno
(es decir, del sistema inmune) a algun constituyente de su propio tejido. Las enfermedades autoinmunes se pueden
clasificar en aquellas en las que predominantemente esta afectado un érgano (por ejemplo, anemia hemolitica y
tiroiditis autoinmune), y aquellas en las que el proceso de la enfermedad autoinmune se dispersa a través de
muchos tejidos (por ejemplo, lupus eritematoso sistémico). La enfermedad autoinmune puede ser (pero no se limita
a) una cualquiera o mas de diabetes mellitus dependiente de insulina (o diabetes tipo 1), sindrome autoinmune de
insulina, artritis reumatoide, artritis psoriasica, artritis de Lyme cronica, lupus, esclerosis multiple, enfermedad de
intestino inflamatorio incluyendo enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad celiaca, enfermedad tiroidea
autoinmune, miocarditis autoinmune, hepatitis autoinmune, pénfigo, enfermedad de antimembrana basal tubular
(rifidn), cardiomiopatia dilatada familiar, sindrome de Goodpasture, sindrome de Sjogren, miastenia gravis,
insuficiencia poliendocrina, vitiligo, neuropatia periférica, sindrome poliglandular autoinmune tipo I, glomerulonefritis
aguda, hipoparatiroidismo idiopatico de aparicion en adulto (AOIH, del inglés “Adult-Onset Idiophatic
Hypoparathyroidism), alopecia total, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, enfermedad de Addison,
sindrome de berilio cronico, espondilitis anquilosante, dermatomiositis juvenil, policondritis, escleroderma, enteritis
regional, ileitis distal, enteritis granulomatosa, ileitis regional, e ileitis terminal, esclerosis lateral amiotrdfica,
espondilitis anquilosante, anemia aplasica autoinmune, anemia hemolitica autoinmune, enfermedad de Behcet,
enfermedad celiaca, hepatitis activa crénica, sindrome de CREST, dermatomiositis, cardiomiopatia dilatada,
sindrome de eosinofilia-mialgia, epidermolisis ampollar adquirida (EAA), arteritis de célula gigante, sindrome de
Goodpasture, sindrome de Guillain-Barr, hemocromatosis, purpura de Henoch-Schonlein, nefropatia de IgA
idiopatica, sindrome autoinmune de insulina, artritis reumatoide juvenil, sindrome de Lambert-Eaton, dermatosis de
IgA lineal, miocarditis, narcolepsia, vasculitis necrotizante, sindrome del lupus eritematoso neonatal (LEN), sindrome
nefrotico, penfigoide, pénfigo, polimiositis, colangitis esclerosante primaria, psoriasis, glomerulonefritis rapidamente
progresiva (GNRP), sindrome de Reiter, sindrome de persona rigido, enfermedad del intestino inflamatorio,
osteoartritis, tiroiditis y otros. En un ejemplo, la enfermedad autoinmune es diabetes tipo I. En otro ejemplo, la
enfermedad autoinmune es artritis reumatoide. En otro ejemplo, la afeccion es un rechazo a injerto o una reaccion
injerto-contra-huésped. Por tanto, los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender administrar
una cualquiera o mas de la glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido, el vector, la célula,
las poblaciones celulares, el medio celular, el agente y la composicion farmacéutica a un receptor de trasplante.

La enfermedad alérgica puede ser (pero no se limita a) una cualquiera o0 mas de una alergia alimenticia, alergia
transmitida por el aire, alergia al acaro del polvo de casa, alergia a gato, o alergia al veneno de la abeja, u otra
alergia.

La inflamacion puede surgir como respuesta a una lesiéon o estimulacion anormal causada por un agente fisico,
quimico o bioldgico. Una reaccion de inflamacion puede incluir las reacciones locales y los cambios morfolégicos
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resultantes, la destruccién o separacion del material perjudicial tal como un organismo infectivo, y las repuestas que
conducen a reparacion y cura.

La inflamacioén se da en trastornos inflamatorios. El término “inflamatorio” cuando se usa en referencia a un trastorno
se refiere a un proceso patolégico que es causado por, resultante de, o como resultado de la inflamacion que es
inapropiada o que no se resuelve de la manera normal. Los trastornos inflamatorios pueden ser sistémicos o estar
localizados en tejidos u 6rganos particulares. Se sabe que la inflamacion se da en muchos trastornos (algunos de los
cuales son enfermedades autoinmunes) que incluyen, pero no se limitan a, respuesta inflamatoria sistémica (RIS);
Enfermedad de Alzheimer (y afecciones y sintomas asociados que incluyen: neuroinflamacion crénica, activacion
glial; microglia aumentada; formacion de placa neuritica; esclerosis lateral amiotréfica (ELA), artritis (y afecciones y
sintomas asociados que incluyen, pero no se limitan a: inflamacion de articulacion aguda, artritis inducida por
antigeno, artritis asociada a tiroiditis linfocitica crénica, artritis inducida por colageno, artritis juvenil, artritis
reumatoide, osteoartritis, artritis inducida por prognosis y streptococcus, espondiloartropatias, y artritis de gota),
asma (y afecciones y sintomas asociados, incluyendo: asma bronquial; enfermedad de las vias aéreas obstructivas
cronicas, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, asma juvenil y asma ocupacional); enfermedades
cardiovasculares (y afecciones y sintomas asociados, incluyendo ateroesclerosis, miocarditis autoinmune, hipoxia
cardiaca croénica, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad de arteria coronaria, cardiomiopatia y disfuncion
celular cardiaca, incluyendo: activaciéon de célula de musculo liso adrtico, apoptosis de célula cardiaca e
inmunomodulacion de la funcidon de la célula cardiaca); diabetes (y afecciones asociadas, incluyendo diabetes
autoinmune, diabetes dependiente de insulina (Tipo 1), periodontitis diabética, retinopatia diabética, y nefropatia
diabética); inflamaciones gastrointestinales (y afecciones y sintomas relacionados, incluyendo enfermedad celiaca,
osteopenia asociada, colitis cronica, enfermedad de Crohn, enfermedad de intestino inflamatorio y colitis ulcerosa);
Ulceras gastricas; inflamaciones hepaticas tales como tipos viricos y otros de hepatitis, calculos biliares de colesterol
y fibrosis hepatica; infeccion por VIH (y afecciones asociadas, incluyendo respuestas degenerativas, respuestas
neurodegenerativas, y Enfermedad de Hodgkin asociada a VIH); Sindrome de Kawasaki (y enfermedades y
afecciones asociados, incluyendo el sindrome del nodo linfatico mucocutaneo, linfadenopatia cervical, lesiones de la
arteria coronaria, edema, fiebre, leucocitos incrementados, anemia leve, descamacion de la piel, sarpullido, rojez
conjuntiva, trombocitosis); nefropatias (y enfermedades y afecciones asociadas, incluyendo nefropatia diabética,
fase final de la enfermedad renal, glomerulonefritis aguda y croénica, nefritis intersticial aguda y cronica, nefritis
lupica, sindrome de Goodpasture, supervivencia a hemodidlisis y lesion de reperfusion isquémica renal);
enfermedades neurodegenerativas o afecciones neuropatolégicas (y enfermedades y afecciones asociadas,
incluyendo neurodegeneracion aguda, induccion de IL-1 en el envejecimiento y enfermedad neurodegenerativa,
plasticidad inducida por IL-1 de neuronas hipotalamicas e hipersensibilidad al estrés crénico, mielopatia);
oftalmopatias (y enfermedades y afecciones asociadas, incluyendo retinopatia diabética, oftalmopatia de Graves,
inflamacion asociada con la lesién corneal o infeccion incluyendo ulceracion corneal, y uveitis), osteoporosis (y
enfermedades y afecciones asociadas, incluyendo la incidencia de pérdida o fractura de hueso alveolar, femoral,
radial, vertebral o de mufieca, pérdida de hueso postmenopausico, incidencia de fractura o tasa de pérdida de
hueso), otitis media (adulto o pediatrica); pancreatitis o ascitis pancreatica; enfermedad periodontal (y enfermedades
y afecciones asociadas, incluyendo adultas, de aparicion temprana y diabéticas); enfermedades pulmonares,
incluyendo enfermedad de pulmén crénica, sinusitis cronica, enfermedad de membrana de hialina, hipoxia y
enfermedad pulmonar en SMSL; restenosis de injertos coronarios u otros vasculares; reumatismo incluyendo artritis
reumatoide, cuerpos de Aschoff reumatoides, enfermedades reumaticas y miocarditis reumatica; tiroiditis incluyendo
tiroiditis linfocitica cronica; infecciones del tracto urinario incluyendo prostatitis cronica, sindrome del dolor pélvico
cronico y urolitiasis; enfermedades inmunoldgicas, incluyendo enfermedades autoinmunes, tales como alopecia
aerata, miocarditis autoinmune, enfermedad de Graves, oftalmopatia de Graves, Liquen escleroso, esclerosis
multiple, psoriasis, lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, enfermedades del tiroides (por ejemplo, bocio y
struma linfomatoso (tiroiditis de Hashimoto, bocio linfadenoide); lesion de pulmén (lesiéon del pulmén hemorragica
aguda, sindrome de Goodpasture, reperfusion isquémica aguda), disfuncidon miocardica, causada por contaminantes
laborales y ambientales (por ejemplo, susceptibilidad a silicosis del sindrome de aceite tdxico), trauma por radiacion,
y eficacia de las respuestas de cura de herida (por ejemplo, heridas de quemadura o térmicas, heridas cronicas,
heridas quirurgicas y lesiones del corddn espinal), septicemia, respuesta a la fase aguda (por ejemplo, respuesta
febril), respuesta inflamatoria general, respuesta a fatiga respiratoria aguda, respuesta inflamatoria sistémica aguda,
cura de herida, adhesién, respuesta inmuno-inflamatoria, respuesta neuroendocrina, desarrollo de fiebre y
resistencia, respuesta a la fase aguda, respuesta al estrés, susceptibilidad a la enfermedad, estrés del movimiento
repetido, codo de tenista, y manejo y respuesta al dolor.

Los métodos del tratamiento pueden comprender administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
cualquiera o mas de la glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido, el vector, la célula, las
poblaciones celulares, el medio celular, o la composicién farmacéutica descritos en la presente memoria, o cualquier
agente capaz de incrementar el nivel de expresién de CD52 en una célula, a un sujeto en necesidad de lo mismo

La “cantidad terapéutica eficaz” se puede determinar por un médico y puede variar de un paciente a otro,
dependiendo de factores tales como edad, peso, género y otros factores.

Métodos diagndsticos
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Basandose en los descubrimientos de los inventores de que CD52 soluble es un mediador de la funcion de Treg, la
presente descripcion también proporciona métodos de determinacion de la susceptibilidad de un sujeto a cualquier
enfermedad o afeccién mediada por los linfocitos T efectores, inflamacion o sepsis como se describe en la presente
memoria. Los métodos diagndsticos se pueden basar en la deteccion de una cualquiera o mas del nivel de CD52
soluble, la frecuencia de células CD52" y la funcién de las células CD52" en una muestra tomada del sujeto.

El nivel de CD52 soluble se puede determinar por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo,
el nivel de CD52 soluble se puede determinar por inmunoensayo, usando anticuerpos que se unen a CD52 soluble.
Los anticuerpos adecuados incluyen el anticuerpo monoclonal de rata humanizado CAMPATH-1G, los anticuerpos
monoclonales de ratén marcados con fluorescente para CD52 humana (tal como CF1D12), anticuerpo policlonal de
conejo para CD52 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) y otros.

La frecuencia de células CD52" se puede detectar, por ejemplo, detectando el nivel de CD52 unida a membrana
celular en la muestra, detectando el nivel de expresién de proteina CD52 en la muestra, y/o detectando el nivel de
expresion de ARNm de CD52 en la muestra.

La funcion de las células CD52" se puede determinar usando cualquier método adecuado, incluyendo cualquiera de
los métodos descritos en la presente memoria.

Los métodos diagndsticos se pueden realizar sobre cualquier muestra adecuada tomada del sujeto. En un ejemplo,
la muestra se toma de un sujeto de mamifero tal como un sujeto humano, y puede originarse de un numero de
fuentes, incluyendo, por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica (PMBC), producto sanguineo de
leucoféresis o aféresis, médula ésea, sangre umbilical, higado, timo, biopsia de tejido, tumor, tejido de nodo linfatico,
tejido linfoide asociado a intestino, tejido de nodo linfatico asociado a mucosa, tejido de bazo, o cualquier otro tejido
linfoide, o de cualquier sitio de enfermedad, incluyendo el pancreas. En una realizacion preferida, la muestra celular
se origina de PBMC de una muestra de sangre obtenida de la sangre periférica de un sujeto.

Los métodos diagndsticos pueden comprender detectar el nivel de una cualquiera o mas de CD52 soluble, la
frecuencia de células CD52" y la funcion de las células CD52" en una muestra que comprende PMBC que se han
puesto en contacto con un antigeno. Por tanto, los métodos pueden comprender una etapa de puesta en contacto de
la muestra con un antigeno. En un ejemplo, el antigeno puede ser un autoantigeno.

En una aplicacion particular de los métodos diagndsticos descritos en la presente memoria, se pueden determinar el
nivel de CD52 soluble, la frecuencia de células CD52" y/o la funcion de las células CD52" para identificar la
idoneidad de un sujeto para entrar en un ensayo de cribado de farmaco. Por tanto, si un sujeto presenta un nivel
inferior de glucoproteina CD52 soluble, una frecuencia inferior de células CD52", y/o una funcién disminuida de las
células CD52", ese sujeto se puede identificar como particularmente adecuado para la inclusién en un ensayo de
cribado para un farmaco destinado a usarse en el tratamiento de cualquier enfermedad o afeccién mediada por los
linfocitos T efectores, inflamacion, o sepsis, como se describe en la presente memoria. En un ejemplo, el cribado se
puede realizar para identificar farmacos antidiabéticos putativos (en particular, farmacos anti-diabetes tipo 1).

Los métodos diagnosticos descritos en la presente memoria ademas pueden comprender una etapa de
determinacion de un nivel de referencia de CD52 soluble, de la frecuencia de células CD52" y/o de la funcion de las
células CD52" de una muestra tomada de uno o mas sujetos sanos. Alternativamente, se puede predeterminar el
nivel de referencia. Comparar el nivel de CD52 soluble, la frecuencia de células CD52" y/o la funcion de las células
CD52" en una muestra tomada de un sujeto al nivel de referencia puede indicar la susceptibilidad del sujeto a
cualquier enfermedad o afeccidon mediada por linfocitos T efectores, inflamacioén, o sepsis, como se describe en la
presente memoria. Por ejemplo, si el nivel de CD52 soluble, la frecuencia de células CD52" y/o la funcion de las
células CD52" en la muestra tomada de un sujeto es inferior al nivel de referencia, ese sujeto se puede considerar
que es mas susceptible a desarrollar una enfermedad o afeccién mediada por linfocitos T efectores, inflamacion o
sepsis, como se describe en la presente memoria. Una diferencia mayor entre el nivel de muestra y el nivel de
referencia puede indicar una mayor susceptibilidad del sujeto a desarrollar una enfermedad o afecciéon mediada por
los linfocitos T efectores, inflamacién o sepsis, como se describe en la presente memoria. Se apreciara que los
valores exactos que indican un riesgo incrementado de un sujeto a desarrollar una enfermedad o afeccion mediada
por los linfocitos T efectores, inflamacion, o sepsis, variara dependiendo de un numero de factores que incluyen la
enfermedad o afeccion particular que esta diagnosticada, la muestra usada para el diagndstico, la poblacion de
individuos sanos usados para preparar el nivel de referencia, y otros factores como sera entendido por un experto en
la técnica.

La presente descripcion también proporciona un método de cribado para un agente capaz de suprimir la funcion del
linfocito T efector y/o una respuesta inmune, comprendiendo el método poner en contacto una célula o poblacion
celular descrita en la presente memoria (por ejemplo, una célula o poblacion de célula CD52") con agente de ensayo
y posteriormente detectar el nivel de CD52 soluble, la frecuencia de células CD52" y/o la funcion de las células
CD52", en donde un nivel mayor de glucoproteina CD52 soluble, una mayor frecuencia de células CD52", y/o una
funcion aumentada de las células CD52" después de poner en contacto con el agente de ensayo indica que el
agente de ensayo puede ser potencialmente adecuado para su uso como agente capaz de suprimir la funcion del
linfocito T efector y/o una respuesta inmune.
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En ofra realizacion, la presente descripcion también proporciona un método de identificacion de un agente capaz de
imitar la supresion del linfocito T efector, y/o la supresion del sistema inmune, funcion de una glucoproteina CD52
soluble, comprendiendo el método poner en contacto una célula o poblacion celular descrita en la presente memoria
(por ejemplo, una célula o poblacion de célula CD52") con un agente de ensayo y detectar posteriormente el nivel de
CD52 soluble, la frecuencia de células CD52" y/o la funcion de las células CD52", en donde un nivel menor de
glucoproteina CD52 soluble, una frecuencia menor de células CD52", y/o una funcién reducida de las células CD52"
después de poner en contacto con el agente de ensayo indica que el agente de ensayo es capaz de imitar la
supresion del linfocito T efector, y/o la supresion del sistema inmune, la funciéon de una glucoproteina CD52 soluble.

A continuacion, la invencion se describira mas en referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Procedimientos experimentales

Donantes de sangre

Se obtuvo sangre venosa metida en tubos de heparina sédica con consentimiento informado y aprobacion por el
Comité Etico de Investigaciéon en Humanos a partir de 5 adultos jévenes sanos (3 hombres, 2 mujeres) y un hombre
adulto joven en riesgo de DT1, todos conocidos por tener respuestas de linfocito T en sangre a GAD65. Todos los
donantes habian sido vacunados para toxoide tetanico. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) en Ficoll/Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia), se lavaron dos veces en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) de tonicidad humana y se suspendieron de nuevo en medio de Dulbecco
modificado de Iscove (Gibco, Melbourne, Australia) que contenia suero humano inactivado por calor, agrupado al 5
%, aminoacidos no esenciales 100 mM, glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol 5x10°° M (medio de Dulbecco
modificado de Iscove [IMDM, del inglés “Iscove’s modified Dulbecco’s médium”] completo).

Anticuerpos y otros reactivos

Los reactivos y los proveedores son los siguientes: anticuerpos monoclonales de ratén marcados con fluorescente
para CD52 humana (clon CF1D12) y CD24 (clon SN3) (Caltag), FoxP3, GITR, ICOS, CD25, CD127 y Siglec-10
humana (clon 5G6) (Biolegend, San Diego, CA, USA); IgG3 de ratén (Caltag); anticuerpo policlonal de conejo para
CD52 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anti-lgG de conejo y anti-IgG de ratdon de caballo
conjugado con HRP (Cell Signaling, Arundal, QLD, Australia); reactivo ECL (GE Healthcare, Rydalmere, NSW,
Australia), anticuerpo monoclonal de rata humanizado (CAMPATH-1G) a CD52 (Bayer Healthcare, Pymble, NSW,
Australia), anticuerpos monoclonales de ratéon para IFN-y humano (Mabtech, Sidney, NSW, Australia), y IL-10Ra
(clon 37607), anti-TGF-BRII humano de cabra y anticuerpo de cabra purificado por afinidad para Siglec-10 humana y
Siglec-10-Fc humana recombinante (R&D Systems, Minneapolis, MN); IL-2 (NCIBRB Preclinical Repository,
Rockville, MD); péptido de CD52 humana sintético (GL Biochem, Shanghai); indometacina, nitro-L-arginina
metiléster, 1-metil-d1-triptéfano, SCH58261 (antagonista del receptor de adenosina A2A) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA); succinimidil éster de diacetato de carboxifluoresceina (CFSE) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA);
neuraminidasa (C. perfringens tipo V) (Sigma-Aldrich, Castle Hill, Australia); *H-timidina (ICN, Sidney, Australia);
transwells Corning Costar de 0,4 pm (Crown Scientific, Minto, NSW, Australia); Proteina G y A-Sefarosa (WEHI
Monoclonal Lab, Bundoora, Victoria Australia), inhibidores de fosfolipasa C (U7322) y D (1,10-fenantrolina) (Sigma-
Aldrich Pty. Ltd. NSW, Australia), fosfolipasa C (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), PNGasa F (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA), Strep-Tactin Sefarosa (IBA GmbH Gottingen, Alemania). El toxoide tetanico (TT) fue
proporcionado generosamente por CSL (Parkville, Victoria, Australia). GAD65 recombinante producido en
Baculovirus y purificado como se describié (Bach et al., 1997) se adquirié del Dr. Peter Van Endert, Hopital Necker,
Paris. La concentracion de endotoxina de la solucion madre de GAD65, medida por ensayo de lisado de Limulus
(BioWhittaker, Walkerville, MD, USA), era de 1,2 EU/mg/ml. TT y GAD65 se usaron a concentraciones de 10
unidades de floculacion de Lyons (ufL)/ml y 5 pg/ml, respectivamente, a menos que se indique lo contrario. Las
citoquinas y el receptor-o de IL-2 soluble (CD25) se ensayaron en medios por matrices de microesferas MAP
Milliplex (Abacus ALS, Brisbane, Australia).

Analisis estadistico

Los replicados se expresaron como mediateem. Las significancia entre grupos se determiné por la prueba t de
Student desapareada (2 colas), usando GraphPad Prism versién 3,0cx para Macintosh (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA).

Ejemplo 1: Analisis de clones de linfocito T CD4* especificos a GAD65
Métodos

Se descongelaron y cultivaron clones de linfocito T CD4* especificos a GAD65, previamente generados y cribados
para la funcion supresora especifica a GAD65, como se describié (Dromey et al., 2011). Inicialmente, los clones
supresores y no supresores se cribaron para marcadores superficiales frente a una matriz de anticuerpos de fase
solida (Medsaic Ptd Ltd, Sidney, Australia) (Belov et al., 2003). Los clones (1x10°) se tomaron directamente del
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cultivo y se analizaron en reposo o después de la estimulacién durante 24 h con anti-CD3 unido a placa (5 pg/ml).
Para el fenotipado por citometria de flujo, las células se tifieron sobre hielo con las concentraciones apropiadas de
anticuerpos marcados. Se combind la tincion para FoxP3 intracelular y CTLA-4 intracelular.

Resultados

El cribado de los pares de clones supresores y no supresores autélogos para diferencias en el fenotipo de superficie
usando una matriz de anticuerpo CD reveld que los clones supresores activados se encontraron consecuentemente
que tenian mayor expresion de CD52, un resultado que se confirmé por citometria de flujo (véase Figura 1). Por
tanto, CD52 se identifico como un marcador potencial de células Treg.

Ejemplo 2: Andlisis de linfocitos T CD4*CD52" en sangre
Métodos

Se cultivaron PBMC tefiidas con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE) en IMDM en placas de fondo
redondo de 96 pocillos, sin o con GAD65 o TT, a 2x105 en 200 pl en replicados de seis. Después de 7 dias, los
replicados se agruparon, lavaron en PBS con BSA al 0,1 % y se tifieron sobre hielo con anticuerpos anti-CD4-PE, -
PECy7 o -APC y CD52-PE humanos (clon CF1D12). Las células CD4* CFSE®™"® viables (propidio-yodo negativo)
que se habian sometido a division en respuesta a GAD65 se clasificaron en un FACSAaria (BD Biosceinces, North
Ryde, NSW, Australia) en fracciones con la expresién de CD52 mas alta a la mas baja, y células Unicas clonadas
como se describio (Dromey et al., 2011). Posteriormente, en respuesta a GAD65 o TT, poblaciones de CD52" y
CD52'° correspondientes, respectivamente, al maximo de 10 % y al minimo de 10 % de la expresion de CD52 sobre
las células CD4" no divididas se clasificaron para estudio adicional. Estos puntos de corte se eligieron debido a que
la mayoria de los clones supresores especificos a GAD65 generados eran a partir del maximo de 10 % de células
CD52* (véase Tabla 1).

Al usar PBMC del mismo donante durante 4 semanas consecutivas, el coeficiente de interensayo de la variacion de
la relacién de CD52" y CD52"° en respuesta a GAD65 era del 21,8 %. Las PBMC en reposo se clasificaron en
células CD4*CD52"'y CD52", y también se recogieron las no clasificadas como control. En experimentos separados,
antes de la marcacién con CFSE, las PBMC se sometian a agotamiento de células CD25* por seleccion AutoMACS
(Miltenyi Biotec); se usaron anticuerpos monoclonales emparejados a isotipo para “agotamientos” de control.

La funcion de las células CD4* CD52"y CD52" activadas por GAD65 o TT se analizé de dos maneras. Primero, se
cocultivaron células CD52" o CD52° clasificadas con linfocitos T CD4* activados por TT a una relacion 1:1
(1x10%/pocillo) en 6 pocillos de una placa de 96 pocillos. Cada pocillo también contenia 5x10* PBMC autdlogas
irradiadas como APC y TT para estimular la proliferacion de los linfocitos T CD4* activados por TT. Se afadio
GADG65 a 3 de los 6 pocillos para estimular de nuevo las células clasificadas. Como control, las PBMC irradiadas
también se cultivaron con o sin GAD65. Después de 48 h, se afiadié 3H timidina (37 kBq) a cada pocillo, y las células
se recolectaron 16 h después. Segundo, las células CD4* CD52" y CD52" clasificadas (5 a 20.000 cada una) se
cultivaron solas o en combinacién en una relaciéon 1:1 en 6 pocillos replicados de una placa de ELISpot de 96
pocillos (Millipore PVDF MultiScreen HTS) que contenia anticuerpo anti-IFN-y previamente unido. Cada pocillo
también contenia cuatro veces el nimero de PBMC autdlogas irradiadas como APC. Se afiadié GAD65 o TT a 3 de
los 6 pocillos para estimular de nuevo las células clasificadas. Después de 24 h, las células se separaron lavando y
se desarrollaron manchas por incubacién con el segundo anticuerpo biotinilado, seguido de estreptavidina-alcalina
fosfatasa y reactivo de color BCIP/NBT. Los resultados se expresaron como manchas de IFN-y/5.000 células CD4".

Resultados

Se encontré que una mayoria (22/29, 76 %) de los clones supresores especificos a GAD65 eran derivados de
linfocitos T CD4* activados por GAD65 con la mayor expresion de CD52 (maximo 10 %) (Tabla 1). Por tanto, los
clones supresores parecian estar derivados de linfocitos T CD4* CD52" sanguineos primarios en lugar de ser un
artefacto de las condiciones de clonacion.

Tabla 1: Clones supresores derivados de linfocitos T CD4* activados por GAD65 fraccionados segun la expresion de
CD52*

Fraccion CD52t Numero de clones generados Clones supresores especificos a GAD65 (%)
Maximo 5 % 86 9(10,5)
Maximo 10 % 94 13 (13,8)
Maximo 20 % 87 5(5,7)
Minimo 80 % 60 2(3,3)

* Las PBMC de un individuo sano conocido por tener linfocitos T reactivos por GAD65 se marcaron con CFSE y se
incubaron con GAD65 durante 7 dias. De cada fraccion de CD52*, 240 células CD4* CFSE®™"® viables (propidio-
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yodo negativo) Unicas que se habian sometido a division se clasificaron por FACS en pocillos de placas de 96
pocillos y se clonaron como se describié previamente (Dromey et al., 2001).

TCorrespondiente a la expresion de CD52 sobre linfocitos T CD4* no divididos.

Ya que la mayoria de los clones supresores CD4* especificos a GAD65 se derivaban de células divididas con
expresion de CD52 correspondiente al maximo de 10 % sobre las células CD4* no divididas este umbral se podia
usar para definir una poblacion de CD4* CD52" después de la activacion. Cuando se reactivaban con GAD65, las
células CD4* CD52" pero no CD52 clasificadas suprimieron la proliferacion de linfocitos T CD4* especificos a TT
autdlogos (Figura 2A). Para asegurar que esa supresion fuera especifica para células CD52" y no debido al método
de su seleccion de células CD4* activadas con GADG65 se clasificaron para la alta expresion de otras dos
glucoproteinas ancladas a GPIl, CD24 y CD59, asi como para CD62L, HLA-DR, CD80 e ICOS, pero estas
poblaciones no suprimieron la proliferacién de linfocitos T especificos a TT (datos no mostrados).

Las diferencias funcionales entre las células CD4* CD52" y CD52" clasificadas después de la reactivacién con
GADG5 también se demostraron por ensayo ELISpot. Una proporcion menor de células CD52" que de CD52"°
secreto IFN-y y la adicion de células CD52" a CD52" redujo el nimero de células secretoras de IFN-y en respuesta
a la reactivacion [comparar CD52M+CD52'° (p<0,002) con células CD52'°+CD52"° (p<0,0002) en la Figura 2B]. La
supresion no era Unica a linfocitos T CD4* CD52" activados por GAD65 y también se observaron cuando se usé
toxoide tetanico (TT) como el antigeno de activacion (Figura 2C). Debido a que las respuestas del linfocito Ta TT
eran mas fuertes, estudios posteriores mayormente emplearon TT como antigeno. El suplemento con una
concentracion baja de IL-2 (10 U/ml) incrementé el nimero de tanto células secretoras de IFN-y CD52" como CD52"°
en respuesta a la reactivacion, pero no alteraron la supresion por células CD52" (Figura 2C). Las células CD4*
CD52" que se clasificaron a partir de PBMC poliespecificas no activadas presentaron supresion normalmente
significativa, débil de linfocitos T activados por GAD65 o TT (datos no mostrados). Sin embargo, después de la
activacion de antigeno, las células CD4* CD52" supresoras lo mas probable eran derivadas de células CD4* CD52"
preexistentes debido a que el agotamiento de estas células a partir de las PBMC en reposo increment6 la respuesta
de linfocitos T residuales a GAD65 (Figura 2D).

Ejemplo 3: Los linfocitos T CD4* CD52" eran distintos de las células Treg CD4*CD25*
Métodos

Se marcaron PBMC con anticuerpo anti-CD25c. y sometieron a agotamiento de células CD25" en una columna
AutoMACS (84 % en comparacién con el “agotamiento” del anticuerpo de control de isotipo). A continuacion, las
células se marcaron con CFSE y se incubaron con TT durante 7 dias antes de ser clasificadas en células CD52" y
CD52'°, se reactivaron por TT y se analizaron por ensayo ELISpot.

Resultados

Después del agotamiento de células CD25", la proporcion de células CD4* CD52" divididas en respuesta a TT
incrementd (18,1 % frente a 11,8 % con agotamiento de control) pero su funcion supresora después de la
reactivacion con TT siguio igual (Figura 3). Por tanto, las células CD4* CD52" supresoras no parecen estar
derivadas de la poblacién de linfocitos T CD4*CD25*.

Ejemplo 4: Analisis fenotipico de linfocitos T CD4* CD52"
Métodos

La expresion por citometria de flujo de (A) CD25a, (B) FoxP3, (C) CTLA-4 de superficie y (D) intracelular, (E) GITR,
(F) CD127, (G) CD24 y (H) CD59 sobre linfocitos T CD4* CD52" (linea negra) y CD52° (linea gris) divididos,
después de incubacion de PBMC con TT durante 7 dias. La tincién por anticuerpo de control de isotipo se muestra
como relleno gris. Los resultados son representativos de 5 individuos.

Resultados

Las células Treg CD4*CD25" tienen alta expresion de CD25, FoxP3, CTLA-4 y proteina relacionada con el receptor
del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoide (GITR) (Sakaguchi et al., 2008; Shevach, 2006) y baja
expresion de CD127 (Seddiki et al., 2006; Liu et al., 2006). Por el contrario, excepto la mayor expresion de GITR, los
linfocitos T CD4* CD52" tenian expresion similar de CD25, FoxP3 y CTLA-4, y consecuentemente mayor expresion
de CD127, en comparacion con linfocitos T CD4* CD52" (Figura 4). La expresion de la glucoproteina anclada a GPI,
CD24, estructuralmente relacionada con CD52 (Tone et al., 1999), era mayor sobre linfocitos T CD4* CD52" pero
esto no era el caso para CD59 anclado a GPI (Figura 4) o CD73, o para CD103, CD40, integrina p7, ICOS y PD-1
(datos no mostrados). Por tanto, los linfocitos T CD4* CD52" son una poblacion novedosa de células supresoras que
no se caracterizan por la expresion de marcadores usados para definir células Treg CD4*CD25* humanas, y que se
detectan en el contexto de la activacién por antigeno, implicando que contribuyen a la homeostasis de linfocito T
durante la division de linfocito T.
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Ejemplo 5: Analisis de la expresion génica de linfocitos T CD4* CD52"
Métodos

Se investigd la expresion del gen de CD52 y de los genes de proteinas encontradas que tienen expresion
incrementada sobre linfocitos T CD4* CD52" por RT-PCR a tiempo real cuantitativa. Los linfocitos T CD4* CD52"'y
CD52'° marcados con CFSE se clasificaron a partir de tres individuos, 7 dias después de la activacion por GAD65. El
ARN total se extrajo de las células con el Mini Kit RNAeasy (Qiagen, Melbourne, Australia), se traté con ADNasa
libre de ARNasa (Qiagen) y se cuantificé con el Bioanalizador Agilent 2100. EI ADNc se sometié a transcripcion
inversa a partir de 10 ng de ARN/reaccion. Los cebadores para PCR, disefiados con el programa informatico
PrimerExpress y sintetizados por Sigma-Aldrich (Castle Hill, NSW, Australia), eran:

CD352F: CAA ACT GGA CTC TCA GGA CAA A (SEQ IDNO: 8)
CD52R: CAACTG AAG CAG AAG AGG TGG A (SEQ IDNO: 9)
FOXP3F: ATG GTT TCT GAA GAA GGC AAA C (SEQ ID NO: 10)
FOXP3IR: GGA CTA CTT CAA GTT CCA CAACA (SEQIDNO: 11)
CTLA-4 F: AAC CTA CAT GAT GGG GAA TGA G (SEQ ID NO: 12)
CTLA-4 R: TTA CAT AAA TCT GGG TTC CGT T (SEQ ID NO: 13)
GITRF: GGG AAA TTC AGT TTT GGC TTC (SEQ ID NO: 14)
GITRR:  ACA GCG TTG TGG GTC TTG TT (SEQ ID NO: 15)

CDI27F: CCT TTT GAC CTG AGT GTC GTC T (SEQ ID NO: 16)
CDI127R: CGTCCATTT GTT TTC ATC CTT T (SEQ ID NO: 17)

La mezcla maestra de PCR SYBR Green en polvo era de “Applied Biosystems”. Las muestras por triplicado de
ADNc se sometieron a 40 ciclos de amplificacion en un instrumento ABI Prism 7900, segun el protocolo del
fabricante. La expresion del ARNm, normalizada a la expresion de B-actina endégena, se cuantificod por el método de
umbral critico (Uc) comparativo segun la féormula 2-AAUc, como se describe en el ABI User Bulletin 2
(docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303859.pdf).

Resultados

Coherente con el analisis de expresion por citometria de flujo, los transcritos de CD52, CD127 y GITR eran mayores
en las células CD52" que en las células CD52" (Figura 5).

Ejemplo 6: La supresion por células CD52" no esta influida por el nivel de expresion de CD24
Métodos

Para analizar la expresion de la glucoproteina anclada a GPlI CD24 estructuralmente relacionada, las PBMC
marcadas con CFSE se incubaron con TT durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4* CD52"CD24",
CD52"CD24", CD52°CD24" y CD52'°CD24". Cada poblacion (5.000 células) se incubo con células que responden
(5.000) CD52" clasificadas y PBMC irradiadas (20.000) y se analizaron por ensayo ELISpot. Los resultados son la
mediateem de triplicados.

Resultados

La expresion de la glucoproteina anclada a GPI, CD24, estructuralmente relacionada con CD52 (Tone et al., 1999),
eran mayor sobre linfocitos T CD4* CD52". Aunque los linfocitos T CD4* CD24" activados con antigeno, distintos a
los linfocitos T CD4* CD52M, no eran supresores eran importantes para determinar si CD24 definia mejor los
linfocitos T CD4* CD52" con funcion supresora. Las PBMC activadas por TT se clasificaron en cuatro poblaciones de
CD4* distintas segun tanto la expresion de CD52 como CD24 y, a continuacion, se ensayaron para la funcion
supresora después de la reactivacion con TT. Esto revel6 que la supresion por células CD52" no estaba influida por
la expresion de CD24 (Figura 6).

Ejemplo 7: La funcion de Treg CD52" no requiere contacto célula-célula
Métodos

La absorcién de *H-timidina (cpm) por células CD4* CD52" y CD52"° clasificadas y activadas por TT o bien
combinadas o separadas por un transwell de 0,4 um semipermeable y reactivadas con TT. Las PBMC marcadas con
CFSE se incubaron con TT durante 7 dias y se clasificaron en células CD4* CD52" y CD52"°. Las células
clasificadas (100.000 cada una) se incubaron con PBMC autdlogas irradiadas (400.000) y TT en placas de 48
pocillos; en presencia del transwell ambos compartimentos contenian PBMC irradiadas y TT. La absorcion de 3H-
timidina por células en el compartimento del fondo se midieron después de 48 h.
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Resultados

La funcion supresora de los linfocitos T CD4* CD52" activados por antigeno se retuvo a través de un transwell sin
contacto célula-célula (Figura 7). Por tanto, la presente descripcion demuestra que la supresion de Treg CD4*
CD52" esta mediada al menos en parte por un mediador soluble. Como se trata en Vignali et al. (2008), las
citoquinas inhibidoras se han investigado previamente como posibles mediadores solubles de la supresion de Treg,
aunque los resultados han sido no concluyentes y la percepcion general ha mantenido que el contacto célula-célula
es esencial para la funcion supresora de Treg. Los resultados descritos en la presente memoria sugirieron que los
linfocitos T CD4* CD52" o bien eliminaban un factor soluble requerido para la funcion de los linfocitos T que
responden o producian un factor soluble que suprimia los linfocitos T que responden.

Ejemplo 8: Analisis de IL-2 en la funcion de Treg CD52"
Métodos

El papel de IL-2 se investigd en un nudmero de experimentos que incluyen el uso de RT-PCR a tiempo real
cuantitativa para determinar los niveles de expresion. En el analisis por RT-PCR cuantitativa, el ARN total se extrajo
de células con el Mini Kit RNAeasy (Qiagen, Melbourne, Australia), ), se traté con ADNasa libre de ARNasa (Qiagen)
y se cuantificé con el Bioanalizador Agilent 2100. EI ADNc se sometié a transcripcion inversa a partir de 10 ng de
ARN/reaccion. Los cebadores para PCR, disefiados con el programa informatico PrimerExpress y sintetizados por
Sigma-Aldrich (Castle Hill, NSW, Australia), eran:

IL-2a *5 TACAGGATGCAACTCCTGTCTT (SEQ ID NO: 18),
‘3 GCTCCAGTTGTAGCTGTGTTTT (SEQ ID NO: 19);

IL-27B *5 GCTGTTCTCCATGGCTCCCTAC (SEQ ID NO: 20),
‘3 GTCGGGCTTGATGATGTGCT (SEQ ID NO: 21);

[L-12a *5 CTCCAGAAGGCCAGACAAACTC (SEQ ID NO: 22),
'3 CCAATGGTAAACAGGCCTCCAC (SEQ ID NO: 23).

La mezcla maestra de PCR SYBR Green en polvo era de Applied Biosystems. EI ADNc se sometio a 40 ciclos de
amplificacion en un instrumento ABI Prism 7900, segun el protocolo del fabricante. La expresion de ARNm,
normalizada a la expresion de B-actina enddgena, se cuantificd por el método de umbral critico (Uc) comparativo
segun la formula 2-AAUc, como se describe en el “ABI User Bulletin 2’
(docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303859.pdf).

Resultados

El consumo o degradacion de IL-2 por linfocitos T CD4* CD52" se consideré6 un mecanismo poco probable de
supresion por varias razones: i) la IL-2 exégena no supero la supresion (Figura 2C); ii) la RT-PCR cuantitativa reveld
que la expresion del gen de IL-2 era realmente mayor en células CD52"; por tanto, 24 h después de la reactivacion
por GADG5 la expresion del ARNm de IL-2a en células CD52" en relacion con CD52"° era de 1,54+0,15 (mediateem,
n=3): iii) la concentracion de IL-2 en el medio de células CD52" era mayor que para células CD52"°, tanto en reposo
(89,5+4,82 frente a 64,9+3,10 pg/ml) como después de la reactivaciéon con GAD65 (138,7+4,16 frente a 82,4+1,78
pg/ml) (mediateem, n=3; P=0,02, ensayo de Kruskal-Wallis); iv) en los medios en los que se medi6 IL-2, el receptor-
a de IL-2 soluble (CD25) era indetectable (datos no mostrados). Por tanto, se pensé que la eliminacion de IL-2 era
un mecanismo poco probable de supresion de Treg CD52".

Ejemplo 9: Analisis de otros mediadores putativos de la funcion de Treg CD52"

A continuacion, se encontré que la supresion de Treg era igual en presencia de agentes que el bloqueo de la accion
o produccion de los factores informados para mediar la supresién por células Treg CD4* (Sakaguchi et al., 2008,
2009; Shevach, 2006, 2009; Vignali et al., 2008). Estos anticuerpos monoclonales neutralizantes incluidos para IL-
10Ra o TGF-BRII individualmente o en combinacion (10 ug/ml cada uno), el inhibidor de la ciclooxigenasa-2 (COX-2)
indometacina (20 pM) (el cual bloguea la produccion de prostaglandina E2), el inhibidor de la pan 6xido nitrico
sintasa N(G)-monometil-L-arginina (800 pM) (el cual bloquea la produccion de éxido nitrico), el inhibidor de la
indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO) 1-metil-d1-triptéfano (200 uM) (el cual bloquea la produccion de metabolitos de
triptéfano inhibidores) y el antagonista del receptor de la adenosina A2A SCH58261 (20 uM) (el cual bloquea la
accion de la adenosina) (datos no mostrados). Recientemente, se mostré que una novedosa citoquina supresora, IL-
35, un heterodimero de IL-273 (EBi3) y subunidades de IL-12a (p35), son secretadas por células Treg CD4*CD25*
(las cuales también requerian contacto célula-célula para la supresion) (Collison et al., 2007). IL-35 era incapaz de
ser medido directamente debido a que los anticuerpos para IL-35 o su receptor no estaban disponibles. Sin
embargo, 24 h después de la reactivacion por GADG5 la expresion de ARNm de IL-278 y IL-12a era menor en
células CD4* CD52" que CD52"° (0,423+0,188 frente a 1,38+0,224; mediateem, n=3), indicando que es poco
probable que IL-35 justifique la supresién por linfocitos T CD4* CD52".
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Ejemplo 10: CD52 soluble es un mediador de la supresion de Treg CD52"
Métodos

Se incubaron PBMC marcadas con CFSE con GAD65 durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4* CD52" y
CD52"°. Las células clasificadas se reactivaron con GADG5 y los medios se recogieron después de 24 h. Los medios
se concentraron 10 veces, se fraccionaron por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PDVF y se
sometieron a transferencia con un anticuerpo policlonal de conejo para CD52 para detectar la presencia de CD52
soluble en los medios.

A continuacién, se analizé el inhibidor de la fosfolipasa C U73122 como un inhibidor potencial de la producciéon de
CD52 soluble. Las PBMC marcadas con CFSE se incubaron con TT durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T
CD4* CD52" . Las células clasificadas se reactivaron con TT y los medios se recogieron después de 24 h y se
sometieron a inmunotransferencia como anteriormente. Por separado, las PBMC marcadas con CFSE se incubaron
con TT durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4* CD52"'y CD52"°, los cuales a continuacion se incubaron
juntos (5.000 de cada uno) en placas de ELISpot con PBMC irradiadas (20.000) y TT = inhibidor de fosfolipasa C
U73122. Los resultados eran la mediateem de triplicados.

Ademas, se analizé el anticuerpo al resto de carbohidrato de CD52 como otro inhibidor potencial de la supresién por
linfocitos T CD4* CD52" activados con TT. Los procedimientos eran como se describieron anteriormente para el
inhibidor de la fosfolipasa C U73122 excepto que las células en el ensayo ELISpot se incubaron con o sin TT y o
bien 10 pyg/ml de anti-CD52 (CF1D12) o anticuerpo monoclonal de control de isotipo (IgG3). Los resultados
(mediateem) son representativos de tres experimentos independientes.

Resultados

La inmunotransferencia reveld que CD52 estaba presente en el medio de los linfocitos T CD4* CD52" que se habian
dividido en respuesta a GAD65, e incrementado en cantidad después de su reactivacion por GAD65 (Figura 8A). Se
encontré el mismo resultado con TT como antigeno y el inhibidor de la fosfolipasa C, U73122, afiadido antes de la
reactivacion con TT redujo la cantidad de CD52 en el medio (Figura 8B). Ademas, la inhibicion de la fosfolipasa C
invirtié la supresién por linfocitos T CD4* CD52" de una manera dependiente de la dosis (Figura 8C). El anticuerpo
monoclonal CF1D12, que interactda con el carbohidrato terminal en el péptido de CD52 (Hale, 2001), previno la
supresion por linfocitos T CD4* CD52" de CD52° (Figura 8D). Juntos, estos descubrimientos indicaron que la
supresion por linfocitos T CD4* CD52" era debido a la CD52 soluble, revelado por la escision de la fosfolipasa en
respuesta a la estimulacion por antigeno.

Ejemplo 11: Andlisis adicional de la funcion efectora de CD52 soluble

Considerando una fuente mas abundante de CD52 soluble nativa se postuld que CD52 se podria liberar
espontaneamente de algunas lineas celulares, tales como la linea de linfoblasto B Daudi en la que la biosintesis de
GPI es defectuosa debido a una deficiencia del producto del gen PIGY (Hu et al., 2009).

Métodos

Se recogieron los medios de células CD4* CD52My CD52" clasificadas 24 horas después de la reactivacion de las
células con GAD65 o TT. Los medios de las lineas celulares (Daudi, Raji, Jurkat y K562) se recogieron y
concentraron 10 veces por liofilizacion. Las muestras se fraccionaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de PVDF. Después del bloqueo con leche desnatada al 5 % la membrana se incubd con anticuerpo
policlonal de conejo para CD52 (1 ug/ml), se lavo, incubd con anticuerpo de cabra anti-IgG con peroxidasa de
rabano picante de conejo y se visualizé por quimioluminiscencia aumentada.

Por separado, se cultivaron PBMC (200.000 células) durante 7 dias en IMDM que contenia medio acondicionado a
célula Daudi al 20 % con TT y o bien anticuerpo anti-CD52 (CF1D12) o de control de isotipo (10 pg/ml). Para agotar
la CD52 soluble, el medio Daudi se incubd durante la noche con anticuerpo policlonal anti-CD52 de conejo (1 pg/ml
de medio) seguido de precipitacion con proteina G-Sefarosa durante 1 h a 4 °C. Los resultados (mediateem) son
representativos de tres experimentos independientes.

Resultados

El cribado de varias lineas celulares revel6 la presencia de CD52 en los medios de cultivo de células Daudi y K562
(Figura 9A). El medio Daudi suprimio la proliferacion activada por TT de las PBMC vy la supresion se invirtié o bien
por anticuerpo CF1D12 o por inmunoagotamiento (confirmado por inmunotransferencia) de CD52 (Figura 9B),
demostrando que la supresion del linfocito T era debido a CD52 en el medio. CD52 era soluble y no estaba presente
en exosomas o particulas de membrana debido a que la supresion no estaba afectada por la centrifugacion del
medio a 100.000xg durante 30 min (datos no mostrados).

Ejemplo 12: Replicacion de la funcion efectora de CD52 soluble con CD52-Fc

Métodos
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Para explorar mas la funcién inmunosupresora de la CD52 soluble, se cloné la CD52 de superficie celular maduro en
un vector de lentivirus como proteina de fusidn en estructura con el fragmento Fc de la inmunoglobulina G y una
secuencia de la etiqueta Strep C-terminal para la purificacién. Se cloné una construccién solamente de Fc como
control. Las construcciones se expresaron de manera estable en células Daudi o transitoriamente en células
HEK293T y las proteinas recombinantes solubles se purificaron del medio por elucidon con destiobiotina de la resina
con Estreptactina.

El esquema para construir ADN que codifican las proteinas de fusion se muestra en la Figura 10. Un fragmento Fc
de IgG1 humana mutada (Armour et al., 2003) juntado a la secuencia del péptido sefal (SigP) de CD52 se generd
por PCR. Esto incluia un conector GGSGG flexible y dos sitios de escision para las proteasas de Precision y Factor
Xa entre el fragmento SigP y Fc, y una secuencia de la etiqueta Strep Il para purificacion (Schmidt and Skerra, 2007)
en los terminales del fragmento Fc. Los cebadores, como se designa en la Figura 10, usados para generar y clonar
construcciones de Fc, eran:

1F1: GAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCATCGAAGGTCGTGGTG (SEQ ID NO: 24);
IR1: TCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGGCGCTTITTACCCGGAGACAG
(SEQ ID NO: 25),

1F2: GGGOGGTTCCGOGGOGACTGGAAGTTCTGTTC (SEQ ID NO: 26);

IR2: CTTGATATCGAATTCTCATTTTITCGAACTG (SEQ D NO: 27,

2F: CGCTGTTACGGATCCCCACCATGAAGCGCTTCCTC (SEQ ID NO: 28);

2R1: TCCACCGCTACCTCCTGAGGGGCTGCTGGT (SEQ ID NO: 29);

2R2: TCCACCGCTACCTCCTGAGAGTCCAGTTTG (SEQ 1D NO: 30).

Se genero por PCR una construccion de CD52-Fc que comprendia el SigP de CD52 y el dominio extracelular (ECD,
del inglés “Extracellular Domain”) juntados al fragmento Fc. Los cebadores usados eran: 2F, 2R1, 1F2 y 1R2. Los
productos de PCR se digirieron con BamHI/EcoRI y se ligaron en el vector de lentivirus FTGW (Herold MJ et al.,
2008). Los clones también se verificaron por secuenciacion. Las particulas de lentivirus se produjeron por
transfeccion mediada por CaPO4 de células HEK293T sembradas en placas de 6 cm con 10 ug de ADN vector junto
con tres plasmidos auxiliares (PMDLRRE, pRSV-REV, y pVSV-g). El medio de cultivo celular que contenia virus se
recogio 48 h después de la transfeccion y se paso a través de un filtro de 0,45 ym. Se usé un milimetro para la
transduccion de 1x10° células Daudi cultivadas en medios DME complementadas con FCS al 10 %, aminoacidos no
esenciales 100 mM, glutamina 2 mM y 2-Mercaptoetanol 5x10-% M. Las células se cribaron para la mayor expresion
de proteina por tincion intracelular y citometria de flujo. Las proteinas CD52-Fc o Fc control se purificaron del medio
por cromatografia de afinidad de una etapa sobre resina con Estreptactina y elucion con destiobiotina 2,5 M en Tris-
HCI 100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la
dialisis, SDS-PAGE reveld bandas tefidas con azul Coomassie sencillas de tamafio previsto cuya especificidad se
confirmoé por transferencia Western.

Ensayos para los efectos de las proteinas de fusion recombinantes

Se incubaron PBMC (2x10° células/pocillo) o linfocitos T CD4* purificados (5x10* células/pocillo) en suero humano
agrupado inactivado por calor al 5 % con medio IMDM completo en placas de 96 pocillos de fondo redondo con o sin
10 ufl/ml de TT y diferentes concentraciones de proteinas CD52Fc o Fc, en un volumen total de 200 pl, a 37 °C en
aire con CO; al 5 % durante hasta 7 dias. Se afiadi6 *H-timidina (1 pCi/pocillo) y después de unas 18 h mas las
células se recogieron y se midi6 la radioactividad incorporada en ADN por recuento por centelleo. El medio se
muestred por ensayo de citoquinas después de 48 h de incubacion. Las células dendriticas (DC, del inglés “Dendritic
Cell”) se aislaron de PBMC como se describié (Mittag et al., 2011). En resumen, las PBMC primero se enriquecieron
con DC por agotamiento por esfera magnética de células marcadas con anticuerpos para marcadores de linaje
(CD3, CD19, CD56). A continuacion, las células se tifieron con anticuerpos fluorescentes para HLA-DR, CD11c,
CD1b/c, CD304 y CD14 y se clasificaron por flujo para purificar DC convencional CD1b/c+HLA-DR+CD11c+, DC
plasmacitoide CD304+HLA-DR+CD11c- y monocitos CD14+CD16-CD11c+. Las DC purificadas se incubaron
previamente con proteina CD52-Fc o Fc a 3,3 uM durante 30 min a 37 °C y se lavaron dos veces. A continuacion, se
diluyeron en serie a partir de 6.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo redondo y se incubaron con
linfocitos T CD4* marcados con CFSE (5x10%/pocillo) aislados de un donante diferente. Después de 6 dias, la
respuesta del linfocito T alégeno se midid como frecuencia de division de células CFSE" determinadas por
citometria de flujo.

Como se describi6 anteriormente, las PBMC (200.000) se cultivaron con TT durante 7 dias y se purificaron linfocitos
T CD4* (20.000) con anticuerpo anti-CD3 (100 ng/ml) y anti-CD28 (200 ng/ml) durante 48 h, con 4 veces el nimero
de PBMC irradiadas en pocillos de fondo redondo de 200 ul, en presencia de proteina control de proteina Fc o
CD52-Fc a las concentraciones indicadas. La absorcion de 3H-timidina se midi6 durante las 16 h finales de la
incubacion. Los resultados (mediateem de triplicados) son representativos de seis experimentos independientes.
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Los medios de las PBMC activadas con TT £ 3,3 uM de proteinas CD52-Fc o Fc se muestrearon después de 48 h de
incubacion y se ensayaron para citoquinas por matriz de microesferas multiple.

Se incubd CD52-Fc (20 ug) con o sin PNGasa F (1.000 unidades) en 20 pl de PBS durante la noche a 37 °C para
escindir el carbohidrato ligado a N, y la reaccién termind por calentamiento a 75 °C durante 10 min. Especificamente,
PNGasa F escinde los oligosacaridos ligados a asparagina entre dos subunidades de N-acetilglucosamina
inmediatamente adyacentes al resto de asparagina para generar un carbohidrato truncado con un resto de N-
acetilglucosamina que queda en la asparagina. Las PBMC se incubaron con TT y CD52-Fc tratada o no tratada (final
2,5 uM) durante 7 dias a 37 °C, y, a continuacion, se midio la absorbancia de 3H-timidina como anteriormente.

Resultados

Con las PBMC, la respuesta proliferativa de los linfocitos T a TT fue suprimida por CD52-Fc de una manera
dependiente a la dosis (Figura 11A), y CD52-Fc suprimi6 la secrecién de citoquinas que tipifican diferentes linajes de
linfocito T (Figura 11C). El efecto de CD52-Fc sobre la funcion del linfocito T era directa debido a que suprimio la
proliferacién de linfocitos T CD4* purificados en respuesta al enlace cruzado del receptor del linfocito T con el
anticuerpo anti-CD3 y la estimulacion conjunta con anticuerpo anti-CD28 (Figura 11B). La evidencia de que CD52-Fc
no requeria células que presentan antigeno para la supresion de linfocito T se obtenia mostrando que la exposicion
de las células dendriticas purificadas a CD52-Fc no afectaba a su capacidad de suscitar una respuesta de linfocito T
alégena (Figura 13).

Como se muestra (Figura 8D), la capacidad del anticuerpo CF1D12 de bloquear la supresion por CD52 nativa
implicé que la supresion se puede mediar por el resto de carbohidrato de CD52. Para examinar su papel en CD52-
Fc recombinante, se escindié el carbohidrato ligado a N con la endoglucosidasa PNGasa F. Esto redujo el peso
molecular de CD52-Fc de aproximadamente 48 a aproximadamente 30 kDa como se predice a partir de la pérdida
del carbohidrato y se redujo su efecto supresor (Figura 11D), confirmando el papel del resto de carbohidrato en la
mediacién del efecto supresor de la CD52 soluble.

Ejemplo 13: Andlisis adicional de la funcion de carbohidrato de CD52
Métodos

Para explorar mas el papel del resto de carbohidrato de CD52 en la mediacién de la supresiéon de linfocito T, se
incubé CD52-Fc (3,3 yM) con neuraminidasa (1 unidad) o tampén portador solamente en 20 pl durante 30 min a 37
°C, como se recomienda por el proveedor. A continuacioén, las PBMC se incubaron con TT + CD52-Fc tratada o no
tratada con neuraminidasa (final 3,4 uM) en una placa de ELISpot y se desarrollaron después de 24 h a 37 °C
manchas de IFN-y.

Por separado, las PBMC se incubaron en una placa de ELISpot con TT y CD52-Fc (3,4 uM) y diferentes
concentraciones de anticuerpo de cabra purificado por afinidad para el dominio extracelular de Siglec-10, o Fc (3,4
pMM) £ anticuerpo, o diferentes concentraciones de Siglec-10-Fc recombinante, antes de que las células no
adherentes se transfirieran a una placa de ELISpot durante 24 h antes del desarrollo de manchas de IFN-y.

Para investigar la posibilidad de que CD52 soluble pueda actuar por otros receptores de Siglec distintos de Siglec-
10, se incubaron linfocitos T CD4+ (20.000) en pocillos de placa de ELISpot por triplicado a 37 °C con TT, junto con
CD52-Fc o Fc (3,4 uM cada uno) y anticuerpos anti-Siglec humana (10 pg/ml cada uno) o Siglec 2-Fc humana
recombinante (20 ug/ml), como se indica en la Figura 12E. Después de 20 h, los pocillos se lavaron y desarrollaron
manchas de IFN-y.

Resultados

El tratamiento con neuraminidasa para separar los acidos sialicos terminales redujo la supresion por CD52-Fc
(Figura 12A). Se propone que la estructura de polilactosamina compleja del carbohidrato de CD52 termina en acidos
a2-6 y posiblemente a2-3 sialicos que decoran galactosa en el enlace 31-4 con N-acetilglucosamina (Treumann et
al., 1995). Esta secuencia de sialdsido es reconocida por acido sialico humano que se une a lectina-10 similar a Ig
(Siglec-10), un receptor de transmembrana de superficie celular y miembro de la superfamilia de inmunoglobulina
que porta dos motivos de inhibicion basados en tirosina inmunoreceptora citoplasmatica (ITIM) (Munday et al., 2001;
Crocker et al., 2007). Aunque Siglec-10 no se ha detectado sobre linfocitos T de ratén (Crocker et al., 2007) y
algunos otros Siglecs no se expresan sobre los linfocitos T humanos (Nguyen et al., 2006) encontramos que Siglec-
10 se expreso sobre linfocitos T CD4* humanos y se reguld al alza por activacion (Figura 12B). Particularmente, la
supresion de la funcion del linfocito T por CD52-Fc se redujo o bien por anticuerpo al dominio extracelular de Siglec-
10 (Figuras 12C, 12E) o por Siglec-10-Fc recombinante soluble (Figura 12D). Las mismas concentraciones de
Siglec-10-Fc también redujeron la supresion por linfocitos T CD4* CD52" (datos no mostrados), indicando que tanto
CD52 recombinante como nativa reconoce Siglec-10. La supresion de linfocito T por CD52-Fc no se redujo al mismo
limite por anticuerpos para otros Siglecs distintos de Siglec-10 o por Siglec 2-Fc humana recombinante. Estos
descubrimientos muestran que la supresion por CD52 se podrian justificar al menos en parte por su interaccion con
Siglec-10.
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Ejemplo 14: Los linfocitos T CD52" protegen frente a enfermedad autoinmune
Materiales y métodos
Ratones

Se criaron ratones C57/B16, NODLt y RIP.B7/NODSCID y se mantuvieron en el “Walter and Eliza Hall Institute of
Medical Research”. Los ratones transgénicos TCR restringidos a la clase | especifica a OVA (Hogquist et al., 1993) y
los ratones transgénicos TCR restringidos a la clase |l especifica a OVA (Barnden et al., 1998) han sido previamente
descritos. Los ratones indicador de Foxp3©®"P se proporcionaron por el Dr Yifan Zhang.

Reactivos, Anticuerpos y Citometria de flujo

Las células se cultivaron en medios RPMI complementados con FCS al 10 %, 1:100 complemento GIBCO™
GlutaMAX™-| (Invitrogen), 1:1.000 2-mercaptoetanol (Sigma), 1:100 NEAA (gibco). Los anticuerpos anti-CD52
monoclonales se obtuvieron de MBL International, clon BTG-2, conjugacién con PE o no marcados. El anticuerpo
anti-CD52 policlonal se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology, Inc (sc27555) por andlisis de transferencia Western.
Los anticuerpos anti-CD4 monoclonales (L3T4, clon GK1.5) y anti-CD8a (Ly-2, clon 53-6.7) se obtuvieron de
eBioscience. El Anti-CD25 (clon 3c7) se obtuvo de BioLegend. El anticuerpo CD3-FITC, el kit de tincion FoxP3 se
obtuvo de eBioscience. Los anticuerpos monoclonales anti-CD3 (clon 2c11), anti-CD28 (clon 37.51) y de control de
isotipo eran de WEHI Monoclonal Antibody Lab. Los analisis por citometria de flujo se hicieron en un FACSAria con
el programa informatico Diva FACS. Las células se clasificaron con un clasificador celular MoFlow (Cytomation, Fort
Collins, CO).

Aislamiento de célula

Se extrajeron los bazos y se pasaron a través de una malla de 70 ym, se trataron con tampén de lisis de eritrocito y
se lavaron. Para la activacion de las células, los esplenocitos se cultivaron sobre placa unida a anti-CD3 (2 pg/ml)
mas anti-CD28 soluble (1 pg/ml) durante 3 dias. Los esplenocitos OTIl u OTII se incubaron con 0,5 yg/ml de OTlo 5
pg/ml de péptido OTIl durante 4 dias antes de analizarse. Para los experimentos de clasificacion celular, se
marcaron esplenocitos no tratados o activados de ratones C57/B16, OTIl u OTIl, NODLt o Foxp3-GFP con o bien
CD3-FITC (eBioscience), CD4-APC (eBioscience), CD8-APC (eBioscience) y CD52-PE (MBL International). Las
células marcadas se separaron con un Citometro MoFlow y la pureza era de aproximadamente 95 %. Las células
aisladas o bien se usaron para la purificacion de ARN, para los ensayos de proliferacion de linfocito T o en
experimentos in vivo.

Ensayos de proliferacion

Se cultivaron linfocitos T CD4*CD52" o CD8*CD52" no tratados o activados (2x10%, en experimentos transwell
1x10%) con linfocitos T CD4*CD52"° o CD8*CD52"° a una proporcion de 1:1 y se estimularon con 1 ug/ml de anti-CD3
soluble (2c11) mas (8x10% en experimento transwell 4x10%) APC agotadas de linfocito T irradiadas (dosis de
irradiacion 2.000 rad). Transwells 0,4 uM (Corning, insertos de transwell de membrana de policarbonato N° de Cat.
3413) se colocaron entre las células. En los experimentos de bloqueo, se afiadié 15 pyg/ml de anti-CD52 (IgG2a de
rata, MBL International) o control de isotipo. Los ensayos de proliferacion se realizaron durante 72 h en placas de
fondo redondo de 96 pocillos en un volumen final de 200 ul de medio RPMI que contenia suero bovino fetal al 10 %.
Se afiadié 1 uCi/pocillo de [3H] timidina durante las Ultimas 10 horas del experimento y la incorporacion de timidina
se midié por recuento de centelleo. Alternativamente, las células que responden marcadas con CFSE se usaron
como lectura para la proliferacion. Los esplenocitos no tratados o los linfocitos T CD4*CD52° o CD8*CD52"° se
suspendieron de nuevo en PBS templado + BSA al 0,1 % a un nimero celular de 10x108 por ml. Se afiadio 5 uM de
CFSE y se suspendié de nuevo rapidamente. Las células se incubaron a 37 grados durante 5 min antes de lavarse 3
veces con tampon frio que contenia al menos 10 % de BSA o FCS. Las células que responden marcadas con CFSE
se incubaron con linfocitos T CD4*CD52" o CD8*CD52" (mas controles adicionales) durante hasta 7 dias y se
analizaron usando el FACSAria.

Ensayo de dos colores

Los linfocitos T CD4*CD52" o CD8*CD52" se tifieron con el marcador de division celular PKH.26 (Sigma) segun las
recomendaciones de los fabricantes. En resumen, se suspendieron de nuevo hasta 1x107 células en Diluyente C
(proporcionadas por el kit) y se mezclaron con 2 yM de PKH.26 durante 4 min a temperatura ambiente. Las células
se lavaron 3 veces con tampén que contenia al menos 10 % de FCS. Los linfocitos T CD4*CD52'° 0 CD8*CD52"° que
responden se tifieron con CFSE como se describio anteriormente. Las células se cultivaron solas o juntas durante 4
a 6 dias.

RT-PCR a tiempo real

El ARN total se prepard a partir de linfocitos T clasificados usando el kit RNeasy de Qiagen. El ADNc se sintetizé
usando cebadores oligo-dT (Qiagen, 0,4 pg/ul) y la transcriptasa inversa M-MLV (4.000 U, Applied Biosystems),
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. La RT-PCR a tiempo real se realizé en una maquina cicladora
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ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems) usando el Kit de PCR Quantitec SYBR Green (Qiagen, N° de Cat. 204143) y
los cebadores especificos optimizados para amplificar 100 a 150 pb de fragmentos de diferentes genes. Se fij6 un
umbral en la parte lineal de la curva de amplificacion y el nimero de ciclos necesarios para alcanzar el umbral se

calcul6 para cada gen. La expresion de ARNm relativa se determind mediante normalizacion a un gen de referencia
(b-Actina o RPS9).

Las secuencias de cebador son:

CDs2

DIREC- GTT GTG ATT CAG ATA CAA ACA GGA (SEQ ID NO: 31)
INV - AGG TAT TGG CAA AGA AGA GGA A (SEQ ID NO: 32)
IL-2

DIREC - TCA AGC TCC ACT TCA AGC TCT AC (SEQ ID NO: 33)
INV - CCT GTA ATT CTC CAT CCT GCT C (SEQ ID NO: 34)
IL-4

DIREC - TGA GAG AGA TCA TCG GCA TTT T (SEQ ID NO: 35)
INV - CTC TCT GTG GTG TTC TTC GTT G (SEQ ID NO: 36)
IL10 ,

DIREC - TCG GAA ATG ATC CAG TTT TAC C (SEQ ID NO: 37)
INV - ATC CTG AGG GTC TTC AGC TTC (SEQ 1D NO: 38)

IL-13

DIREC - GAG-CTG-AGC-AAC-ATC-ACA-CAA (SEQ [D NO: 39)
INV . AATCCAGGGCTACACAGAACC (SEQ ID NO: 40)

FoxP3
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DIREC - ATG-TTC-GCC-TAC-TTC-AGA-AAC-C (SEQ [D NO: 41)
INV' - CAA-ATT- CAT- CTA- CGG-TCC-ACA-C (SEQ ID NO: 42)
CcD127

DIREC - GCC CAC CAG AAA CAG ?;TA GAA G (SEQ ID NO: 43)
INV' - AGT CAG GGG ACC TAG AGG AAA G (SEQ ID NO: 44)
CTLA-4

DIREC - AGT TTC CTG GTC ACT GCT GTT T (SEQ ID NO: 45)
INV' - TTT TCA CAT TCT GGC TCT GTT G (SEQ ID NO: 46)
FASLG

DIREC - CGG-TGG-TAT-TTT-TCA-TGG-TTC-T (SEQ ID NO: 47)
INV - TGA-TAC-TTT-AAG-GCT-TTG-GTT-GG (SEQ ID NO: 48)
TGFb1

DIREC - TAT TGC TTC AGC TCC ACA GAG A (SEQ IDNO: 49)
INV' - CAG ACA GAA GTT GGC ATG GTA G (SEQ ID NO: 50)
TGFb2

DIREC - TAA GAG GGA TCT TGG ATG GAA.A (SEQ ID NO: 51)
INV" - CTG AGG ACT TTG GTG TGT TGA G (SEQ ID NO: 52)
IFNg

DIREC - CAA-AAG-GAT-GGT-GAC-ATG-AAA-A (SEQ ID NO: 53)
INV' - TTG CTG TTG CTG AAG AAG GTA G (SEQ ID NO: 54)
IL-12 alfa

DIREC - TCA CGC TACCTC CTC TTT TTG G (SEQ ID NO: 55)
INV - CAT CTG TGG TCT TCA GCA GGT TT (SEQ ID NO: 56)
Ebi3

DIREC- CCT TCC CGG ACA TCT TCT CTC T(SEQ ID NO: 57)
INV - GCA ATA CTT GGC ATG GGG TTT (SEQ ID NO: 58)
RARA

DIREC - GGA CAA GAA CTG CAT CAT CAA C (SEQ ID NO: 59)
INV' - GCT TGG GTG CCT CTT TCT TC (SEQ ID NO: 60)

GITR '

DIREC - CCT-AGG-TCA-GCC-GAG-TGT-AGT-T (SEQ ID NO: 61)
INV' - CAC-ATA-TGC-ACC-TTT-CTT-TTG-G (SEQ ID NO: 62)
GRANZMB

DIREC - TCC TTA TTC GAG AGG ACT TTG TG (SEQ ID NO: 63)
INV' - CTG GGT CTT CTC CTG TTC TTT G (SEQ ID NO: 64)
ALDHIA2

DIREC- ACA GGA GAG CAA GTG TGT GAA G (SEQ ID NO: 65)

INV - TCC ACA CAG AAC CAA GAG AGA A (SEQ ID NO: 66)
ACTIN

DIREC - GAT CTG GCA CCA CAC CTT CT (SEQ ID NO: 67)
INV - GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA (SEQ ID NO: 68)

Transferencia adoptiva de esplenocitos pobres en CD52" en receptores NOD

Se inyectaron intravenosamente esplenocitos totales pobres en CD52" o esplenocitos pobres en linfocitos T CD3",
CD4* o CD8*CD52" en ratones receptores. Los ratones receptores eran o bien ratones NOD machos irradiados
(ratones NOD machos de 8 semanas de vida, dosis de irradiacion de 750 rad, 4 horas antes de transferir de 1 a
1,2x107 células) o ratones RIP.B7/NOD.SCID de 8 semanas de vida, recibiendo 2x108 células. Se hizo un
seguimiento de las sefales de diabetes en los ratones midiendo la glucosa en orina 3 veces por semana usando
Diastix de Bayer. Sila glucosa en orina supera los 20 mM, se mide la glucosa en sangre. Los ratones se designan
diabéticos si las lecturas de la glucosa en sangre consecutivas estan por encima de 20 mM de glucosa.
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Puntuacion de insulitis

4 semanas después de la transferencia adoptiva de las células los ratones se sacrificaron. Se extrajeron los
pancreas y se fijaron durante la noche en solucién de Bouin y, a continuacion, se transfirieron a etanol al 70 %. Los
pancreas fijados se incrustaron en bloques de parafina, se cortaron un minimo de 12 secciones de 8 um al menos
150 uym de separacion. Las secciones se tifieron con hematoxilin-eosina y se evaluaron para la incidencia y la
gravedad de insulitis en microscopia de luz independientemente por dos investigadores. Se observaron un minimo
de 10 islotes de cada raton y se valoré el grado de infiltracion de célula mononuclear usando la siguiente
clasificaciéon: 0=no infiltracion; 1=infiltrado periductal; 2=infiltrado periislote; 3=infiltrado intraislote; 4=destruccién de
célula beta.

Resultados

Transferir linfocitos esplénicos pobres en CD52" de ratones NOD de 8 semanas de vida en ratones NOD.scid
conduce a aparicion rapida de la diabetes; las células no sometidas a agotamiento no tenian efecto (Figura 14).
Transferir linfocitos T CD3* pobres en CD52" acelero la aparicion de la diabetes, pero no era tan eficaz como el
agotamiento de las células CD52" de linfocito total (Figura 15). Por tanto, se mostré que los linfocitos CD52M
protegen frente a diabetes autoinmune.

Ejemplo 15: La frecuencia de linfocitos T CD4* CD52" generados en respuesta a la simulacion por GAD65 esta
afectada en la diabetes tipo 1

Métodos

Las PBMC teflidas con CFSE se cultivaron con GAD65 o TT durante 7 dias antes de la determinacion de la
frecuencia de linfocito T CD4* CD52" por analisis por citometria de flujo.

Resultados

Los individuos con y en riesgo de diabetes tipo 1 tienen menos linfocitos T CD4* CD52" que los individuos sanos en
respuesta a GADG5 pero no TT (Figura 16). La barra horizontal es la media para cada grupo. Los valores P totales
para el analisis de varianza se determinaron por el ensayo Kruskal-Wallis; a continuacion, el ensayo de comparacion
multiple de Dunn revel6 las diferencias significativas entre tanto Pre-DT1 como DT1 en comparacién con Sano o
DT2 a P<0,05.

Ejemplo 16: La supresion del linfocito T por células CD4* CD52" generadas en respuesta a GAD65 esta afectada en
la diabetes tipo 1 preclinica

Métodos

Se incubaron PBMC marcadas con CFSE de individuos con autoanticuerpos de célula islote en riesgo de diabetes
tipo 1 con GADG65 durante 7 dias y se clasificaron en linfocitos T CD4* CD52"'y CD52"° segun los métodos descritos
en la presente memoria. Las células clasificadas (5.000) se incubaron en placas de ELISpot con PBMC irradiadas
(20.000).

Resultados

Como se muestra en la Figura 17, la funcion supresora de las células CD4* CD52" generadas en respuesta a
GADG5 esta afectada en comparacion con la funcién supresora de las células CD4* CD52" generadas en respuesta
a TT. Los resultados son representativos de 6 sujetos en riesgo. Por tanto, la funciéon supresora de la célula CD4*
CD52" esta afectada en DT1 preclinica.

Ejemplo 17: CD52 soluble reduce drasticamente los niveles de glucosa en sangre en ratones NOD
Métodos

Se hizo un seguimiento de ratones NOD hembra analizando semanalmente la glucosa en orina y la diabetes se
diagnosticod en ratones con analisis de orina positivo por una concentracién de glucosa en sangre >14 mM. En
cuanto se confirmé la hiperglucemia se tomd de los ratones o bien CD52-Fc o Fc, 20 ug interperitonealmente, seis
dosis en dias alternos, y, a continuacion, se hizo un seguimiento de sus concentraciones de glucosa en sangre dos
veces por semana.

Resultados

Se mostréo que CD52-Fc soluble reduce los niveles de glucosa en sangre (Figura 18). Como se muestra, la
administracion de CD52-Fc tenia un efecto rapido y significativo para reducir los niveles de glucosa en sangre,
demostrando la idoneidad de CD52 soluble como compuesto terapéutico para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes tales como la diabetes tipo 1.
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Ejemplo 18: Desarrollo de diabetes en ratones NOD.SCID después de transferir desde ratones NOD diabéticos
esplenocitos tratados ex vivo con hCD52-Fc o Fc

Métodos

Se inyectaron 5x108 esplenocitos de NOD diabéticos tratados con rhCD52 Fc o Fc en ratones NOD.SCID. Se
aislaron esplenocitos de ratones diabéticos hembra y se incubaron con o bien 50 ug/ml de proteina CD52-Fc
humana recombinante o Fc durante 1,5 h en “tampdén de CD52” (solucion salina tamponada con Tris+2 mM de
MgCl, CaCl, y MnCly+glucosa 5 mM+1 % de suero de ratdn). Las células se suspendieron de nuevo en PBS y
1x107 células se inyectaron en ratones NOD.SCID machos (12 por grupo).

Resultados

El tratamiento de los esplenocitos de ratones NOD diabéticos ex vivo con CD52-Fc dio como resultado un
incremento en la supervivencia libre de diabetes en ratones NOD.SICD en los que se implantaron los esplenocitos
tratados (Figura 19). Esto es otra evidencia mas del uso terapéutico de CD52 soluble para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes tales como la diabetes tipo 1.

Ejemplo 19: CD52-Fc humana suprime células OT-Il de ratén
Métodos

Los linfocitos T CD4 con TCR transgénico especifico a Ovoalbumina (Ova) (OT-Il) son un modelo conveniente para
ensayar la supresidon inmune puesto que aproximadamente la mitad de los linfocitos T CD4 son especificos a
ovoalbumina y las respuestas del linfocito T son, por lo tanto, fuertes y predecibles. Se incubaron esplenocitos
(1x10%) de ratones OT-Il hembras de 10 semanas de vida durante 3 dias en placas de 96 pocillos de fondo redondo
en 200 ml de medio RPMI-1640 que contenia FCS al 5 % y las concentraciones indicadas en la Figura 20 de
proteina o péptido de ova, o anticuerpo anti-CD3 (clon 2C-11), y proteina CD52-Fc humana recombinante o Fc. La
absorcion de 3H-timidina se midid durante las ultimas 16 h de cultivo. Los resultados son la mediateem de
triplicados.

Resultados

Como se muestra en la Figura 20, CD52 redujo significativamente la proliferacion de linfocito T en respuesta a la
estimulacion por proteina o péptido de ova de una manera dependiente de la dosis, produciendo mas evidencia del
potencial terapéutico de CD52 soluble en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

Ejemplo 20: La CD52 soluble derivada de fluido seminal suprime la proliferacion del linfocito T humano
Métodos

Se identifico CD52 en muestras de semen humano usando el siguiente protocolo de ELISA. Inicialmente, se
centrifugo el fluido seminal (FS) a 500 g durante 5 min para sedimentar el esperma, se confirmd por inspeccion
microscopica del sobrenadante. Se usé anticuerpo anti-CD52 humana (Biolegend N°338202) como el agente de
captura (1:100 en PBS; 50 pl/pocillo durante la noche; 4 °C). Los pocillos se lavaron 3 veces en PBS-Tween al 0,01
%, seguido de 3 veces en PBS. Se us6 una solucion de BSA al 5 %/PBS (BSA Sigma A7906) para bloquear los
pocillos (200 pl/pocillo, 1 h a temperatura ambiente (TA)). El lavado se realizé6 como anteriormente. Los pocillos en
blanco se incluyeron como controles. Las muestras de semen se diluyeron en BSA al 5 %/PBS y se afiadieron a 50
pl/pocillo. Las muestras se incubaron en los pocillos durante 3 h a TA. El lavado se realizé como anteriormente. Para
la deteccion, se usé Campath AcM-HPR a 1:1.000 en BSA al 5 %/PBS (100 pl/pocillo; 1 h a TA). El lavado se realizé
como anteriormente. Se afiadié 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB) y la lectura de las placas era a 450 nm.

El inmunoagotamiento de CD52 se realizd segun el siguiente protocolo. Se colocaron 200 pl de Proteina G-Sefarosa
en alicuotas en 2 tubos Eppendorf, seguido de lavado x2 con 1 ml de PBS, siendo descargado el sobrenadante. Se
afadié 5 mg de AcM Campath a un Eppendorf y 5 mg de “Octagam” (inmunoglobulina humana agrupada) al otro.
Los tubos se hicieron girar durante 1,5 h a 4 °C seguido de lavado x3 con 1 ml de PBS cada uno. Los sobrenadantes
se descargaron. Se afiadié 500 pl de PBS, se mezcld el pocillo y las mezclas se dividieron equitativamente en 5x
tubos Eppendorf para cada muestra. Los tubos que contenian Campath y Octagam se centrifugaron y se
descargaron los sobrenadantes. Las muestras de semen se afiadieron a los tubos apropiados (5x diferentes
muestras de semen), es decir, 160 ul de semen + 160 pl de PBS seguido de rotacion durante la noche a 4 °C. Los
tubos se centrifugaron y los sobrenadantes se recogieron para su uso en ensayos de linfocito T a 1:20 (ya diluido 1:2
por lo tanto 1:10 en el ensayo).

La proliferacion del linfocito T en respuesta al antigeno (TT) en las PBMC de los donantes sanos se midié por
dilucion del colorante CFSE (Mannering et al., 2003). Las células marcadas con CFSE (2x10%pocillo, 100 pl) se
cultivaron en placas de fondo redondo de 96 pocillos en replicados de 6 con medio solo o con TT + AcM anti-CD52
CF1D12 (concentracion final 20 ug/ml). Lo segundo se afiadié o bien alas 0 o 20 h, el ultimo momento para permitir
la iniciacion de la activacion de los linfocitos T dado que se mostré que el receptor para CD52 soluble, Siglec-10, se

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703236 T3

regulaba al alza por activacion (Figura 12B). Las células no tefiidas también se incluyeron y se usaron para fijar las
compensaciones en el citometro de flujo. El indice de division celular (CDI, del inglés “Cell Division Index”) se calculd
como la relacion del nimero de células CD4* CFSE®" divididas por 20.000 células CD4* CFSEPriante ng divididas
en presencia de antigeno al nimero de células CD4* CFSE®"e por 20.000 de CD4* CFSE®an ng divididas en
ausencia de antigeno.

Resultados

La Figura 21 ilustra la presencia de CD52 soluble en 26 muestras de semen durante diluciones en serie.
Generalmente, el semen contiene altos niveles de CD52 soluble que sacan por titulacion durante varias diluciones
logaritmicas.

Como se muestra en la Figura 22, el antigeno (TT) solo incrementé drasticamente la proliferacion de linfocito T
(véase las barras “No semen” en la Figura 22). Sin embargo, este efecto se reducia significativamente en presencia
de semen (véase “TT” para las muestras de semen N° 1 y N° 15 en la Figura 22). Una ronda Unica de
inmunoagotamiento de CD52 usando el anticuerpo anti-CD52 Campath invirtié parcialmente el efecto inhibidor del
semen (véase las barras “Campath+TT” para las muestras de semen N° 1 y N° 15 en la Figura 22). No se vio
inversion significativa con las muestras sometidas a imunoagotamiento de IgG control.

Como se muestra en la Figura 23, el antigeno (TT) solo incrementd drasticamente la proliferacion de linfocito T
(véase las barras “No semen” en la Figura 23). La adicién de anticuerpo anti-CD52 CF1D12 incrementdé mas la
proliferacion de linfocito T. Sin embargo, en presencia de semen, la proliferacion de linfocito T se redujo
drasticamente (véase “TT” para las muestras de semen N° 14, N° 20 y N° 22 en la Figura 23). Por tanto, los
incrementos de semen no estimularon y disminuyeron la proliferacién estimulada por antigeno. Ademas el
anticuerpo anti-CD52 CF1D12 invirtié parcialmente el efecto inhibidor del semen.

Por tanto, CD52 soluble derivada de semen alcanzoé el mismo efecto supresor sobre la funcién del linfocito T efector
(ilustrado en este Ejemplo por la proliferacion de linfocito T) como CD52 soluble derivada de linfocito, demostrando
que los restos de carbohidrato alternativos pueden estar presentes en la glucoproteina soluble descrita en la
presente memoria sin disminuir su funcién inhibidora.

Ejemplo 21: Efectos de CD52-Fc sobre monocitos
Métodos y resultados

Se cultivaron células THP-1 (linea celular de leucemia monocitica aguda humana) en medio RPMI-1640
complementado con FCS al 10 %, glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol 50 pM. Las células se sembraron a
2x10%/pocillo en IMDM que contenia suero humano inactivado por calor, agrupado al 5%, aminoacidos no esenciales
100 mM, glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol 50 uM (medio IP5) a 37 °C bajo CO, al 5 %.

Las células se incubaron con diferentes dosis de CD52-Fc o Fc control en presencia de LPS (100 ng/ml) durante 24
h. El medio se recogié y la concentracion de IL-1B se midié por ELISA. Los resultados de este experimento se
resumen en la Figura 24.

En un experimento adicional, las células se incubaron con diferentes dosis de CD52-Fc o Fc control en presencia del
agonista de TLR-2 Pam3CSK (100 ng/ml) durante 24 h. A continuacion, los medios se recogieron y la concentracion
de IL-18 se midi6é por ELISA. Los resultados de este experimento se resumen en la Figura 25.

Las células THP-1 también se diferenciaron durante 3 h con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 500 nM. A
continuacion, las células se lavaron y sembraron a 2x10%/pocillo en medio IP-5 y se incubaron durante la noche a 37
°C bajo CO; al 5 %. A la siguiente mafiana el medio se cambid y las células se incubaron con CD52-Fc o Fc control
(50 pg/ml) en presencia de alumbre (100 ug/ml) durante 16 horas. El medio se recogi6 y la concentracion de IL-1(3
se midi6 por ELISA. Los resultados de este experimento se resumen en la Figura 26.

Se diferencio la médula 6sea de ratones C57/B6 de 10 semanas de vida durante 7 dias en el factor estimulante de la
colonia de granulocito-macréfago (10 ng/ml) en medio KDS-RPMI-10 % de FCS. Las células dendriticas derivadas
de la médula 6sea (BMDC, del inglés “Bone Marrow-derived Dendritic Cell”’) se recogieron, lavaron y sembraron a
2x10%/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se incubaron con 40 ug/ml de CD52-Fc o PBS (control) de
raton en presencia de LPS (800 ng/ml), CPG (0,8 pM) o Listeria monocytogenes (8x108/pocillo). Ademas, las células
se prepararon durante 3 horas con LPS (100 ng/ml) y, a continuacion, se estimularon con los agonistas de
inflamasoma conocidos, urato monosaédico (MSU) (150 ng/ml), alumbre (150 pg/ml) y negericina (1 uM). Después de
24 h, los medios se recogieron y las concentraciones de citoquina se midieron por ensayo de matriz de citoquina
multiple. Los resultados de este experimento que usa IL-1 se resumen en la Figura 27. Se obtuvieron resultados
similares para IL-1a, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-9 y IL-12 (datos no mostrados).

Se incubd CD52-Fc de raton (250 ug) con neuraminidasa de Arthrobacter ureafaciens (2 unidades) o tampén de

reaccion (fosfato sédico 250 mM, pH 6,0) a 37 °C durante la noche, y la reaccién terminé por calentamiento a 75 °C
durante 5 minutos. Las células THP-1 se incubaron con mCD52-Fc tratada con tampoén de reacciéon o neuraminidasa
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(final 12,5 pg/ml) en presencia de LPS (100 ng/ml) durante 24 h. Los medios se recogieron y la concentracion de IL-
18 se midié por ELISA. Los resultados de este experimento se resumen en la Figura 28.

Se tratd CD52-Fc de raton (300 ug) con o sin PNGasa F bajo las mismas condiciones, segun las instrucciones del
fabricante (Biolabs Inc). La separacion del oligosacarido ligado a N con reduccion en el peso molecular de CD52-Fc
se confirmd por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie. A continuacion, las soluciones de proteina se
desalaron por didlisis frente a agua estéril pura. Las células THP-1 se sembraron a 2x10%pocillos en medio IP5 y se
incubaron con CD52-Fc tratada (final 30 ug/ml) o CD52-Fc glucosilada en presencia de 100 ng/ml de LPS durante 24
h. Los medios se recogieron y la concentracion de IL-13 se midié por ELISA. Los resultados de este experimento se
resumen en la Figura 29.

Conclusién

En respuesta a un rango de estimulos inflamatorios, CD52-Fc de una manera dependiente de la dosis suprimio la
secrecion de IL-1B por la linea de monocito THP1 humana y por células dendriticas derivadas de medula 6sea de
ratén. Ademas, como se muestra para los linfocitos T, este efecto supresor de CD52-Fc depende de su resto de
oligosacarido debido a que se abrogd por tratamiento anterior de CD52-Fc con neuraminidasa para separar los
acidos sidlicos terminales o con PNGasa-F para separar el propio oligosacarido ligado a N. Estos descubrimientos
demuestran que los efectos supresores de CD52-Fc mostrados para los linfocitos T se extienden a otros tipos de
células que participan en la inmunidad innata y, de nuevo similar a los linfocitos T, presumiblemente estan mediados
por el receptor Siglec.

La presente solicitud reivindica la prioridad del documento US 61/560.254 presentado el 15 de Noviembre de 2011y
el documento US 61/705.633 presentado el 26 de Septiembre de 2012.
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<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador CD52-F

<400> 8
caaactggac tctcaggaca aa 22

<210>9

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<223> cebador CD52-R

<400> 9
caactgaagc agaagaggtg ga 22

<210> 10

<211> 22

<212> DNA
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<400> 10
atggtttctg aagaaggcaa ac

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador FOXP3-R

<400> 11
ggactacttc aagttccaca aca

<210> 12

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador CTLA-4 F

<400> 12
aacctacatg atggggaatg ag

<210> 13

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador CTLA-4 R

<400> 13
ttacataaat ctgggttccg tt

<210> 14

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador GITR-F

<400> 14
gggaaattca gttttggctt c

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador GITR-R

<400> 15
acagcgttgt gggtcttgtt

<210> 16

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador CD127 F
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<400> 16
ccttttgacc tgagtgtcgt ct 22

<210> 17

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador CD127 R

<400> 17
cgtccatttg ttttcatect tt 22

<210> 18

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo alfa IL2

<400> 18
tacaggatgc aactcctgtc tt 22

<210> 19

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso alfa IL2

<400> 19
gctccagttg tagetgtgtt tt 22

<210> 20

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador directo beta IL2

<400> 20
gctgttctce atggcetecect ac 22

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso beta IL2

<400> 21
gtcgggcttg atgatgtgct 20

<210> 22

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo alfa IL12
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<400> 22
ctccagaagg ccagacaaac tc

<210> 23

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso alfa IL12

<400> 23

ccaatggtaa acaggcctcc ac 22

<210> 24

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 1F1

<400> 24

ES 2703236 T3

gaagttctgt tccaggggcec catcgaaggt cgtggtg 37

<210> 25

<211> 48

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 1R1

<400> 25

tcatttttcg aactgcgggt ggctccaggce gcettttacce ggagacag 48

<210> 26

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador 1F2

<400> 26
gggggttccg ggggactgga agttctgttc

<210> 27

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 1R2

<400> 27
cttgatatcg aattctcatt tttcgaactg

<210> 28

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 2F
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<400> 28
cgctgttacg gatccccacc atgaagcegct tecte

<210> 29

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 2R1

<400> 29
tccaccgcta cctcctgagg ggcetgetggt

<210> 30

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 2R2

<400> 30
tccaccgcta cctcctgaga gtccagtttg

<210> 31

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo CD52

<400> 31
gttgtgattc agatacaaac agga 24

<210> 32

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso CD52

<400> 32
aggtattggc aaagaagagg aa 22

<210> 33

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo IL-2

<400> 33
tcaagctcca cttcaagctc tac 23

<210> 34

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso IL-2

ES 2703236 T3
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<400> 34
cctgtaattc tccatectge tc 22

<210> 35

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo |L-4

<400> 35
tgagagagat catcggcatt tt 22

<210> 36

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso IL-4

<400> 36
ctctetgtgg tgttcttcgt tg 22

<210> 37

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo IL-10

<400> 37
tcggaaatga tccagtttta cc 22

<210> 38

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso IL-10

<400> 38
atcctgaggg tcttcagctt ¢ 21

<210> 39

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo IL-13

<400> 39
gagctgagca acatcacaca a 21

<210> 40

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso IL-13
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<400> 40
aatccagggc tacacagaac ¢ 21

<210> 41

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo FOX3P

<400> 41
atgttcgcct acttcagaaa cc 22

<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso FOXP3

<400> 42
caaattcatc tacggtccac ac 22

<210> 43

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo CD127

<400> 43
gcccaccaga aacagttaga ag 22

<210> 44

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso CD127

<400> 44
agtcagggga cctagaggaa ag 22

<210> 45

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo CTLA-4

<400> 45
agtttcctgg tcactgcetgt tt 22

<210> 46

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso CTLA-4
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<400> 46
ttttcacatt ctggctctgt tg 22

<210> 47

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador directo FASLG

<400> 47
cggtggtatt tttcatggttct 22

<210> 48

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso FASLG

<400> 48
tgatacttta aggctttggt tgg 23

<210> 49

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo TGFb1

<400> 49
tattgcttca gctccacaga ga 22

<210> 50

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso TGFb1

<400> 50
cagacagaag ttggcatggt ag 22

<210> 51

<211> 22

<212> DNA
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo TGFb2

<400> 51
taagagggat cttggatgga aa 22

<210> 52

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso TGFb2
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<400> 52
ctgaggactt tggtgtgttg ag 22

<210> 53

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo IFNg

<400> 53
caaaaggatg gtgacatgaa aa 22

<210> 54

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso IFNg

<400> 54
ttgctgttgc tgaagaaggt ag 22

<210> 55

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo alfa IL-12

<400> 55
tcacgctacc tcctcttttt gg 22

<210> 56

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso alfa IL-12

<400> 56
catctgtggt cttcagcagg tit 23

<210> 57

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo Ebi3

<400> 57
ccttccecgga catcttctct ct 22

<210> 58

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso Ebi3
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<400> 58
gcaatacttg gcatggggtt t 21

<210> 59

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo RARA

<400> 59
ggacaagaac tgcatcatca ac 22

<210> 60

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso RARA

<400> 60
gcttgggatgc ctctttcttc 20

<210> 61

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo GITR

<400> 61
cctaggtcag ccgagtgtag tt 22

<210> 62

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso GITR

<400> 62
cacatatgca cctttctttt gg 22

<210> 63

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo GRANZB

<400> 63
tccttattcg agaggacttt gtg 23

<210> 64

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso GRANZB
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<400> 64
ctgggtcttc tcctgttett tg 22

<210> 65

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo ALDH1A

<400> 65
acaggagagc aagtgtgtga ag 22

<210> 66

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador inverso ALDH1A2

<400> 66
tccacacaga accaagagag aa 22

<210> 67

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador directo ACTIN

<400> 67
gatctggcac cacaccttct 20

<210> 68

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso ACTIN

<400> 68
ggggatgttga aggtctcaaa 20

<210> 69
<211> 697

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 69
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Met
1
Met
Glu
AsSp
Thr
Glu
Ala
Glu
Asn
‘LyS
145
Thr
ser
Thr
His
sSer
225
Leu
Pro
Arg
val
Pro
305
TYr
Asp
Gln
Pro
ser
385
Pro
val
Ser
Leu
ser
465
Glu
ser
Leu
Ala
Ser
545
Leu
Arg
Thr
GIn
Pro
625
TYyr
Glu

Pro Gly val Arg Pro Arg Pro Glu Ala Arg Met Pro
675 680

Leu
Asp
Gly
Trp
50

Glu
val
Lys
ser
Phe
130
Pro
val
phe
Thr
ASn
210
val
val
Gln
Leu
Leu
290
Leu
Thr
Leu

Ala

‘val

370
Pro

ser
Glu
Gln
Gly
450
Ser
Leu
Ser
Ser
Gln
530
Thr
Leu
Arg
Ile
LysS
610
Pro
Gln

ser

Leu
Gly
Leu
35

Thr
Thr
Glu
Gly
Gln
115
Met
Asp
Ile
ser
Ser
195
Thr
Gln
Ile
Gly
Leu
275
Glin
Gly
Ccys
ser
ASNn
355
Leu
Pro
Gln
His
His
435
Pro

Gln.

Leu
Ala
Ser
515
ser
Ala
phe
Thr

Leu

595

Arg

G]y‘

Leu

Gln

Pro
Arg
20

Cys
Gly
Thr
Met
Asn
100
Tyr
Asn
val
Cys
Trp
180
His
Asp
Arg
ser
Asn
260
cys
Asn
Leu
Arg
val
340
Arg
Glu
Ala
Pro
Glu
420
val
Ser
Ala
Glu
Gly
500
Gly
Gly
Phe
Leu
Glin
580
Asp
Asn
Ala
Pro

Glu

660

Leu
S

Phe
Ile
ser
Lys
ser
cys
phe
Asp
Tyr
val
165
Thr
Phe
Leu
Thr
Ile
245
val
Ala
Arg
Glu
Ala
325
Gin
Thr
Gly
Arg
ser
405
Gly
ser
Cys
ser
Gly
485
Pro
Leu
ser
ser
Ccys
565
Thr
Tyr
GIn
Pro
ser

645
ser

Leu
Trp
Ser
Thr
Gly
Thr
ser
Phe
Gly
Ile
150
Phe
Gly
Ser
Thr
val

230
ser
Pro
Ala
val

Leu
310
Glu
Tyr
val

Gln
Leu
390
Asp
Glu
Leu
ser
Pro
470
Asn
Trp
Arg
Ile
Asn
550
Leu
Glu
Ile
Lys
ser
630
Phe

Gln

Leu
Ile
val

Pro
Ala
Arg
Leu
Arg
phe
135
Pro
Asn
Ala
val

Cys
215
Arg
Arg
TYr
ASD
Leu
295
Pro
Asn
Pro
Leu
Ser
375
ser
Pro
Phe
ser
Trp
455
Ala
ser
Ala
Leu
Leu
535
Gly
Ala
Thr
Asn
Ala
615
Pro
Pro

Glu

ser
Arg
Pro
Ala
Pro
Gly
val
val
120
Phe
Glu
Trp
Ala
Leu
200
His
Leu
AsSp
Leu
ser
280
Ser
Gly
Arg
Pro
Glu
360
Leu
Trp
Gly
Thr
Leu
440
Glu
Pro
ser
Asn
Ar

52

Gln
Ala
Leu
Pro
val
600
Thr
Glu
Glu

Glu

ser
val
25

Cys
Tyr
val
Arg
Ile
105
Glu
Leu
Thr
Ala
Leu
185
Ser
val
Arg
ASn
Glu
265
Gln
Ser
val
Leu
Glu
345
Asn
Cys
Thr
val
cys
425
ser
Ala
ser
GIn
ser
505
cys
Leu
Phe
Ile
Arg
585
val
Pro
ser
Pro

Leu

665

Ala Asp Tyr Ala Glu val Lys Phe Gln
690 695

Leu
Gln
ser
Gly
Ala
Phe
90

Arg
Arg
Lys
Leu
Phe
170
Ser
Phe
Asp
val
Thr
250
Ala
Pro
ser
Lys
Gly
330
Asn
Leu
Leu
Gin
Leu
410
His
val
Glu
Leu
ASp
490
ser
Glu
Pro
Leu
Ile
570
Pro
Pro
Asn
Lys
Lys

650
His
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Leu
Glu
phe
Tyr
Thr
Gln
ASp
Gly
val
Glu
155
Glu
ser
Thr
Phe
Ala
235
Pro
Gln
Pro
His
Ala
315
ser
Leu
Gly
val
Arg
395
Glu
Ala
His
Gly
Arg
475
Ser
Leu
Ala
ASp
Gly
555
Met
Arg
Thr
Ser
Lys
635
ser

Tyr

Gly
ser
ser
Trp
Asn
Leu
Ala
Ser
Thr
140
Pro
Glu
Gln
Pro
ser
220
Tyr
Ala
Lys
Ala
Pro
300
Gly
Gin
Arg
Asn
580
Gly
Leu
Arg
Tyr‘
i
Trp
phe
ser
Trp
Lys
Ile
Lys
phe
Ala
pPro
620
Asn
Ser

Ala

685

Gly
vali

Tyr
45

Phe’

His
Thr
Gln
Tyr
125
Ala
Gly
cys
Gly
Arg
205
Arg
Ala
Leu
Gly
Thr
285
Trp
Asp
GlIn
val
Gly
365
val
GIn
Pro
His
ser
445
His
Trp
Glu
Leu
AsSn
525
Lys
Gly
Ile
Ser
Gly
605
Arg
Gln
Thr

Thr

670

ser
Met
30

Pro
Lys
Gln
Gly
Met
110
val
Leu
Gln
Pro
Thr
190
Pro
Lys
Pro
Glu

GIn

Gln
val
Arg
Ala
Ser
Asp
Gin
Arg
Thr
pro
Pro
175
Lys
Gln
Gly
Arg
Pro

255
phe

270 .

Leu
Gly
ser
Arg
Met
350
Thr
Thr
val
Arg
Pro
430
Pro
Cys
Leu
val
His
510
val
Gly
Ile
Leu
Ar

590
Pro
Thr
Lys
GIn

Leu

Ser
Pro
Gly
Ala
335
val
Ser
His
Leu
val
415
Leu
Lys
Ser
Gly
Thr
495
Gly
His

Leu

Thr

Pro
575

g His

Leu
Pro
Lys
Ala

655
Asn

Gly Thr GlIn

58

Ala
Pro
Gln
val
Arg
80

Pro
Asp
Tyr
Gln
val
160
Pro
Pro
Asp
val
AsSp
240
Gln
Leu
Trp
Arg
Ar

32

Leu
ser
Leu
Ser
ser
400
Gln
Gly
Leu
cys
Glu
480
Pro
Gly
Gly
Ile
Ala
560
Lys
Ser
Ala
Leu
GlIn

640
Pro

Phe
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REIVINDICACIONES
1. Uno cualquiera o mas de:

i) glucoproteina CD52 soluble,

ii) una proteina de fusién que comprende la glucoproteina CD52 soluble como una primera proteina, y una
segunda proteina;

i) un polinucledtido que codifica la porcion de péptido de la glucoproteina CD52 soluble de la parte i) o la
proteina de fusion de la parte ii);

iv) un vector que comprende el polinucledtido de la parte iii);

v) una célula aislada que comprende el polinucleétido de la parte iii) o el vector de la parte iv);

para su uso en terapia.

2. La glucoproteina CD52 soluble para el uso de la reivindicacion 1, en donde la glucoproteina CD52 soluble
comprende la  secuencia de  aminoacidos GONDTSQTSSPS (SEQ ID NO: 3) o
GQATTAASGTNKNSTSTKKTPLKS (SEQ ID NO: 5), y un carbohidrato.

3. La glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucleétido, el vector o la célula para el uso de la
reivindicacion 1 o 2, en donde dicha terapia comprende tratar o prevenir una enfermedad autoinmune o
inflamacion.

4. La glucoproteina CD52 soluble, la proteina de fusion, el polinucledtido, el vector o la célula para el uso de la
reivindicacion 3, en donde la enfermedad autoinmune es diabetes tipo 1.

5. La glucoproteina CD52 soluble o la proteina de fusién para el uso de cualquier reivindicacion precedente en
donde la glucoproteina CD52 soluble o la proteina de fusiéon se administra a un sitio mucoso o transdérmico.

6. Un método in vitro de diagnodstico de la susceptibilidad de un sujeto a desarrollar una enfermedad autoinmune
o inflamacién, comprendiendo el método:

detectar el nivel de glucoproteina CD52 soluble en una muestra tomada del sujeto; y

comparar el nivel de glucoproteina CD52 soluble detectado en la muestra tomada del sujeto con un nivel de

referencia determinado a partir de uno o mas sujetos sanos,
en donde el nivel inferior de glucoproteina CD52 soluble detectado en la muestra tomada del sujeto en
comparacion con el nivel de referencia indica que el sujeto tiene una susceptibilidad incrementada a desarrollar
una enfermedad autoinmune o inflamacion.

7. El método de la reivindicaciéon 6, en donde la muestra se toma de un sujeto al cual se ha administrado un
antigeno.

8. El método de la reivindicacion 6 o 7, en donde la muestra se toma de un sitio de un sitio de enfermedad local
en el sujeto.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde la enfermedad autoinmune es diabetes tipo 1.

10. Un método de determinacion de la idoneidad de un sujeto para entrar en una prueba de cribado, que
comprende realizar el método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 e identificar el sujeto que es mas
adecuado para entrar en una prueba de cribado de farmaco si el sujeto tiene un nivel inferior de glucoproteina
CD52 soluble que la muestra de referencia, cuando la prueba de cribado del farmaco es una prueba de cribado
de farmaco antidiabético, una prueba de cribado para un farmaco destinado a usarse en el tratamiento de una
enfermedad autoinmune o inflamacién, o un cribado realizado para identificar farmacos antidiabéticos putativos.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde el cribado es para identificar farmacos anti-diabetes tipo 1.
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Glucosa en sangre (mM)
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Absarcion de JH-timidina (cpm)
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IL-1fi (pgiml)
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1. Nada (LPS 100 ng/ml)

2. CD52-Fc 30 ug/ml

3. CD52-Fc calentado a 94°C durante 10 min
4. CD52-Fc (todas etapas, pero no PNGasa-F)
5. CD52-Fc tratado con PNGasa
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