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DESCRIPCIÓN 
 
Composición multipeptídica 
 
Sector de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a una combinación de péptidos que se puede utilizar en la terapia o prevención de 
la diabetes tipo 1 (T1D, de Type 1 Diabetes). 
 
Estado de la técnica anterior 10 
 
La diabetes tipo 1 (T1D) es una enfermedad autoinmune caracterizada por una disfunción metabólica, en particular 
una desregulación del metabolismo de la glucosa, acompañada de complicaciones vasculares y neurológicas a largo 
plazo características. La T1D es una de las enfermedades autoinmunes más comunes, que afecta a uno de cada 
250 individuos en los EE. UU., en los que se reportan aproximadamente de 10.000 a 15.000 casos nuevos cada 15 
año, y la incidencia está aumentando. La prevalencia más elevada de la T1D se encuentra en el norte de Europa. 
 
La T1D se caracteriza por una deficiencia absoluta de insulina, lo que hace que los pacientes dependan de insulina 
exógena para sobrevivir. Antes del inicio clínico agudo de la T1D con síntomas de hiperglucemia, hay un largo 
período preclínico asintomático, durante el cual las células beta productoras de insulina progresivamente se 20 
destruyen. 
 
Se ha demostrado que los autoantígenos de células beta, los macrófagos, las células dendríticas, los linfocitos B y 
los linfocitos T están implicados en la patogenia de la diabetes autoinmune. Se cree que los autoantígenos de las 
células beta se liberan de las células beta y se procesan y presentan a las células T auxiliares (células CD4+) por las 25 
células presentadoras de antígeno. Las células T CD4+ indiferenciadas se pueden activar mediante la interleucina 
(IL)-12 liberada por las células presentadoras de antígeno. Las células T CD8+ específicas de antígeno de células 
beta se activan mediante la IL-2 producida por las células T CD4+ activadas, se diferencian en células T citotóxicas y 
se reclutan en los islotes pancreáticos. Estas células T TH1 CD4+ activadas y las células T CD8+ citotóxicas están 
involucradas en la destrucción de las células beta. La IL-2 también activa los linfocitos B para secretar 30 
autoanticuerpos de células de islote. 
 
En los últimos años, se han identificado diversos autoantígenos contra los cuales se dirigen los autoanticuerpos de 
células de los islotes. Entre estos se incluyen el antígeno de islote relacionado con la tirosina fosfatasa 2 (IA-2), y la 
insulina, la proinsulina (PI) y la preproinsulina. 35 
 
Una vez iniciado, el tratamiento con inyecciones de insulina sintética es necesario de por vida, dado que las células 
beta no se regeneran. Una vez establecida, la diabetes es una carga importante para el paciente, para la familia del 
paciente y para la sociedad. Aunque las dosis, preparaciones y sistemas de administración de insulina modernos 
pueden mantener la glucosa en la sangre dentro de límites razonables, a lo largo de diversos años inevitablemente 40 
ocurren complicaciones de la enfermedad. Las complicaciones graves más comunes de la diabetes son la 
insuficiencia renal, la ceguera y la pérdida de la función nerviosa. La esperanza de vida de un paciente con diabetes 
se reduce en un promedio de 10 años. A la luz de estos antecedentes, es importante considerar nuevos medios para 
tratar o prevenir la T1D. Se han identificado epítopos IA-2 de células T en Honeyman M, et al. (Honeyman M, et al. 
Molecular Medicine 1998; 4: 231-239), Lohmann T, et al. (Lohmann T, et al. Exp Clin Endocrinol Diabetes 1999; 107 45 
(3): 166-71), McLaughlin KA, et al. (McLaughlin KA, et al. J Immunol 2014; 193: 4448-56) y Weenink SM, et al. 
(Weenink SM, et al., J Autoimmun 2009; 33: 147-54. Los péptidos PI y/o IA-2 también se dan a conocer en las 
Patentes US7049292, WO2005/073248, WO00/63702 y WO2009/004315. Sin embargo, la presente invención utiliza 
una nueva combinación de epítopos clave de tanto PI como IA-2, y/o un régimen de administración específica, que 
demuestran un rendimiento superior de inmunoterapia específica de antígeno con el efecto de limitar la 50 
autoinmunidad PI/IA-2 que es característica de la T1D. 
 
Características de la invención 
 
La presente invención está definida por las reivindicaciones: en un primer aspecto de la presente invención, se da a 55 
conocer una combinación de péptidos que comprende: 
 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3; 60 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. 
 
La SEQ ID NO: 1 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 718-736. 65 
La SEQ ID NO: 2 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 752-775. 
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La SEQ ID NO: 3 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 855-867. 
La SEQ ID NO: 4 es un fragmento de PI, que comprende los residuos C13-C32. 
La SEQ ID NO: 5 es un fragmento de PI, que comprende los residuos C19-A3. 
La SEQ ID NO: 6 es un fragmento de PI, que comprende los residuos C22-A5. 
 5 
El inventor de la presente invención ha descubierto que, sorprendentemente, esta combinación de péptidos es 
superior para limitar la autoinmunidad anti-PI y anti-IA-2, en comparación con un número menor de péptidos y 
combinaciones alternativas de péptidos. Sorprendentemente, también se ha demostrado que las diferentes 
combinaciones de péptidos IA-2 ofrecen diferentes efectos para limitar la autoinmunidad a PI. La combinación de 
péptidos reivindicada actualmente tiene un rendimiento superior en comparación con otras combinaciones de 10 
péptidos. En particular, la combinación de péptidos de la presente invención demuestra la supresión unida a 
antigenicidad cruzada que puede ser de considerable beneficio para los pacientes cuando se explota 
terapéuticamente. Permite que se utilice un número limitado de péptidos, de un número limitado de autoantígenos, 
para atacar las múltiples respuestas autoinmunes diferentes que desempeñan una función en la T1D. 
 15 
Tal como se describe en la presente memoria descriptiva, el término "péptido" se refiere a cualquier péptido que 
comprende aminoácidos unidos entre sí mediante enlaces peptídicos o enlaces peptídicos modificados, es decir, 
isoésteres peptídicos. El péptido generalmente contendrá aminoácidos de origen natural, pero puede incluir 
secuencias de aminoácidos modificadas por procesos naturales, tales como el procesamiento postraduccional, o por 
técnicas de modificación química que son bien conocidas en la técnica. Dichas modificaciones están bien descritas 20 
en textos básicos. Las modificaciones pueden tener lugar en cualquier parte de un péptido, incluida la cadena 
principal del péptido, las cadenas laterales de aminoácidos y los extremos terminales amino o carboxilo. Se 
apreciará que el mismo tipo de modificación puede estar presente en el mismo grado o en diversos grados en 
diversos sitios en un péptido dado. Además, un péptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones. 
 25 
En una realización preferente, la combinación de péptidos no comprende otros péptidos de IA-2 o PI. 
 
Preferentemente, la combinación de péptidos reivindicada comprende las secuencias exactas de la presente 
invención y no fragmentos más largos de IA-2 o PI, o la longitud completa de los mismos. 
 30 
Resultará evidente para un experto en la técnica que la combinación de péptidos de la presente invención puede 
comprender componentes no peptídicos, tales como excipientes, tal como se discute más adelante, pero que puede 
no comprender ningún péptido adicional, en particular péptidos de IA-2 o PI. 
 
Preferentemente, los péptidos que forman la combinación de péptidos son péptidos aislados. El término "aislado" 35 
significa que el péptido se elimina de su entorno original. Por ejemplo, un péptido presente en un animal vivo no está 
aislado, pero el mismo péptido, o un fragmento de dicho péptido, separado de algunos o todos los materiales 
coexistentes en el sistema natural, está aislado. Dichos péptidos podrían formar parte de un vector y/o los péptidos 
podrían formar parte de una composición, y aún estar aislados, dado que dicho vector o composición no es parte de 
su entorno natural. 40 
 
En una realización preferente, la combinación de péptidos consiste en: 
 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2; 45 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. 
 50 
En esta realización preferente, la combinación de péptidos solo comprende los péptidos recitados que tienen las 
secuencias específicas recitadas. 
 
Un segundo aspecto de la presente invención se refiere a una composición farmacéuticamente aceptable que 
comprende la combinación de péptidos de la presente invención y uno o más excipientes farmacéuticamente 55 
aceptables. 
 
Preferentemente, la composición farmacéutica comprende cisteína. La presencia de cisteína libre dentro de la 
composición estabiliza cualquier tendencia de los péptidos de la combinación de péptidos a formar enlaces disulfuro 
entre cadenas y de este modo precipitar. La composición farmacéutica puede comprender de 1 a 5 mg de L-cisteína 60 
por 2 mg de combinación de péptidos, preferentemente, de 2 a 4 mg de L-cisteína por 2 mg de combinación de 
péptidos y, de la manera más preferente, 2,5 mg de L-cisteína por 2 mg de combinación de péptidos. 
 
La composición farmacéutica puede ser para su utilización humana o animal en medicina humana y veterinaria y 
comprenderá, normalmente, uno o más excipientes adecuados. Los excipientes aceptables para su utilización 65 
terapéutica son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, por ejemplo, en Remington's 
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Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (edit. A. R. Gennaro 1985). La elección del excipiente farmacéutico 
se puede seleccionar con respecto a la vía de administración prevista y la práctica farmacéutica estándar. Las 
composiciones farmacéuticas pueden comprender como el excipiente, o además del mismo, cualquier aglutinante, 
lubricante, agente de suspensión, agente de recubrimiento o agente solubilizante adecuado. 
 5 
Se pueden proporcionar conservantes, estabilizantes y colorantes en la composición farmacéutica. Entre los 
ejemplos de conservantes se incluyen benzoato de sodio, ácido sórbico y ésteres de ácido p-hidroxibenzoico. 
También se pueden utilizar antioxidantes y agentes de suspensión. 
 
Puede haber diferentes requisitos de composición/formulación dependiendo de los diferentes sistemas de 10 
administración. A modo de ejemplo, la composición farmacéutica de la presente invención se puede formular para 
administrarse por vía parenteral, en la que la composición se formula en forma de inyectable, para administración, 
por ejemplo, por vía intravenosa, intradérmica, intramuscular, subcutánea o intraperitoneal. Para la administración 
parenteral, las composiciones se pueden utilizar mejor en forma de una solución acuosa estéril que puede contener 
otras sustancias, por ejemplo, sales o monosacáridos suficientes para hacer que la solución sea isotónica con la 15 
sangre. La composición también se puede formular para administrarse por vía oral o tópica, incluyendo la vía nasal, 
oral o epicutánea. Preferentemente, la composición está formulada para administrarse por vía intradérmica. 
 
Entre las vías de administración intradérmica se incluyen cualquier medio de acceso dérmico, por ejemplo, utilizar 
sistemas de inyección e infusión basados en microagujas (u otros medios para direccionar con precisión al espacio 20 
intradérmico), inyección balística sin aguja de fluidos o polvos en el espacio intradérmico, inyección intradérmica tipo 
Mantoux, iontoforesis mejorada a través de microdispositivos y depósito directo de fluidos, sólidos u otras formas de 
dosificación en la piel, incluida la utilización de parches para depositar la composición sobre la piel. 
 
Normalmente, un médico determinará la dosis real que será más adecuada para un sujeto individual y ésta variará 25 
con la enfermedad, edad, peso y respuesta del paciente particular. Un experto en la materia puede determinar la 
dosis apropiada para seres humanos, por ejemplo, utilizando la normalización del área de superficie corporal (BSA). 
Por ejemplo, la composición farmacéutica puede comprender, aproximadamente, de 0,1 µg a 15 mg de péptido total 

por dosis única, preferentemente, de 1 µg a 12 mg de péptido total por dosis única. En una realización preferente, se 

administran 240 µg (dosis de 1 µg de BSA normalizada para un humano adulto de 60 kg) de péptido total por dosis 30 
única, con los péptidos presentes en una proporción equimolar. En otra realización preferente, se administran 12 mg 
de péptido total por dosis única, con los péptidos presentes en una proporción equimolar. 
 
En una realización preferente, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención 
se administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez cada 1 a 4 semanas durante cuatro 35 
administraciones. 
 
En una realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez cada 2 a 4 semanas durante cuatro 
administraciones. 40 
 
En otra realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez a la semana durante cuatro semanas. 
 
La composición farmacéutica también puede comprender adyuvantes promotores de tolerancia y/o células 45 
promotoras de tolerancia. Entre los adyuvantes promotores de la tolerancia se incluyen IL-10, subunidad B 
recombinante de la toxina del cólera (rCTB), ligandos para el receptor 2 de tipo Toll, así como anticuerpos biológicos 
y monoclonales que modulan las respuestas inmunes, tales como anti-CD3 y bloqueadores de la coestimulación, 
que se pueden administrar conjuntamente con la combinación de péptidos. Entre las células promotoras de la 
tolerancia se incluyen células dendríticas inmaduras y células dendríticas tratadas con vitamina D3, (lapha, 50 
25-dihidroxi vitamina D3) o sus análogos. Preferentemente, uno o más de los péptidos de la combinación de 
péptidos de la presente invención se conjugan con la superficie de una célula dendrítica tratada con vitamina D3 o 
sus análogos. Preferentemente, todos los péptidos de la combinación de péptidos de la presente invención se 
conjugan con la superficie de una célula dendrítica tratada con vitamina D3 o sus análogos. 
 55 
Un tercer aspecto de la presente invención se refiere a la composición farmacéuticamente aceptable de la presente 
invención para su utilización en terapia. 
 
Un cuarto aspecto de la presente invención se refiere a la composición farmacéuticamente aceptable de la presente 
invención para su utilización en el tratamiento o la prevención de la diabetes tipo 1 (T1D). 60 
 
Cuando la T1D se "trata", esto significa que una o más manifestaciones clínicas de la T1D mejoran. No significa que 
los síntomas de la diabetes tipo 1 estén completamente sanados, de manera que ya no estén presentes en el 
paciente, aunque en algunos procedimientos, este pueda ser el caso. El "tratamiento" hace que uno o más de los 
síntomas de la T1D sean menos graves que antes del tratamiento. 65 
 

E16729347
13-03-2020ES 2 778 630 T3

 



5 

Preferentemente, la composición farmacéuticamente aceptable de la presente invención se administra a un paciente 
que tiene una masa de células beta restante. 
 
Un quinto aspecto de la presente invención se refiere a un kit para el tratamiento o la prevención de la diabetes tipo 
1 (T1D) que comprende la combinación de péptidos de la presente invención. 5 
 
Dichas APC pueden ser linfocitos B, monocitos, macrófagos o células dendríticas, o células mononucleares de 
sangre periférica completa (PBMC, de peripheral blood mononuclear cells). Las APC también pueden ser líneas 
celulares inmortalizadas derivadas de linfocitos B, monocitos, macrófagos o células dendríticas. Cuando los sujetos 
son seres humanos, las APC también pueden ser células T, dado que las células T humanas son capaces de 10 
expresar moléculas MHC de clase II. El procedimiento comprende además administrar la combinación de péptidos 
de la presente invención al individuo si los linfocitos CD4 reconocen el péptido unido a MHC de clase II. 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a una combinación de péptidos que comprende: 
 15 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6  
 
para su utilización en el tratamiento o la prevención de la diabetes tipo 1 (T1D) en la que la combinación se 20 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez cada 1 a 4 semanas durante cuatro 
administraciones. 
 
En una realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez cada 2 a 4 semanas durante cuatro 25 
administraciones. 
 
En otra realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez a la semana durante cuatro semanas. 
 30 
"En la que la composición es para su administración" significa que la combinación se administra. Preferentemente, la 
combinación de péptidos es para su administración a una dosis de 240 µg o 12 mg de péptido total, con los péptidos 
presentes en una relación equimolar. 
 
Preferentemente, la combinación de péptidos se formula como una composición farmacéuticamente aceptable que 35 
incluye uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, la composición está formulada para 
administrarse por vía parenteral, oral o tópica, incluidas las vías intravenosa, intradérmica, intramuscular, 
subcutánea, intraperitoneal, nasal, oral o epicutánea y, más preferentemente, la composición está formulada para 
administrarse por vía intradérmica. 
 40 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un procedimiento de tratamiento o prevención de la diabetes tipo 
1 (T1D) en el que una combinación de péptidos que comprende: 
 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 45 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6  
 
se administra a un paciente con T1D o un individuo no diabético identificado con alto riesgo de T1D, como mínimo, 
una vez al mes, preferentemente, una vez cada 1 a 4 semanas durante cuatro administraciones. 
 50 
En una realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez cada 2 a 4 semanas durante cuatro 
administraciones. 
 
En otra realización, la composición que comprende la combinación de péptidos de la presente invención se 55 
administra, como mínimo, una vez al mes, preferentemente, una vez a la semana durante cuatro semanas. 
Preferentemente, la combinación se administra a una dosis de 240 µg o 12 mg de péptido total, con los péptidos 
presentes en una relación equimolar. 
 
Preferentemente, la combinación de péptidos se formula como una composición farmacéuticamente aceptable que 60 
incluye uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, la composición está formulada para 
administrarse por vía parenteral, oral o tópica, incluidas las vías intravenosa, intradérmica, intramuscular, 
subcutánea, intraperitoneal, nasal, oral o epicutánea y, más preferentemente, la composición está formulada para 
administrarse por vía intradérmica. 
 65 
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En particular, los aspectos de la combinación de péptidos, por ejemplo, pueden haberse descrito con mayor detalle 
que en otros aspectos de la presente invención, por ejemplo, la utilización de la combinación de péptidos. Sin 
embargo, el experto apreciará que cuando se ha proporcionado información más detallada para un aspecto 
particular de la presente invención, generalmente, esta información es aplicable de igual manera a otros aspectos de 
la presente invención. 5 
 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención se describirá ahora en detalle a modo de ejemplo solo con referencia a las figuras, en las que:  
 10 
La figura 1 muestra los resultados de 3 secuencias parentales mostradas con sombreado cruzado, y comparadas 
con una secuencia peptídica anidada más corta, para mostrar el porcentaje de pacientes con diabetes tipo 1 que 
responden, utilizando la producción de interferón-y como la lectura, detectada por inmunoensayo enzimático de 
puntos. 
 15 
La figura 2 muestra los resultados de la proliferación de células T como una lectura de autoinmunidad específica a PI 
e IA-2 después de la inmunización con composiciones multipeptídicas para derivar un modelo preclínico de 
autoinmunidad relacionada con la diabetes. 
 
La figura 3 muestra los resultados de la proliferación de células T como una lectura de autoinmunidad a PI y IA-2 20 
después del tratamiento de ratones Tg autoinmunes HLA-DR4 con composiciones multipeptídicas. 
 
La figura 4 muestra que el tratamiento de ratones con una combinación de 3 péptidos PI es más eficaz que el 
tratamiento con un solo péptido PI. En resumen, la tolerancia a la proinsulina se rompió en ratones mediante 
inmunización subcutánea con 100 µg de proteína de proinsulina emulsionada en CFA y tratamiento intraperitoneal 25 
con toxina pertussis inmediatamente después de la inmunización y 1 día después de la misma. Posteriormente, los 

ratones recibieron 4 tratamientos intradérmicos semanales de 10 µg de PI de control o mono/multi-PI proinsulina 
(C13-32 (SEQ ID NO: 4); C19-A3 (SEQ ID NO: 5); C22-A5 (SEQ ID NO: 6)), antes de la inmunización subcutánea 

con 100 µg de proteína proinsulina emulsionada en IF A para aumentar la respuesta autoinmune en curso (A). Los 
ganglios linfáticos (LN, de lymphatic nodes) se extrajeron 7 días después y las suspensiones de células LN se 30 
cultivaron con o sin proteína o péptido de proinsulina (C13-32; C19-A3; C22-A5) durante 48 horas in vitro. Se analizó 
la proliferación de células T CD4

+
 y la producción de IFN-γ mediante dilución CFSE a las 96 horas (B) y ELISA a las 

48 horas (C) en respuesta a la estimulación in vitro con 50 µg/ml de proteína de proinsulina y 10 µg/ml de péptidos 
(C13-32; C19-A3; C22-A5). Se midieron los niveles séricos de IgG1 específica de proinsulina en el día 42 (D). Se 
midieron los porcentajes de la proliferación de células T reguladoras CD3

+
CD4

+
CD25

high
FoxP3

+
 mediante citometría 35 

de flujo en cultivos de LN en el día 42 (E). Los datos son representativos de tres experimentos independientes. *p 
<0,05, **p <0,01, ***p <0,001; la significación estadística se determinó mediante ANOVA unidireccional o la prueba 
de la t de Student. 15 ratones por grupo en B y C; 5 ratones por grupo D-F. 
 
La figura 5 muestra que una mayor frecuencia de dosis bajas de multi-PI es más eficaz que una dosis más elevada o 40 
menos tratamientos para revertir la ruptura de la tolerancia a la proinsulina completa. La tolerancia a la proinsulina 

se rompió en ratones mediante inmunización subcutánea con 100 µg de proteína de proinsulina emulsionada en 
CFA y tratamiento intraperitoneal con toxina pertussis inmediatamente después de la inmunización y 1 día después 
de la misma. Posteriormente, los ratones recibieron 4 o 2 tratamientos intradérmicos semanales de 10 µg o 1 µg que 
consistían en 3 péptidos de proinsulina (C13-32; C19-A3; C22-A5) o péptido HA de control, antes de la inmunización 45 
subcutánea con 100 µg de proteína proinsulina emulsionada en IFA para aumentar la respuesta autoinmune en 
curso (A). Los LN se extrajeron en el día 42 y las células LN se cultivaron con o sin proteína o péptido de proinsulina 
(C13-32; C19-A3; C22-A5) durante 48 horas in vitro. Se analizaron la proliferación y la producción de citocinas 
mediante la incorporación de timidina y ELISA y se muestra la proliferación promedio ± EEP en respuesta a 50 µg/ml 

de proinsulina (B) y la producción de IFN-γ en respuesta a 50 µg/ml de proinsulina (C) o 10 µg/ml de péptidos de 50 
proinsulina, en cultivos DLN. Se midió el porcentaje de proliferación de células T reguladoras 
CD3

+
CD4

+
CD25

high
FoxP3

+
 mediante citometría de flujo en cultivos de LN el día 42 (E). Se midieron los niveles 

séricos de IgG1 específica de proinsulina en el día 42 (F). Los datos son representativos de, como mínimo, dos 
experimentos independientes. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001; la significación estadística se determinó mediante 
ANOVA unidireccional o la prueba de la t de Student. 6 ratones por grupo. 55 
 
La figura 6 muestra que el tratamiento con 3 péptidos PI aumenta la regulación específica de antígeno. Las células T 
reguladoras de ratones tratados con multi-PI proinsulina tienen una actividad supresora específica de proinsulina 
mejorada en comparación con los ratones tratados con PI de control. La tolerancia a la proinsulina se rompió en 
ratones mediante inmunización subcutánea con 100 µg de proteína de proinsulina emulsionada en CFA y 60 
tratamiento intraperitoneal con toxina pertussis inmediatamente después de la inmunización y 1 día después de la 
misma. Posteriormente, los ratones recibieron 4 tratamientos intradérmicos semanales de 1 µg de PI que consistía 
en 3 péptidos de proinsulina (C13-32; C19-A3; C22-A5) o péptido HA de control, antes de la inmunización 
subcutánea con 100 µg de proteína proinsulina emulsionada en IFA para aumentar la respuesta autoinmune en 
curso (A). Se extrajeron LN en el día 42 y se aislaron y se cultivaron conjuntamente células T reguladoras 65 
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CD4
+
CD2S

high
, a concentraciones variables, con células T de respuesta marcadas con CFSE, a partir de ratones 

inmunizados con la proinsulina/CFA. Las células se cultivaron conjuntamente en presencia de partículas 
inmunomagnéticas αCD3αCD28 (B) o proteína proinsulina (C) y se calculó la proliferación de células T CD4

+
 de 

respuesta midiendo la dilución CFSE mediante citometría de flujo a las 96 horas. Promedio ± EEP de proliferación de 
células de respuesta marcadas con CFSE en respuesta a 50 µg/ml de proinsulina en presencia de concentraciones 5 
decrecientes de células T reguladoras CD4

+
CD25

high
 de ratones tratados con HA o proinsulina-PIT (D). La 

significación estadística se determinó mediante ANOVA unidireccional o la prueba de la t de Student. *p <0,05, **p 
<0,01, 15 ratones por grupo (ganglios linfáticos agrupados). 
 
Ejemplo 1 10 
 
Generación de un modelo en ratón de autoinmunidad relevante para diabetes a través de la inducción de 
autorreactividad específica para proinsulina/específica para IA-2 
 
Se importaron de Taconic, EE. UU., ratones 1Kito Tg B6.129S2-H2-Ab1

tm1Gru 
(HLA-DRA/H2-Ea, 15 

HLA-DRB1∗0401/H2-Eb) (HLA-DR4-Tg) (1), y se utilizaron en todos los experimentos. Se determinó que todos los 
animales estuvieran libres de patógenos y se mantuvieron en condiciones estándar en la Unidad de Servicios 
Biológicos del King's College de Londres, de conformidad con el Reglamento de la Oficina Central. 
 
Los ratones se expusieron por vía subcutánea en la base de la cola a 100 µg de proteína proinsulina humana 20 
recombinante entera (Biomm , Brasil) y/o antígeno 2 asociado a insulinoma humano recombinante (IA-2; 
Proteogenix) emulsionados en adyuvante completo de Freund (CFA, de Complete Freund’s Adjuvant, 
Sigma-Aldrich). Los ratones se trataron con 200 ng de toxina pertussis (PTX, de Pertussis Toxin, Sigma-Aldrich) 
administrados a través de la cavidad intraperitoneal en el momento de la inmunización y 1 día después de la misma. 
Al ensayar la inmunoterapia con péptidos, las respuestas autoinmunes se incrementaron adicionalmente con 100 µg 25 
de autoantígeno (proinsulina y/o IA-2) emulsionados en adyuvante incompleto de Freund (IFA, de Incomplete 
Freund’s Adjuvant, Sigma-Aldrich) por vía subcutánea en la base de la cola 7 días después de la última terapia de 
tratamiento con péptidos. Se obtuvo evidencia de la inducción de autoinmunidad específica de proinsulina e IA-2 
ensayando las respuestas de recuerdo a proinsulina o IA-2 para demostrar la proliferación de células T y la 
producción de citocinas inflamatorias de células T. 30 
 
Los gráficos de la figura 2 muestran la producción de citocinas proinflamatorias contra los autoantígenos proinsulina 
(PI) e IA-2 (paneles A y B, respectivamente) y proliferación de células T (paneles C y D, respectivamente) después 
de la inmunización de ratones humanizados (Tg HLA-DR4: ratones transgénicos para el péptido humano que 
presentan la molécula HLA-DR4) con estos autoantígenos en CFA con adyuvante de toxina pertussis (PTX). Está 35 
bien establecido que la proliferación y la producción de citocinas proinflamatorias por las células T en respuesta a 
estos autoantígenos es una característica de la diabetes tipo 1 humana. Por lo tanto, estos datos indican que el 
ratón Tg HLA-DR4, manipulado tal como se ha mostrado, puede sintetizar las características autoinmunes de la 
enfermedad humana. 
 40 
Ejemplo 2 
 
Medición de la proliferación de células T específicas de proinsulina e IA-2, producción de citocinas inflamatorias e 
inducción de células T reguladoras proliferativas (célula T reguladora) en ratones 
 45 
Se homogeneizaron los ganglios linfáticos de drenaje (DLN, de Draining lymph nodes) utilizando un filtro de células 
BD (70 µm). Las células se lavaron en RPMI y se resuspendieron a 2,5x10

6
 células/ml en RPMI que contenía el 

0,5 % de suero de ratón autólogo. Se añadieron 2,5x10
5
 células a cada pocillo de una placa de fondo en U. Las 

células se reestimularon solo con medio, partículas magnéticas α-CD3/α-CD28 (Invitrogen) como un estímulo de 
control positivo o con proteína proinsulínica o IA-2. A las 48 horas, se eliminaron los sobrenadantes para el análisis 50 
de citocinas y se añadieron 0,5 mCi/pocillo de timidina tritiada [

3
H]. Las células se recolectaron 18 horas después 

utilizando una máquina MicroBeta Trilux (Perkin Elmer). Se midieron los niveles de IFN-γ e IL-10 en sobrenadantes 
de cultivo tomados a las 48 horas utilizando un kit ready-SET-Go (ebiosciences) según las directrices del fabricante.  
 
Se realizó la citometría de flujo según el protocolo estándar. Se añadieron anticuerpos (Abs, de Antibodies) 55 
(anti-CD4-PerCP, anti-FoxP3-APC, anti-CD3-PE, anti-CD25-FITC, anti-ki67-Pacific Blue (todos eBioscience, Reino 
Unido), anti-CDllc-PE Cy7, anti-PDL1-PE, anti-CD86-FITC, anti-HLA-APC (todos BD bioscience), a cada muestra a 
una dilución de 1:100. Se realizó la tinción intracelular utilizando un kit estándar y según las directrices del fabricante 
(Biolegend). Se analizaron las muestras utilizando un citómetro de flujo FACSCanto III equipado con un láser violeta 
de 405 nm, un láser de argón de 488 nm y un láser de diodo rojo de 635 nm (BD Bioscience) y el software FlowJo. 60 
En primer lugar, se identificaron los linfocitos según el tamaño y granularidad utilizando parámetros de dispersión 
frontal y lateral. Se identificaron, a continuación, las células T CD4

+
 sobre la base de la expresión de CD3 y CD4. 

Las células T reguladoras se caracterizaron sobre la base de la alta expresión de CD25 y la expresión de FoxP3. 
Finalmente, se identificaron las células T reguladoras CD3

+
CD4

+
FoxP3

+
CD25

high
 que proliferaron sobre la base de la 

regulación positiva de la proteína nuclear, Ki67.  65 
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Ejemplo 3 
 
Regulación específica de proinsulina  
 5 
Se rompió la tolerancia a la proinsulina en ratones tal como se ha descrito anteriormente. Posteriormente, los 
ratones recibieron 4 tratamientos intradérmicos semanales de 1 µg de PI de control o multi-PI proinsulina (que 
comprende cantidades equimolares de C13-22, C19-A3 y C22-A5) antes de que la respuesta autoinmune en curso a 
la proinsulina se hubiera potenciado mediante la inyección subcutánea de proinsulina/IFA. Se extirparon los ganglios 
linfáticos y se aislaron las células T CD4

+
 mediante selección negativa utilizando un kit de aislamiento de células T 10 

CD4 (Miltenyi Biotec, Alemania). A continuación, las células se tiñeron con anti-CD25-FITC (ebioscience) y se 
aislaron las células T supresoras CD4

+
 CD25

high
 mediante clasificación celular activada por fluorescencia (FACS) 

utilizando un BD FACSAria. Las células informadoras a partir de ratones inmunizados con proinsulina/CFA se 
marcaron con CFSE, tal como se ha descrito anteriormente y se cultivaron conjuntamente con células T CD4

+
 

CD25
high

 durante 96 horas con medio solo, con partículas magnéticas α-CD3α-CD28 o con proteína proinsulina. La 15 
proliferación de las células informadoras (correspondiente a la pérdida de CFSE) se midió por citometría de flujo. 
El % de supresión se calculó mediante:  
 

Dilución de CFSE de T informadoras – Dilución de CFSE de T informadoras: T reguladoras x100 
Dilución de CFSE de T informadoras 20 

 
Ejemplo 4  
 
Identificación de secuencias óptimas de IA-2 en pacientes con T1D humana  
 25 
Se llevó a cabo la detección de interferón (IFN)-γ por células T CD4

+
 en respuesta a la estimulación peptídica 

utilizando un ensayo inmunoensayo enzimático de puntos (ELISPOT) que tiene una capacidad discriminativa 
significativa para la diabetes tipo 1 en los ensayos de competencia ciega, tal como se ha descrito anteriormente (Arif, 
S. et al. J Clin Invest 2004; 113: 451-463 y Herold, KC et al. Diabetes 2009; 58: 2588-2595). Los datos se expresan 
como el número promedio de puntos por triplicado y se comparan con el número promedio de puntos en presencia 30 
solo de diluyente (índice de estimulación; SI, de Stimulation Index). Una respuesta se considera positiva cuando el 
SI es ≥ 3 utilizando puntos de corte determinados utilizando gráficas características del receptor-operador, tal como 
se ha descrito anteriormente (Arif , S. et al. J Clin Invest 2004; 113: 451-463).  
 
La figura 1 muestra la proporción (como %) de pacientes con diabetes tipo 1 que responden a epítopos anidados 35 
dentro de una serie de péptidos específicos que se identificaron mediante elución (ver Peakman M, et al. J Clin 
Invest 1999; 104: 1449-57). Los resultados se muestran para 3 secuencias parentales (sombreadas) y se comparan 
con péptidos de secuencia anidada más cortos. Las respuestas representan la producción de IFN-γ por células 
mononucleares de sangre periférica cultivadas con cada péptido, tal como se detecta utilizando un inmunoensayo 
enzimático de puntos.  40 
 
La figura 1 ilustra las secuencias preferenciales dentro de las series 709 (718-36) y 853 (855-67). Ninguno de los 
péptidos anidados para la serie 752 es evidentemente superior.  
 
Ejemplo 5 45 
 
Combinaciones de péptidos  
 
Se seleccionaron diversas combinaciones de péptidos de proinsulina (PI) e IA-2 para su evaluación como óptimas 
para inducir la regulación inmune. Véase la tabla 1 de a continuación.  50 
 

Tabla 1-Cócteles de péptidos utilizados en el tratamiento de inmunoterapia con péptidos 
 

Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Agua 
estéril 
filtrada 

IA2 718-36 (SEQ ID NO: 1) IA2 718-30 (SEQ ID 
NO: 7) 

IA2 709-32 (SEQ ID 
NO: 9) 

IA2 709-36 (SEQ ID 
NO: 11) 

IA2 752-75 (SEQ ID NO: 2) IA2 752-75 IA2 752-75 IA2 752-75 
IA2 855-67 (SEQ ID NO: 3) IA2 855-69 (SEQ ID 

NO: 8) 
IA2 856-70 (SEQ ID 
NO: 10) 

IA2 853-72 (SEQ ID 
NO: 12) 

PI C13-32 (SEQ ID NO: 4) PI C13-32 PI C13-32 PI C13-32  

PI C19-A3 (SEQ ID NO: 5) PI C19-A3 PI C19-A3 PI C19-A3  
PI C22-A5 (SEQ ID NO: 6) PI C22-A5 PI C22-A5 PI C22-A5  

 
La SEQ ID NO: 7 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 718-730.  55 
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La SEQID NO: 8 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 855-869.  
 
La SEQ ID NO: 9 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 709-732.  
 
La SEQ ID NO: 10 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 856-870.  5 
 
La SEQ ID NO: 11 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 709-736. 
 
La SEQ ID NO: 12 es un fragmento de IA-2, que comprende los residuos 853-872.  
 10 
Ejemplo 6  
 
Una combinación específica de seis péptidos es más eficaz para limitar la autoinmunidad a proinsulina e IA-2 que 
diversas otras combinaciones probadas  
 15 
Los ratones transgénicos (humanizados) HLA-DR4 se vuelven "autoinmunes", mediante inmunización con 
adyuvantes fuertes y PI/IA-2, para inducir una respuesta inflamatoria a PI e IA-2, tal como se ha descrito 
anteriormente. La respuesta inflamatoria incluye la proliferación de células T y la producción de citocinas 
inflamatorias, principales características de la diabetes autoinmune (Tipo 1) en el hombre. Los ratones se asignaron 
a 5 grupos de tratamiento con los cócteles de péptidos o control, tal como se muestra en la tabla 1.  20 
 
Se indujeron respuestas autoinmunes contra PI y IA-2 en ratones 1Kito Tg B6.129S2-H2-Ab1

tm1Gru 
(HLA-DRA/H2-Ea, 

HLA-DRB1∗
 
0401/H2-Eb) (HLA-DR4-Tg), tal como se ha descrito en el ejemplo 1 anterior. Para examinar los efectos 

de diferentes combinaciones de péptidos administrados como inmunoterapia peptídica sobre la respuesta 
autoinmune inducida, se administraron las combinaciones de péptidos que se muestran en la tabla 1 o un control 25 
(agua para inyección) en 100 µl de PBS estéril mediante inyección intradérmica (10 µg de contenido de péptido total 
por inyección, con los péptidos en una proporción equimolar) sobre el abdomen, una vez por semana durante 4 
semanas. Se ensayaron las respuestas autoinmunes a PI e IA-2 7 días después, examinando la proliferación y la 
producción de citocinas de células de ganglios linfáticos contra PI e IA-2, tal como se ha descrito en el ejemplo 2.  
 30 
Los ratones tratados con el control tendrán una proliferación robusta de células T y respuestas inflamatorias de 
citocinas. Cuando la terapia sea eficaz, estas respuestas se reducirán significativamente.  
 
Los resultados se expresan como promedio ± error estándar del promedio (EEP). La distribución gaussiana se 
confirmó mediante la prueba de normalidad ómnibus D'Agostino y Pearson antes de determinar la significación 35 
mediante ANOVA de una vía o la prueba de la t de Student. Un valor de p <0,05 se consideró significativo.  
 
La figura 3 representa respuestas de proliferación de recuerdo a PI (panel A) e IA-2 (panel B) in vitro de células de 
ganglios linfáticos obtenidas de ratones Tg HLA-DR4 que se habían vuelto autoinmunes contra PI e IA-2 por 
inmunización. Posteriormente, los ratones se trataron con control o una de las combinaciones de péptidos 40 
especificadas en la tabla 1. Los datos en la figura 3 se muestran como promedios (EEP) de n = 8 por grupo.  
 
La figura 3A ilustra que la combinación del grupo 1 es el único cóctel que proporciona una reducción 
estadísticamente significativa en la autoinmunidad a PI en comparación con el control. La combinación del grupo 1 
es significativamente mejor que su versión alternativa más cercana para reducir la autoinmunidad. Los grupos 3 y 4 45 
no reducen significativamente la autoinmunidad.  
 
La figura 3B ilustra que la combinación del grupo 1 es el único cóctel que proporciona una reducción 
estadísticamente significativa en la autoinmunidad a IA-2 en comparación con el control. La combinación del grupo 1 
es significativamente mejor que su versión alternativa más cercana para reducir la autoinmunidad. Los grupos 3 y 4 50 
no reducen significativamente la autoinmunidad.  
 
Los péptidos del grupo 1 consiguen una reducción significativa en la proliferación (es decir, el control de la 
autoinmunidad a PI e IA-2), por lo que muestran el mejor rendimiento como tolerógenos. Hay que destacar que los 
péptidos del grupo 1-4 solo difieren en la composición de IA-2. Los péptidos PI son los mismos en todos los grupos, 55 
sin embargo, la combinación de péptidos del grupo 1 también es superior para limitar la autoinmunidad específica de 
PI. Esto sugiere un fenómeno de supresión ligado a antigenicidad cruzada.  
 
Los resultados descritos anteriormente demuestran que la nueva combinación de péptidos, actualmente 
reivindicada, es superior para limitar la autoinmunidad anti-PI y anti-IA-2 en comparación con combinaciones de 60 
péptidos alternativas. De manera sorprendentemente, se ha demostrado que las diferentes combinaciones de 
péptidos IA-2 ofrecen diferentes efectos para limitar la autoinmunidad a PI. Esta es una demostración de la 
supresión ligada al antígeno trans que puede ser de considerable beneficio terapéutico para los pacientes. Se podría 
utilizar un número limitado de péptidos, de un número limitado de autoantígenos para apuntar a los múltiples 
autoantígenos diferentes que desempeñan un papel en la T1D.  65 
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Ejemplo 7 
 
Una combinación PI tripeptídica específica es más eficaz para limitar la autoinmunidad a la proinsulina que cada 
péptido PI solo.  
 5 
Se indujeron respuestas autoinmunes contra PI y IA-2 en ratones 1Kito Tg B6.129S2-H2-Ab

1tm1Gru 
(HLA-DRA/H2-Ea, 

HLA-DRB1∗0401/H2-Eb) (HLA-DR4-Tg), tal como se ha descrito en el ejemplo 1 anterior.  
 
Este modelo de autoinmunidad a PI se utilizó para evaluar la capacidad de los monopéptidos y multipéptidos 
proinsulina para modular una respuesta autoinmune establecida a la proinsulina. El potencial tolerógeno de cada 10 
péptido de proinsulina restringido a HLA-DR4 se investigó tratando ratones HLA-DR4-Tg con 4 inyecciones 
intradérmicas semanales de mono-PI o multi-PI (un cóctel equimolar de los 3 péptidos de proinsulina). Se analizaron 
in vitro las respuestas de recuerdo, después de una exposición secundaria con proinsulina-IFA completa para 
aumentar la respuesta autoinmune en curso (figura 4A). El Multi-PI moduló significativamente a la baja la capacidad 
proliferativa específica de antígeno de cultivos de ganglios linfáticos de drenaje (DLN) en respuesta a la proinsulina y 15 
péptidos de proinsulina, pero no a la ovoalbúmina (OVA) (figura 4B). Además, el multi-PI disminuyó 
significativamente la síntesis de los mediadores inflamatorios IFN-γ, (figura 4C), IL-17 e IL-13 (datos no mostrados). 
Curiosamente, no se observó una inducción específica de antígeno de IL-10 (figura 4D). El multi-PI también fue 
eficaz en la modulación a la baja de la respuesta a la proteína proinsulina in vivo, como lo indican los niveles séricos 
reducidos de IgG específica de proinsulina (figura 4E). En contraste, el mono-PI con péptidos individuales C13-32, 20 
C19-A3 o C22-A5 mostró niveles más bajos de potencia terapéutica (figuras 4E-F). 
 
En relación con el mecanismo de estos efectos, el análisis de DLN por citometría de flujo demostró que la proporción 
de células T reguladoras proliferantes en los ganglios linfáticos después del multi-PI aumentó significativamente en 
comparación con los ratones tratados con PI de control (figura 2F). Una vez más, la combinación de 3 péptidos de 25 
proinsulina fue más eficaz que el mono-PI para inducir la proliferación de células T reguladoras, lo que sugiere que 
múltiples péptidos PI son más eficaces que los péptidos PI individuales para modular una respuesta autoinmune 
establecida. 
 
Ejemplo 8 30 
 
Optimización de la dosificación y administración de péptidos 
 
Se trataron los ratones con 1 o 10 µg de multi-PI, en 2 o 4 ocasiones, (figura 5A). Para establecer el efecto de una 
frecuencia y/o dosis reducida de multi-PI, se analizaron las respuestas de recuerdo in vitro, midiendo la proliferación 35 
y la producción de citocinas de suspensiones de células DLN a proteínas de proinsulina y péptidos de proinsulina 
(figuras 5B-D). La reducción del número de tratamientos multi-PI de 4 a 2 dio como resultado una pérdida sustancial 
de potencia terapéutica. En contraste, 4 tratamientos de multi-PI fueron eficaces en la modulación a la baja de la 
respuesta a la proinsulina y una dosis reducida de 1 µg parecía ser tan eficaz como 10 µg de multi-PI (figuras 5B-D). 
El análisis de la composición de DLN por citometría de flujo, a los 7 días de la inmunización secundaria posterior, 40 
reveló un mayor nivel de proliferación reguladora de células T en ratones que habían recibido multi-PI en 
comparación con los ratones que habían recibido PI de control, sin que se observara una diferencia significativa 
entre grupos de tratamiento (figura 5E). Los niveles de IgG en suero específicos de proinsulina se modularon a la 
baja mediante multi-PI y se redujeron significativamente en ratones que habían recibido 4 tratamientos de 10 µg de 
multi-PI (figura 5F). 45 
 
Ejemplo 9  
 
El tratamiento con tres péptidos PI mejora la regulación específica de antígeno  
 50 
Se evaluó el impacto de multi-PI en la función de las células T reguladoras midiendo la actividad supresora 
específica de proinsulina en el compartimento de células T reguladoras de ratones tratados con PI de control en 
comparación con aquellos que recibieron tratamiento activo. Se aislaron células T reguladoras CD4

+
CD25

high
 de 

ratones tratados con PI de control o multi-PI proinsulina y se cultivaron conjuntamente, en concentraciones variables, 
con células T informadoras marcadas con CFSE de ratones inmunizados con proinsulina/CFA (figura 6A). Las 55 
células se cultivaron conjuntamente en presencia de partículas inmunomagnéticas anti-CD3/anti-CD28 para medir la 
capacidad de las células T reguladoras de PIT de control y multi-PIT para suprimir una respuesta policlonal. Las 
células T reguladoras generadas en ambas condiciones de tratamiento demostraron una capacidad supresora 
equivalente (figura 6B). Sin embargo, en cultivos conjuntos estimulados con proteína de proinsulina hubo una 
capacidad supresora distinta relacionada con el tratamiento (figura 6C). Las células T reguladoras de ratones 60 
tratados con multi-PI suprimieron las respuestas específicas de proinsulina en un grado significativamente mayor 
que las células T reguladoras de ratones tratados con PI de control (figura 6D). 
 

E16729347
13-03-2020ES 2 778 630 T3

 



11 

LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110> King’s College London 
 
<120> Composición multipeptídica  5 
 
<130> P530969GB 
 
<160> 12 
 10 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 19 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
< 400> 1 
 

 20 
 
Asn Ile Lys 
 
<210> 2 
<211> 24 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2 
 30 

 
 
<210> 3 
<211> 13 
< 212> PRT 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3 
 

 40 
 
<210> 4 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 45 
 
<400> 4 
 
 

 50 
  

 
<210> 5 
<211> 18 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 

E16729347
13-03-2020ES 2 778 630 T3

 



12 

 
<400> 5 
 

 
 5 
<210> 6 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 10 
< 400> 6 
 

 
 
<210> 7 15 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 7 20 
 

 
 
<210> 8 
<211> 15 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 8 
 30 

 
 
<210> 9 
<211> 24 
<212> PRT 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 9 
 

 40 
<210> 10 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
 
<400> 11 
 

 
 10 
<210> 12 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 12 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Combinación de péptidos que comprende: 
 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1; 5 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. 10 
 
2. Combinación de péptidos, según la reivindicación 1, que consiste en: 
 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2; 15 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4; 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5; y 
un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. 
 20 
3. Composición farmacéuticamente aceptable que comprende la combinación de péptidos, según la reivindicación 1 
o la reivindicación 2, y uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables. 
 
4. Composición farmacéuticamente aceptable, según la reivindicación 3, que comprende además cisteína. 
 25 
5. Composición farmacéuticamente aceptable, según la reivindicación 3 o 4, para su utilización en terapia. 
 
6. Composición farmacéuticamente aceptable, según la reivindicación 5, para su utilización en el tratamiento o la 
prevención de la diabetes tipo 1 (T1D). 
 30 
7. Composición farmacéuticamente aceptable, según cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 o la composición para 
su utilización, según las reivindicaciones 5 y 6, en la que la composición está formulada para administrarse por vía 
parenteral, oral o tópica, incluyendo las vías intravenosa, intradérmica, intramuscular, subcutánea, intraperitoneal, 
nasal, oral o epicutánea. 
 35 
8. Composición farmacéuticamente aceptable para su utilización, según la reivindicación 7, en la que la composición 
está formulada para administrarse por vía intradérmica. 
 
9. Kit para su utilización en el tratamiento o la prevención de la diabetes tipo 1 (T1D) que comprende la combinación 
de péptidos, según la reivindicación 1 o la reivindicación 2. 40 
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN 
 
Esta lista de referencias citada por el solicitante es únicamente para mayor comodidad del lector. No forman parte 
del documento de la Patente Europea. Incluso teniendo en cuenta que la compilación de las referencias se ha 
efectuado con gran cuidado, los errores u omisiones no pueden descartarse; la EPO se exime de toda 5 
responsabilidad al respecto. 
 
Documentos de patentes citados en la descripción 
 
• US 7049292 B 
• WO 2005073248 A 

• WO 0063702 A 
• WO 2009004315 A 

 10 
Literatura no patente citada en la descripción 
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