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DESCRIPCION
Productos terapéuticos de unién a los eritrocitos
Campo técnico de la invencién

El campo técnico se refiere a las composiciones médicas y sus usos para los ligandos o los anticuerpos que se unen a
los eritrocitos. Los usos especificos incluyen la tolerancia inmunitaria, la administracion de farmacos y las terapias contra
el cancer.

Antecedentes

El rechazo del tejido trasplantado y las enfermedades autoinmunitarias son afecciones patoldgicas que implican un
inmunorechazo de una biomolécula extrafia debido a su naturaleza antigénica. Muchos farmacos y procesos clinicos se
involucran en la supresion o el tratamiento del inmunorechazo. Las vacunas aprovechan este proceso al estimular una
respuesta inmunitaria hacia los antigenos en las biomoléculas patdégenas para desarrollar la respuesta del sistema
inmunitario contra las proteinas u otras biomoléculas que transportan el antigeno.

Kontos, Stephane, Engineering Erythrocyte Affinity for Improved Pharmacokinetics and Immune Tolerogenesis, THESIS,
Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, 23 de junio de 2011, se refiere a un péptido ERY que se une a los eritrocitos
de ratdn con alta especificidad in vivo. Una fusién recombinante de ERY y la ovoalbumina unida a los eritrocitos circulantes
induce tolerancia inmunitaria hacia el antigeno ovoalbumina.

Resumen de la invencion

La tolerogénesis es un proceso de generacion de tolerancia inmunoldgica a una sustancia. Un paciente, humano o no
humano, que se trata para generar la tolerancia a una sustancia tendra una respuesta inmunitaria adaptativa reducida a
la sustancia. La reduccién en una respuesta inmunitaria adaptativa puede medirse mediante el analisis de las cantidades
de anticuerpos circulantes reactivos a la sustancia, o mediante el analisis de las reacciones de las células T a la sustancia
y el agente tolerizante. En la presente descripcion se proporcionan las composiciones y los métodos para la induccion de
tolerancia. Muchas de las modalidades implican la administracion de una molécula de fusiéon que tiene un antigeno
tolerizante combinado con un grupo de union a los eritrocitos. La molécula de fusion se une a los eritrocitos y comienza
un proceso de presentacion del antigeno tolerizante al sistema inmunitario de una manera que genera tolerancia.

Se han descubierto péptidos que se unen especificamente a los eritrocitos (también conocidos como gldbulos rojos).
Estos ligandos peptidicos son grupos de union a los eritrocitos que se unen especificamente a los eritrocitos incluso en
presencia de otros factores presentes en la sangre. Estos ligandos pueden usarse de varias maneras.

Un ejemplo es una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende una fusiéon molecular que comprende un
antigeno tolerogénico y un grupo de unién a los eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito en el paciente, en
donde el grupo de unién a los eritrocitos se une especificamente a una biomolécula que se elige del grupo que consiste
en banda 3 (CD233), aquaporin-1, Glut-1, antigeno Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D
(CD240D), Kx, glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235c), glicoforina D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCi
(CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), globosida, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99),
EMMPRIN/neurotelina (CD 147), JMH, glicosiltransferasa, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, Scianna, MER2, estomatina,
BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD 108, CD 139, y antigeno H (CD 173).

Una modalidad de la invencion es una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende: un grupo de unién a
los eritrocitos unido a un dominio que se une especificamente a una diana, por ejemplo, una proteina que comprende un
antigeno tolerogénico. Uno o ambos de estos dominios pueden ser un ligando peptidico.

En la presente descripcidon también se describe una composicién farmacéuticamente aceptable para su uso en la
reduccion de anticuerpos o de otra manera la eliminaciéon de anticuerpos de la circulaciéon en un paciente. La composicion
tiene un grupo de unién a los eritrocitos unido a un antigeno, por ejemplo, un autoantigeno nativo o un antigeno para una
proteina terapéutica.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el esquema experimental y los resultados para la fusion molecular de ERY 1 y ovoalbumina (OVA),
en donde la fusion ERY1-OVA se une a la periferia ecuatorial de los eritrocitos de ratén con alta afinidad; Panel (a)
Esquema de la conjugacion del péptido ERY1 con ovoalbimina (OVA), que da como resultado la unién a la glicoforina A
de la superficie de los eritrocitos; Panel (b) Unién de cada conjugado de OVA y producto intermedio, caracterizados por
citometria de flujo; histograma relleno de negro, ERY1-OVA; histograma vacio, SMCC-OVA; histograma punteado, MIS-
OVA; ERY1 = péptido de union a los eritrocitos WMVLPWLPGTLD (SEQ ID NO: 1), MIS = péptido no compatible
PLLTVGMDLWPW (SEQ ID NO: 2), SMCC = sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato, usado
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para conjugar ER1 a OVA; Panel (c) Equilibrio de unién de ERY1-OVA a los eritrocitos que demuestra la baja constante
de disociacion de ERY1-OVA (R? = 0,97, unién en un sitio), determinado por citometria de flujo.

La Figura 2 es un montaje de los resultados que muestran que la union a los eritrocitos induce tolerancia a la estimulacion
con el antigeno: Panel (a) El modelo de tolerancia de transferencia adoptiva de células T CD8* OTI, que muestra el
protocolo experimental para los grupos experimentales, asi como también para los grupos de control de la estimulacion y
los no tratados (n = 5); Panel (b) Deteccién citométrica de flujo de las poblaciones de células T CD8* OTI (CD3¢* CD8a*
CD45.2%); Panel (c) Cuantificacion de la poblacién de células T CD8* OTI en los ganglios linfaticos de drenaje (inguinal y
popliteo) 4 dias después de la estimulacién con el antigeno en ratones CD45.1* (** P < 0,01); Panel (d) Deteccion
citométrica de flujo de células T CD8* OTI que expresan IFNy; Panel (e) Células T CD8* OTI que expresan IFNy en los
ganglios linfaticos de drenaje 4 dias después de la estimulacion con el antigeno y la reestimulacion con el péptido
SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) (** P < 0,01); Panel (f) Concentraciones de IFNy en medios de cultivo de células de ganglios
linfaticos 4 dias después de la reestimulacion con el péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), determinado por ELISA (** P <
0,01); Panel (g) Concentraciones de IL-10 en medios de cultivo de células de ganglios linfaticos 4 dias después de la
reestimulacion con OVA, determinado por ELISA (* P < 0,05). Los datos representan la mediana + min a max; Panel (h)
Titulos de IgG sérica especifica a OVA en el dia 19, (* P < 0,05) los datos representan la media + SE; Panel (i) La
combinacién del modelo de tolerancia del tumor de timoma EL4 (E.G7-OVA) que expresa OTl y OVA, que muestra el
protocolo experimental para los grupos experimentales, asi como también los grupos de control (n = 4, 3,
respectivamente); Panel (j) Cuantificacion de células T CD8* OTI no proliferantes (generacién 0) que circulan en la sangre
5 dias después de la transferencia adoptiva; los datos representan la mediana + min a max (** P < 0,01); Panel (k) Perfil
de crecimiento de tumores E.G7-OVA inyectados por via subcutanea 9 dias después de la transferencia adoptiva de OTI,
los datos representan la media + SE (* P < 0,05).

La Figura 3 es un grafico de barras que muestra cdmo la unién a los eritrocitos atenta las respuestas humorales
especificas al antigeno en ratones C57BL/6. Deteccion de IgG especifica a OVA en suero 19 dias después de dos
administraciones de 1 ug de OVA o 1 ug de ERY1-OVA con 6 dias de diferencia en ratones C57BL/6 (* P< 0,05).

La Figura 4 presenta los resultados experimentales en donde PEG-ERY1 de 8 brazos se une a los eritrocitos in vitro e in
vivo; Panel (a) PEG-ERY1 de 8 brazos (histograma con relleno negro), pero no PEG-MIS de 8 brazos (histograma con
relleno gris) o PEG-piridildisulfuro de 8 brazos, se une a los eritrocitos de ratén después de la incubacion in vitro; Panel
(b) PEG-ERY1 de 8 brazos (histograma relleno de negro), pero no el PEG-MIS de 8 brazos (histograma relleno de gris),
se une a los eritrocitos circulantes tras la inyeccion intravenosa.

La Figura 5 presenta los resultados experimentales que representan la vida media en la superficie celular de los eritrocitos
de PEG-ERY1 de 8 brazos (circulos rellenos) y PEG-MIS de 8 brazos (cuadrados vacios), determinados por citometria
de flujo.

La Figura 6 presenta los resultados experimentales como un grafico de barras que muestra la unién de los ligandos
peptidicos a los eritrocitos humanos.

La Figura 7 presenta los resultados experimentales como un histograma de citometria de flujo. Los eritrocitos de ratdn se
incubaron con TER119-SIINFEKL (histograma relleno de gris) o albumina (histograma vacio). La sefal fluorescente
proviene del anticuerpo anti-6xHis-PE usado en la deteccion del scFv.

La Figura 8 es un grafico de los resultados experimentales que muestran las células T CD 8 OT-I proliferantes en el bazo
después de la administracion intravenosa de: solucion salina, OVA, ERY1-OVA o TER119-SIINFEKL. **P<0,01,
***P<0,001

La Figura 9 es un grafico de los resultados experimentales que muestra la caracterizacion fenotipica de las células T CD8
OTI después de la transferencia adoptiva y la administracion intravenosa de: solucion salina, OVA, ERY1-OVA o TER119-
SIINFEKL. Panel izquierdo: induccion de células OTI apoptéticas marcadas por la uniéon de anexina-V en citometria de
flujo; Panel derecho: induccion de células OTI agotadas marcadas por la expresion de PD-1 en citometria de flujo.

La Figura 10 es un grafico de los resultados experimentales que muestra la caracterizacion de las células T OTI
inflamatorias (IFNy+) en los ganglios linfaticos que drenan el sitio de la estimulacion de los ratones inducidos a tolerancia
con diversas formulaciones de inyeccion, segun se analizé mediante citometria de flujo.

La Figura 11 es un grafico de los resultados experimentales que muestran los titulos de IgG sérica especifica a
asparaginasa (ASNasa) de los ratones que reciben 2 o 6 dosis de ERY1-ASNasa o ASNasa de tipo salvaje, 21 dias
después de la administracion, segun lo determinado por ELISA.

La Figura 12 es un grafico de los resultados experimentales que muestra la proliferacion de células T CD4 de raton
transgénico NODBDC2.5 en cocultivo con DCs esplénicas, con diversos aditivos de medios.

La Figura 13 es un grafico de los resultados experimentales que muestra la cuantificacion de las células T CD4
NODBDC2.5 no proliferantes después de la transferencia adoptiva y la administraciéon intravenosa de TER119-ChrA,
péptido 1040-p31 libre o solucién salina, segun lo determinado por citometria de flujo.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

Se proporcionan disefios moleculares para la tolerogénesis. La proteina u otro antigeno molecular al que se busca
tolerancia se forma como un conjugado con un grupo de unidn a los eritrocitos. El grupo comprende un ligando peptidico.
El conjugado, también denominado fusién molecular, es una proteina de fusion o puede implicar un conector, por ejemplo,
un polimero o una micela polimérica o un conjugado de nanoparticulas poliméricas.

Los péptidos que se unen especificamente a los eritrocitos se describen en la presente descripcion. Estos se proporcionan

como ligandos peptidicos que tienen secuencias que se unen especificamente, o como anticuerpos o fragmentos de estos
que proporcionan unién especifica, a los eritrocitos. Los péptidos pueden prepararse como fusiones moleculares con
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agentes terapéuticos, antigenos tolerizantes o péptidos de orientacion. Los agentes terapéuticos pueden tener
ventajosamente una vida media circulante aumentada in vivo cuando son parte de la fusiéon. La inmunotolerancia puede
generarse mediante el uso de las fusiones y la eleccion de un antigeno en una sustancia para la que se desea la tolerancia.
El término antigeno, en este contexto, significa el antigeno de tamarfio completo, un fragmento antigénico de este, o un
mimético del antigeno tolerogénico. Las fusiones con los péptidos de orientacién dirigen las fusiones hacia la diana, por
ejemplo, un tumor, donde los ligandos de unién a los eritrocitos reducen o eliminan completamente el flujo sanguineo al
tumor al reclutar los eritrocitos a la diana.

Por consiguiente, la presente invencion se dirige a una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un
antigeno, un grupo de union a los eritrocitos, en donde el grupo de union a los eritrocitos es un ligando peptidico que se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
y SEQ ID NO: 17, en donde el grupo de union a los eritrocitos se une covalentemente al antigeno.

Secuencias peptidicas que se unen especificamente a los eritrocitos.

Los péptidos que se unen especificamente a los eritrocitos se han descubierto y reportado por el solicitante en el
documento PCT/US2011/047078., incluido un péptido denominado ERY1 que se une especificamente a un eritrocito.
También se reportan seis péptidos (ERY 19, ERY59, ERY64, ERY 123, ERY141 y ERY162) que se unen especificamente
a los eritrocitos humanos. El Ejemplo 9 detalla como los ligandos peptidicos (ERY64, ERY123 y ERY141) se hicieron
parte de una proteina de fusiéon con un indicador de proteina fluorescente y conservaron sus propiedades de unién
especificas. Un ejemplo es un polipéptido sustancialmente puro que comprende una secuencia de aminoacidos de ERY1,
o uno de los péptidos de unién a los eritrocitos humanos, o una sustitucién conservadora de estos, o un acido nucleico
que lo codifica. Dichos polipéptidos se unen especificamente a los eritrocitos y son un ligando para estos. El ligando es
un término que se refiere a un grupo quimico que tiene una union especifica a una molécula diana. Una diana se refiere
a una molécula, tejido o ubicacion predeterminados que el usuario intenta unir con el ligando. Por lo tanto, la administracion
dirigida a un tejido se refiere a la administracion de una molécula u otro material, tal como una célula, al tejido diana
deseado. Por consiguiente, las modalidades incluyen las moléculas o las composiciones que comprenden al menos uno
de los ligandos que se describen en la presente descripcidon que se usan para unir un eritrocito. La actividad de unién de
un polipéptido a un eritrocito puede determinarse simplemente siguiendo los protocolos experimentales como se describe
en la presente descripcion. Mediante el uso de tales métodos, pueden determinarse las fuerzas de unioén de las variantes
de los polipéptidos en relacion con ERY1 o un péptido de unién a los eritrocitos humanos en condiciones fisiologicas
dadas, por ejemplo, secuencias hechas mediante el uso de sustituciones conservadoras, adicién o eliminacion de grupos
flanqueantes, o cambios o adiciones para ajustar la solubilidad de la secuencia en solucién acuosa. Los ligandos
peptidicos pueden generarse especificamente para una o mas de las siguientes dianas o grupo de dianas: una molécula
de la superficie del eritrocito (proteina, glicoproteina), banda 3 (CD233), una glicoforina, mas particularmente glicoforina
A (CD235a), glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235c) y glicoforina D (CD235d), aquaporina-1, Glut-1, antigeno
Kidd, RhAg/R h50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Pvh30D (CD240D), Kx, Kell (CD238), Duffy/DARC
(CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), globosida, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99),
EMMPRIN/neurotelina (CD147), JMH, glicosiltransferasa, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB, Scianna, MER2, estomatina,
BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139y antigeno H (CD173). Las proteinas de la superficie celular de los eritrocitos,
ya sea preparaciones purificadas o una mezcla de ellas, pueden seleccionarse para ligandos peptidicos. Las proteinas
de la superficie celular de los eritrocitos pueden expresarse de forma recombinante en su forma completa o como dominios
parciales fusionados a marcadores que mejoran la expresion o la estabilidad de la proteina. La diana de la proteina
recombinante puede inmovilizarse en una placa o perla y usarse como la diana de afinidad para el proceso de seleccion
de la biblioteca. Las proteinas de la superficie celular de los eritrocitos también pueden aislarse a partir de preparaciones
celulares de sangre completa, de las cuales pueden inmovilizarse mezclas purificadas o complejas de proteinas de la
membrana en una matriz sélida (perla, placa u otra), y usarse como dianas de afinidad para el proceso de seleccion. Todo
el proceso de seleccion puede realizarse en presencia de una alta concentracion de albdamina sérica (por ejemplo, 50
mg/ml) y a 37 °C para reducir los eventos de unién no especificos y seleccionar los péptidos con caracteristicas de unién
favorable en el suero sanguineo. Los ligandos peptidicos se seleccionan con la maxima preferencia de banda 3 (CD233),
glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235c) y glicoforina D (CD235d).

Se observo que los ligandos peptidicos se unen a las superficies celulares de los eritrocitos sin alterar la morfologia celular
y sin la translocacion citoplasmatica. Los ligandos se distribuyeron a través de la superficie celular y estaban libres de
agrupamiento. La glicoforina-A (GYP A) fue una proteina especifica identificada como la diana de ERY-1. ERY-1 fue
reactivo solo con especies de ratones y ratas. Se determiné que los ligandos peptidicos que se unian especificamente a
los eritrocitos humanos eran especificos de los eritrocitos humanos y no a otras especies. Se reporté un clon de fago que
muestra un péptido de alta afinidad WMVLPWLPGTLD (SEQ ID NO: 1 en la presente descripcion llamado ERY1) con la
superficie celular de los eritrocitos de raton. Otros experimentos identificaron los ligandos de unién para los eritrocitos
humanos como se muestra en las Tablas 1-2. Seis secuencias unidas especificamente a los eritrocitos humanos. Una
séptima secuencia, denominada ERY50, unida a los eritrocitos humanos y también a las células epiteliales/endoteliales.
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Tabla 1: Ligandos peptidicos que se unen a los eritrocitos humanos

Nombre del | Secuencia de los péptidos de unién a los eritrocitos |Identificador de
Péptido humanos secuencia

ERY19 GQSGQPNSRWIYMTPLSPGIYRGSSGGS SEQ ID NO:4

ERY50 GQSGQSWSRAILPLFKIQPVGSSGGS SEQ ID NO:5

ERY59 GQSGQYICTSAGFGEYCFIDGSSGGS SEQ ID NO:6

ERY64 GQSGQTYFCTPTLLGQYCSVGSSGGS SEQ ID NO:7
ERY123 GQSGHWHCQGPFANWVGSSGGS SEQ ID NO:8
ERY141 GQSGQFCTVIYNTYTCVPSSGSSGGS SEQ ID NO:9
ERY162 GQSGQSVWYSSRGNPLRCTGGSSGGS SEQ ID NO:10

Las partes subrayadas de la secuencia indican secuencias conectoras

Tabla 2: Ligandos peptidicos que se unen a los eritrocitos humanos o de ratén

Péptido Identificador de secuencia
ERY19" |PNSRWIYMTPLSPGIYR |SEQ ID NO:11

ERY50™ | SWSRAILPLFKIQPV SEQ ID NO:12

ERY59" |YICTSAGFGEYCFID SEQ ID NO:13

ERY64' |TYFCTPTLLGQYCSV |SEQ ID NO:14

ERY123' |HWHCQGPFANWV SEQ ID NO:15
ERY141'|FCTVIYNTYTCVPSS SEQ ID NO:16

ERY162' |SVWYSSRGNPLRCTG |SEQ ID NO:17

ERY1** |WMVLPWLPGTLD SEQ ID NO: 1

*no especifico para eritrocitos
**para ratéon

Las modalidades de la invencion incluyen los péptidos que se unen especificamente a la superficie de los eritrocitos. Las
secuencias no se optimizaron para la longitud minima. Dicha optimizacion esta dentro de la habilidad de la técnica y puede
practicarse mediante el uso de las técnicas descritas en la presente descripcion. Por ejemplo, Kenrick y otros, (Protein
Eng. Des. Sel. (2010) 23 (1): 9-17) seleccionaron de una biblioteca de 15 residuos, y luego identificaron las secuencias
minimas de union de 7 residuos de longitud. Getz (ACS Chem. Biol., 26 de mayo de 2011) identifico los dominios minimos
de union tan pequefos como 5 residuos de longitud. Los péptidos de unién a los eritrocitos pueden estar presentes en
repeticiones de las mismas secuencias, por ejemplo, entre 2 y 20 repeticiones; los expertos apreciaran de inmediato que
se contemplan todos los intervalos y los valores dentro de los intervalos explicitamente establecidos. Ademas, los péptidos
pueden estar presentes en combinacién, con dos o0 mas secuencias distintas en el mismo péptido o formando parte de
una fusién molecular Unica.

Se espera que el numero de residuos consecutivos que proporcionan union especifica esté entre aproximadamente 4 y
12 residuos. Por consiguiente, en la Tabla 2 se describen todos los péptidos de cuatro residuos consecutivos de longitud
encontrados, asi como todos los péptidos de, por ejemplo, 5, 6, 7 u 8 residuos consecutivos. Este niUmero se basa en el
numero de residuos para otros ligandos peptidicos de union a proteinas. Las modalidades de la invencion incluyen las
secuencias de longitud minima para una de las SEQ ID de unién a los eritrocitos establecidas en la presente descripcion,
que incluye la Tabla 1. Por consiguiente, ciertas modalidades se dirigen a una composicién que comprende un péptido, o
un péptido aislado (o purificado), que comprende un numero de secuencias de aminoacidos consecutivos entre 4 y 12
residuos de aminoacidos consecutivos de una secuencia que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras de estas, en
donde dicha secuencia se une especificamente a un eritrocito. Alternativamente, el nimero de residuos consecutivos
puede elegirse entre aproximadamente 5 y aproximadamente 18; los expertos apreciaran de inmediato que se contemplan
todos los intervalos y los valores dentro de los intervalos explicitamente establecidos, por ejemplo, 7, 8,9, 10 o de 8 a 18.
La secuencia de unién a los eritrocitos puede tener, por ejemplo, una sustitucion conservadora de al menos uno y no mas
de dos aminoacidos de las secuencias, o 1, 2 o 3 sustituciones, o entre 1y 5 sustituciones. Ademas, se puede lograr con
frecuencia la sustitucion de L-aminoacidos en la secuencia descubierta con D-aminoacidos, como en Giordano. El péptido
o la composicion puede, en algunas modalidades, consistir esencialmente en una secuencia que se elige del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO: 16, y SEQ ID NO: 17. El péptido
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puede tener una longitud limitada, por ejemplo, tener una cantidad de residuos entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 100; los expertos apreciaran de inmediato que se contemplan todos los intervalos y los valores dentro
de los intervalos explicitamente establecidos, por ejemplo, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 o de
aproximadamente 15 a aproximadamente 80. Puede proporcionarse un grupo peptidico de union a los eritrocitos que
comprenda un ligando peptidico que tenga una constante de disociacion de entre aproximadamente 10 uyM y 0,1 nM segun
se determina mediante las mediciones del equilibrio de unién entre el péptido y los eritrocitos; los expertos apreciaran de
inmediato que se contemplan todos los intervalos y los valores dentro de los intervalos explicitamente establecidos, por
ejemplo, de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 1 nM. El péptido puede comprender ademas un agente
terapéutico. El agente terapéutico puede ser, por ejemplo, una proteina, un componente biolégico, un fragmento de
anticuerpo, un scFv o un péptido. El péptido puede comprender ademas un antigeno tolerogénico, por ejemplo, una
proteina humana usada en un humano deficiente de esa proteina (por ejemplo, factores sanguineos tales como el factor
VIl o el factor 1X), proteinas con glicosilaciéon no humana, proteinas sintéticas que no se encuentran de forma natural en
los humanos, alérgenos alimentarios humanos o antigenos autoinmunitarios humanos.

Los polipéptidos de varias longitudes pueden usarse segun sea apropiado para la aplicacion particular. En general, los
polipéptidos que contienen las secuencias de ligandos del polipéptido exhibiran unién especifica si el polipéptido esta
disponible para la interaccion con los eritrocitos in vivo. Los péptidos que tienen el potencial de plegarse pueden probarse
mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion. Por consiguiente, ciertas modalidades se dirigen a
los polipéptidos que tienen un ligando de polipéptidos pero que no ocurren en la naturaleza, y ciertas otras modalidades
se dirigen a los polipéptidos que tienen longitudes particulares, por ejemplo, de 6 a 3000 residuos, o 12-1000, o 12-100,
o 10-50; los expertos apreciaran de inmediato que se contempla cada valor y el intervalo dentro de los limites
explicitamente expuestos.

Ciertas modalidades proporcionan diversas secuencias de polipéptidos y/o polipéptidos purificados o aislados. Un
polipéptido es un término que se refiere a una cadena de residuos de aminoacidos, independientemente de la modificacion
postraduccional (por ejemplo, fosforilacion o glicosilacion) y/o la formacién de complejos con polipéptidos adicionales, la
sintesis en complejos de multiples subunidades, con acidos nucleicos y/o carbohidratos, u otras moléculas. Por lo tanto,
los proteoglicanos también se denominan polipéptidos en la presente descripcion. Como se usa en la presente
descripcién, un "polipéptido funcional" es un polipéptido que es capaz de promover la funcién indicada. Los polipéptidos
pueden producirse mediante varios métodos, muchos de los cuales se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, los
polipéptidos pueden obtenerse por extraccion (por ejemplo, de células aisladas); por expresion de un acido nucleico
recombinante que codifica el polipéptido; o por sintesis quimica. Los polipéptidos pueden producirse, por ejemplo,
mediante tecnologia recombinante y vectores de expresion que codifican el polipéptido introducido en las células huésped
(por ejemplo, por transformacion o transfeccion) para la expresion del polipéptido codificado.

Hay una variedad de cambios conservadores que generalmente pueden hacerse en una secuencia de aminoacidos sin
alterar la actividad. Estos cambios se denominan mutaciones o sustituciones conservadoras; es decir, un aminoacido que
pertenece a un grupo de aminoacidos que tiene un tamafio o caracteristica particular puede sustituirse por otro
aminoacido. Los sustitutos para una secuencia de aminoacidos pueden seleccionarse de otros miembros de la clase a la
que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidrofébicos) incluyen alanina, leucina, isoleucina,
valina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina vy tirosina. Los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina, y glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina,
lisina e histidina. Los aminoacidos cargados negativamente (acidicos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. No se
espera que tales alteraciones afecten sustancialmente el peso molecular aparente segun lo determinado por electroforesis
en gel de poliacrilamida o el punto isoeléctrico. Las sustituciones conservadoras también incluyen la sustitucion de los
isdmeros oOpticos de las secuencias por otros isémeros 6pticos, especificamente aminoacidos D por aminoacidos L para
uno o mas residuos de una secuencia. Ademas, todos los aminoacidos en una secuencia pueden sufrir una sustitucion
de isémero de D a L. Las sustituciones conservadoras ejemplares incluyen, pero no se limitan a, Lys por Arg y viceversa
para mantener una carga positiva; Glu por Asp y viceversa para mantener una carga negativa; Ser por Thr para que se
mantenga un OH libre; y GIn por Asn para que se mantenga un NH; libre. Ademas, las mutaciones puntuales, las
deleciones y las inserciones de las secuencias de polipéptidos o las secuencias de acido nucleico correspondientes
pueden realizarse en algunos casos sin una pérdida de la funcion del polipéptido o del fragmento de acido nucleico. Las
sustituciones pueden incluir, por ejemplo, 1, 2, 3 0 mas residuos. Los residuos de aminoacidos descritos en la presente
descripcion emplean el designador de aminoacidos de una letra o la abreviatura de tres letras. Las abreviaturas usadas
en la presente descripcion estan de acuerdo con la nomenclatura estandar de los polipéptidos, J. Biol. Chem., (1969),
243, 3552-3559. Todas las secuencias de residuos de aminoacidos se representan en la presente descripcion por férmulas
con orientacion izquierda y derecha en la direccién convencional de amino-terminal a carboxi-terminal.

En algunos casos, puede ser necesaria una determinacion del porcentaje de identidad de un péptido con una secuencia
establecida en la presente descripcion. En tales casos, el porcentaje de identidad se mide en términos del nimero de
residuos del péptido, o una parte del péptido. Un polipéptido de, por ejemplo, 90 % de identidad, también puede ser una
parte de un péptido mas grande.

El término purificado como se usa en la presente descripcion con referencia a un polipéptido se refiere a un polipéptido

que se ha sintetizado quimicamente y, por lo tanto, no esta sustancialmente contaminado por otros polipéptidos, o se ha
separado o purificado de otros componentes celulares que lo acompafian de forma natural (por ejemplo, otros
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polinucledtidos, proteinas celulares, o componentes celulares). Un ejemplo de un polipéptido purificado es uno que tiene
al menos un 70 %, en peso seco, libre de proteinas y moléculas organicas naturales con las que se asocia de forma
natural. Por lo tanto, una preparacion de un polipéptido purificado puede ser, por ejemplo, al menos 80 %, al menos 90 %
o al menos 99 %, en peso seco, del polipéptido. Los polipéptidos también pueden disefiarse para contener un marcador
de secuencia (por ejemplo, un marcador de polihistidina, un marcador myc o un marcador FLAG®) que facilita la
purificacion o el marcaje del polipéptido (por ejemplo, capturado en una matriz de afinidad, visualizado bajo un
microscopio). Por lo tanto, una composicién purificada que comprende un polipéptido se refiere a un polipéptido purificado
a menos que se indique lo contrario. El término aislado indica que los polipéptidos o acidos nucleicos de la invencién no
estan en su entorno natural. Los productos aislados de la invencion pueden contenerse en un sobrenadante de cultivo,
enriquecerse parcialmente, producirse a partir de fuentes heterélogas, clonarse en un vector o formularse con un vehiculo,
etc.

Los polipéptidos pueden incluir una modificaciéon quimica; un término que, en este contexto, se refiere a un cambio en la
estructura quimica natural de los aminoacidos. Dichas modificaciones pueden realizarse en una cadena lateral o un
terminal, por ejemplo, cambiando el amino terminal o el carboxilo terminal. En algunas modalidades, las modificaciones
son Utiles para generar grupos quimicos que pueden usarse convenientemente para unir los polipéptidos a otros
materiales, o para unir un agente terapéutico.

La unidn especifica, como ese término se usa cominmente en las técnicas bioldgicas, se refiere a una molécula que se
une a una diana con una afinidad relativamente alta en comparacion con los tejidos no diana, y generalmente implica una
pluralidad de interacciones no covalentes, como las interacciones electrostaticas, las interacciones de van der Waals, los
enlaces de hidrégeno y similares. Las interacciones de unién especifica caracterizan la unioén anticuerpo-antigeno, la
unién enzima-sustrato y especificamente las interacciones de union proteina-receptor; si bien dichas moléculas pueden
unirse a tejidos ademas de a sus dianas de vez en cuando, se dice que dicha uniodn carece de especificidad y no es una
union especifica. El péptido ERY1 y sus derivados y los péptidos de union a los eritrocitos humanos y sus derivados
pueden unirse a no eritrocitos en algunas circunstancias, pero se ha observado que dicha unidn es inespecifica, como lo
demuestra la union mucho mayor de los péptidos a los eritrocitos en oposicién a otras células o proteinas.

Por lo tanto, las modalidades incluyen un ligando que se une con especificidad a un eritrocito y no se une especificamente
a otros componentes sanguineos, por ejemplo, uno o mas de: proteinas de la sangre, albumina, fibronectina, plaquetas,
gldébulos blancos, sustancialmente todos los componentes encontrados en una muestra de sangre tomada de un humano
tipico. En el contexto de una muestra de sangre, el término "sustancialmente todo" se refiere a los componentes que estan
tipicamente presentes pero excluye los componentes incidentales en concentraciones muy bajas para que no reduzcan
efectivamente el titulo de los ligandos biodisponibles.

Péptidos de anticuerpos

Ademas de los péptidos que se unen a los eritrocitos, en la presente descripcién también se describen proteinas,
especificamente anticuerpos y especialmente fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla. Las técnicas para generar
un anticuerpo contra un antigeno se conocen bien. El término antigeno, en este contexto, se refiere a un sitio reconocido
por un sistema inmunitario del huésped que responde al antigeno. La seleccion de antigenos se conoce en las técnicas
de generacion de anticuerpos, entre otras técnicas. Los ejemplos incluyen el uso de estos péptidos en una fusion
molecular y otros métodos presentados en la presente descripcion. Los antigenos pueden expresarse de forma
recombinante en su forma completa o como dominios parciales fusionados a marcadores que mejoran la expresion o la
estabilidad de la proteina. El antigeno proteico recombinante puede inmovilizarse en una placa o perla y usarse como
diana de afinidad para el proceso de seleccion de la biblioteca. Los antigenos también pueden aislarse de preparaciones
celulares de sangre completa, a partir de las cuales pueden inmovilizarse mezclas purificadas o complejas de proteinas
de membrana en una matriz sélida (perla, placa u otra), y usarse como dianas de afinidad para el proceso de seleccion.

Los expertos que lean esta descripcion podran generar anticuerpos que se unan especificamente a los eritrocitos. Los
Ejemplos 4-6 se refieren a la fabricacion de anticuerpos o fragmentos de estos. Se usan numerosas técnicas paralelas
para descubrir nuevos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos o para hacer que las composiciones que comprenden
dichos fragmentos sean activas hacia los eritrocitos, que incluyen, pero no se limitan a, la presentacion en fagos, la
presentacion en levaduras y la presentacion en bacterias. Pueden generarse anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de
union a los eritrocitos adicionales, o scFv especificamente para una o mas de las siguientes dianas o grupos de dianas
(denominados colectivamente en la presente descripcion grupo diana de los eritrocitos) que se eligen del grupo que
consiste en banda 3 (CD233), aquaporina-1, Glut-1, antigeno Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE
(CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx, glicoforina A (CD235a), glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235c), glicoforina D
(CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARC (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), globosida, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM
(CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/neurotelina (CD147), JMH, glicosiltransferasa, Cartwright, Dombrock, C4A/CAB,
Scianna, MER2, estomatina, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139 y antigeno H (CD173).

Ademas, pueden generarse nuevos anticuerpos especificos a los eritrocitos por la inmunizacién de ratones con
preparaciones intactas o proteicas de eritrocitos humanos. Después de la inmunizacién con la diana formulada en
adyuvante, los ratones se sacrifican en momentos predeterminados y sus repertorios de anticuerpos se secuencian y/o
sus células B se aislan para la seleccion basada en hibridoma. Estos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden
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optimizarse mediante varias técnicas in vitro mencionadas anteriormente, para mejorar los parametros de la union y/o la
estabilidad. Pueden generarse anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de union a los eritrocitos adicionales mediante el
uso de clones de hibridoma de anticuerpos descubiertos previamente para unirse a los eritrocitos. Pueden generarse, por
ejemplo, mediante el uso del método usado para generar el scFv TER119. Como plantilla, o como fuente de anticuerpos,
pueden usarse los siguientes clones de hibridoma, entre otros: BRIC 4, 5, 6, 10, 14, 18, 39, 66, 68, 69, 87, 108, 110, 111,
125, 126, 128, 145, 155, 157, 163, 170, 198, 203, 216, 220, 221, 222, 229, 230, 231, 235, or 256; BRAC 17, 18; BGRL 1,
2,11, 100; BRAD 3; BIRMA D6, D10, K3, 84B; 6A7; COE; o KZ1.

El término péptido se usa indistintamente con el término polipéptido en la presente descripcion.

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos son péptidos. El término fragmento de anticuerpo se refiere a una parte
de un anticuerpo que retiene del anticuerpo la funcién de unién al antigeno. El fragmento puede literalmente fabricarse de
una parte de un anticuerpo mas grande o alternativamente puede sintetizarse de novo. Los fragmentos de anticuerpo
incluyen, por ejemplo, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). Un scFv es una proteina de fusion de las regiones
variables de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de las inmunoglobulinas, conectadas con un péptido conector, por
ejemplo, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 aminoacidos. El conector puede conectar el N-terminal del VH
con el C-terminal del VL, o viceversa. El término scFv incluye scFvs divalentes, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y
otras combinaciones de fragmentos de anticuerpos. Los anticuerpos tienen una parte de union al antigeno denominada
paratopo. El término ligando peptidico se refiere a un péptido que no es parte de un paratopo.

La union de los eritrocitos, por los anticuerpos y los fragmentos de estos, por ligandos peptidicos de unién, y por
aptameros, puede realizarse sin union covalente a los eritrocitos. La union puede realizarse in vivo y sin un evento de
unién a los eritrocitos ex vivo. Este evento de unidn, incluida la asociacion resultante de un antigeno con el eritrocito,
puede realizarse sin hacer que los eritrocitos sean apoptéticos. El proceso puede realizarse de modo que las moléculas
superficiales de los eritrocitos no se reticulen entre si mediante un agente de reticulacion y/o el evento de unién, y no se
reticulen mediante enlaces covalentes.

Constructos de proteinas biespecificas para unir los antigenos a los eritrocitos.

Al generar los constructos de las proteinas que se unen a los eritrocitos, una opcién de disefio principal es generar una
Unica proteina o fusién molecular que contenga tanto el antigeno de interés como el grupo de union a los eritrocitos.

Un disefio alternativo que puede ser mas eficiente en la produccion y el uso es un constructo de proteina biespecifica o
molecular que contiene un dominio que se une a los eritrocitos fusionado a un dominio adicional que se une directa o
indirectamente al antigeno de interés. El antigeno de interés real no se incluye en esta fusién molecular, solo un grupo
que se une directa o indirectamente al antigeno de interés. Como tal, no existe el requisito para modificar o disefiar el
antigeno de interés. Un ejemplo de dicho disefio es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo biespecifico, con un dominio
de anticuerpo especifico para los eritrocitos, fusionado de forma recombinante a un segundo dominio de anticuerpo que
se une especificamente a una biomolécula que tiene el antigeno de interés. Se implementan multiples constructos de
anticuerpos biespecificos diferentes, que incluyen, pero no se limitan a, scFv en tandem, diacuerpos y moléculas de scFv-
IgG en tandem (62). También se usan otros andamios no proteicos, que incluyen nanoparticulas poliméricas u otros
conjugados poliméricos multivalentes, que se disefian para una especificidad dual al albergar un dominio que se une al
antigeno de interés y otro dominio que se une a los eritrocitos.

Los grupos de afinidad del constructo biespecifico pueden ser cualquier combinacién de dominios peptidicos y/o dominios
de fragmentos de anticuerpos. Los péptidos que se unen a los eritrocitos o al antigeno proteico diana se obtienen con
técnicas convencionales de seleccion de la biblioteca de péptidos, que incluyen, por ejemplo, la seleccion de la biblioteca
de perlas o péptidos multiplexados, presentacion en fagos, presentacion en bacterias y presentacion en levaduras. El
péptido disefiado se caracteriza por su especificidad y afinidad con su diana de unién mediante el uso de ensayos
bioquimicos estandar, por ejemplo, ELISA, resonancia de plasmones superficiales y métodos basados en citometria de
flujo. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a los eritrocitos o al antigeno proteico diana se obtienen
mediante el uso de las técnicas convencionales, por ejemplo, métodos de seleccion basados en hibridoma, presentacion
en fagos, presentacion en levaduras, presentacion en bacterias, presentacion en ribosomas o genes de anticuerpos
directos o métodos de secuenciacion basados en protedmica de animales inmunizados. El anticuerpo o fragmento de
anticuerpo disefiado se caracteriza por la especificidad y la afinidad con su diana de unién mediante el uso de ensayos
bioquimicos estandar, por ejemplo, ELISA, resonancia de plasmones superficiales y métodos basados en citometria de
flujo.

Después del descubrimiento y la caracterizacion de cada grupo de afinidad (péptido, anticuerpo y/o dominio de
anticuerpo), se fusionan para formar un constructo molecular biespecifico mediante el uso de las técnicas estandar de
ADN recombinante, tal como PCR de ensamblaje o sintesis directa de genes, luego la proteina de fusidon se expresa en
un huésped adecuado. Los constructos biespecificos también se generan mediante la conjugacion quimica de dos grupos
individuales en cualquier combinacion que se considere adecuada para la unién biespecifica (péptido-péptido, fragmento
de péptido-anticuerpo, etc.). Se usan dos dominios de anticuerpos para generar los anticuerpos biespecificos mediante
el uso de diversas arquitecturas de ultima generacion (1). Ademas, se usa un andamio polimérico sintético (PEG, PPG u
otro) para generar enlaces estables entre cada grupo de unién y mejorar la flexibilidad del constructo. Los polimeros
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ramificados también se usan para aumentar la afinidad de unién al eritrocito, al antigeno proteico, o a ambos, por los
efectos de avidez.

La caracterizacion de la eficacia de unién del constructo biespecifico se realiza mediante el uso de ensayos bioquimicos
estandar de afinidad de la unién in vitro, tales como ELISA y resonancia de plasmones superficiales. El rendimiento in
vivo del constructo biespecifico se realiza por inyeccion del constructo biespecifico, o el constructo biespecifico y el
antigeno, en un modelo animal como ratones o ratas, luego se toman muestras de sangre y se analiza la union a los
eritrocitos y al antigeno mediante el uso de ensayos in vitro similares.

Las modalidades incluyen una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende: un grupo de unién a los
eritrocitos unido a un dominio que se une especificamente a una diana. La diana puede comprender una proteina, y la
proteina ademas comprende un antigeno tolerogénico. El grupo de union a los eritrocitos comprende un ligando peptidico.
El dominio puede elegirse del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo y un dominio de unién al
antigeno de cadena sencilla (scFv), un ligando peptidico y un aptamero. Una modalidad es una composicion que
comprende un miembro del grupo que se elige de una fusién molecular, un scFv en tandem, un diacuerpo y una molécula
de scFv-IgG en tandem, con el grupo de union a los eritrocitos y el dominio que forma parte de dicho miembro. Una tnica
proteina de fusidn, o acido nucleico que la codifica, puede comprender el dominio de unién a los eritrocitos y el otro
dominio que se une a la diana.

Reduccion terapéutica de los anticuerpos especificos al antigeno mediante el uso de los antigenos de union a los
eritrocitos

La induccion de anticuerpos especificos al antigeno es perjudicial para el tratamiento y puede causar efectos secundarios
peligrosos durante las terapias de reemplazo de proteinas, en la patogénesis de la autoinmunidad y durante el tratamiento
con componentes bioldgicos en general (63-68). Las intervenciones terapéuticas capaces de reducir los anticuerpos
especificos al antigeno circulante en la sangre tendrian un impacto clinico positivo, ya que la reduccién de dichos
anticuerpos especificos al farmaco permitiria el tratamiento futuro con el farmaco mientras que disminuye el riesgo de
efectos secundarios inmunoldgicos adversos debido a los complejos farmaco-anticuerpo. En el caso del ejemplo de la
hemofilia A, aproximadamente el 30 % de los pacientes inducen anticuerpos antifarmacos hacia el farmaco estandar
terapéutico proteico, el Factor VIII, lo que hace que el tratamiento posterior con el Factor VIl sea peligroso e ineficaz. Una
intervencion terapéutica que reduce los anticuerpos circulantes especificos al Factor VIl en dicho paciente vuelve a
habilitar el tratamiento terapéutico con el Factor VIl y elimina la necesidad de cambiar al paciente a otras alternativas de
tratamiento mas costosas y menos efectivas. En el caso del ejemplo del lupus eritematoso sistémico (LES, lupus), una
enfermedad autoinmunitaria mediada principalmente por la induccion de anticuerpos contra autoantigenos nativos en el
cuerpo, un tratamiento terapéutico capaz de reducir los anticuerpos especificos al autoantigeno que circulan en la sangre
seria disminuir en gran medida la patogénesis y la progresion de la aparicion de la enfermedad.

Para reducir los anticuerpos especificos al antigeno, los antigenos se disefian para unirse a los eritrocitos circulantes
después de la administracion. Los constructos moleculares de un grupo de union a los eritrocitos fusionado con el antigeno
de interés se generan para formar el antigeno de unién a los eritrocitos. Alternativamente, puede implementarse un
constructo biespecifico para generar una formulacién de unidén a los eritrocitos del antigeno, como se describid
anteriormente. De esta manera, tras la inyeccion del antigeno de unién a los eritrocitos, cualquier anticuerpo circulante
especifico para el antigeno se unira al antigeno disefiado y, por lo tanto, se asociara estrechamente con un eritrocito
circulante in situ. Durante la estrecha asociacion fisica de un anticuerpo especifico al antigeno con una célula que circula
de forma natural, como el eritrocito, las sefiales reguladoras presentes en el eritrocito inhiben los peligrosos efectos
inmunitarios inflamatorios. Los eritrocitos expresan varias moléculas reguladoras en su superficie, incluidas CD55 y CD59,
entre otras (67). Por lo tanto, los anticuerpos especificos al antigeno permanecen unidos a los eritrocitos y se trasladan a
zonas de eliminacion natural de los eritrocitos, durante los cuales también se eliminan. El eritrocito decorado con el
antigeno sirve como un depdésito de seguridad celular y un portador de reduccion para el anticuerpo especifico al antigeno.
La reduccion de los anticuerpos especificos al antigeno se caracteriza después de la administracion in vivo del constructo
disefiado del antigeno, mediante el muestreo periédico de la sangre de los animales de prueba y la realizacion de técnicas
de titulacion del anticuerpo especifico al antigeno, tales como ELISA. La eliminacién o la inactivacion especifica de la
célula inmunitaria secretora de anticuerpos (célula B, célula plasmatica u otra) también se caracteriza por el aislamiento
de las células inmunitarias de la sangre, la médula dsea, el bazo o el sistema linfatico de los ratones receptores y la
realizacion de ensayos ELISpots de reestimulacion de células B especificas al antigeno in vitro y la citometria de flujo
multiparamétrica. En estudios relacionados con la autoinmunidad, se usan modelos relevantes de ratdén de trastornos
autoinmunitarios para caracterizar los efectos de los antigenos de union a los eritrocitos en la reduccién del autoantigeno.

Los usos de las composiciones incluyen eliminar los anticuerpos de la circulacion y/o unirlos a los glébulos rojos. Una
modalidad es una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende: un grupo de unidn a los eritrocitos unido a
un antigeno. El antigeno puede ser un autoantigeno nativo, por ejemplo, un antigeno de lupus eritematoso. El antigeno
puede ser alternativamente un antigeno para una proteina terapéutica que se administra a un paciente, por ejemplo, un
antigeno del Factor VIII.

Aptameros para la unién especifica de los eritrocitos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2781773 T3

Ademas de los ligandos peptidicos que se unen a los eritrocitos, se describen ligandos de aptameros de nucledtidos para
los componentes de la superficie de los eritrocitos. Por consiguiente, los aptameros se fabricaran y usaran como se
describe en la presente descripcion para otros grupos de union a los eritrocitos. Los aptameros de ADN y ARN pueden
usarse para proporcionar la unién no covalente a los eritrocitos. Dado que solo se componen de nucleétidos, los aptameros
son grupos prometedores de orientacion biomolecular en que las metodologias de seleccion estan bien establecidas, se
sintetizan quimicamente de manera facil y presentan una inmunogenicidad y/o toxicidad de efectos secundarios limitados
debido a su rapida eliminacion in vivo (Keefe, Pai, y otros, 2010). Ademas, debido a la naturaleza no candnica de la
interaccion nucledtido-proteina diana, es poco probable cualquier sefializacion productiva del agonista tras la unién a la
diana in vivo, lo que contribuye a una baja inmunogenicidad y toxicidad. Como tal, numerosas moléculas basadas en
aptameros se encuentran actualmente en ensayos clinicos en humanos para una serie de indicaciones clinicas, que
incluyen leucemia, degeneracion macular, trombosis y diabetes tipo 2 (Keefe, Pai, y otros, 2010). Los aptameros también
se han usado como agentes de orientacion para administrar las cargas de farmacos a los tejidos especificos in vivo, en
aplicaciones como la quimioterapia contra el cancer y las técnicas de fluorescencia o deteccion radiolégica de tumores
(Rockey, Huang, y otros, 2011; Savla, Taratula, y otros, 2011).

Los aptameros son acidos oligonucleicos o péptidos que se unen a una molécula diana especifica. Los aptameros
generalmente se generan para unirse a una diana de interés al seleccionarlos de un gran grupo de secuencias aleatorias.
Los aptameros pueden clasificarse como aptameros de ADN, aptameros de ARN o aptameros peptidicos. Los aptameros
de acido nucleico son especies de acido nucleico que se han disefiado mediante rondas repetidas de seleccioén in vitro o
por el método de evoluciéon sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial (SELEX) (Archemix,
Cambridge, MA, Estados Unidos) (Sampson, 2003) para unirse especificamente a dianas tales como moléculas
pequenfas, proteinas, acidos nucleicos, células, tejidos y organismos. Los aptameros peptidicos tienen tipicamente un
dominio peptidico variable corto, unido en ambos extremos a un andamio proteico. Los aptameros peptidicos son
proteinas que se disefan para interferir con otras interacciones proteicas dentro de las células. Consisten en un bucle
peptidico variable unido en ambos extremos a un andamio proteico. Esta restriccion estructural doble aumenta en gran
medida la afinidad de union del aptamero peptidico para ser comparable a un anticuerpo. La longitud del bucle variable
se compone tipicamente de aproximadamente diez a aproximadamente veinte aminoacidos, y el andamio es una proteina
que tiene buena solubilidad y es compacta. Por ejemplo, la proteina bacteriana tioredoxina-A es una proteina de andamio,
con el bucle variable insertado dentro del sitio activo reductor, que es un bucle -Cys-Gly-Pro-Cys- en la proteina salvaje,
las dos cadenas laterales de cisteina pueden formar un puente disulfuro.

Algunas técnicas para fabricar aptameros se detallan en Lu y otros, Chem Rev 2009: 109(5): 1948-1998, y también en los
documentos US 7,892,734, US 7,811,809, US 2010/0129820, US 2009/0149656, US 2006/0127929, y US 2007/0111222.
El Ejemplo 8 detalla mas materiales y métodos para la fabricacion y el uso de los aptameros.

Fusiéon molecular

Puede formarse una fusion molecular entre un primer ligando peptidico de union a los eritrocitos y un segundo péptido.
La fusion comprende los péptidos conjugados directa o indirectamente entre si. Los péptidos pueden conjugarse
directamente entre si o indirectamente a través de un conector. El conector puede ser un péptido, un polimero, un
aptamero, un acido nucleico o una particula. La particula puede ser, por ejemplo, una microparticula, una nanoparticula,
un polimerosoma, un liposoma o una micela. El polimero puede ser, por ejemplo, natural, sintético, lineal o ramificado.
Una proteina de fusiéon que comprende el primer péptido y el segundo péptido es un ejemplo de una fusién molecular de
los péptidos, con la proteina de fusidon que comprende los péptidos directamente unidos entre si o con secuencias
conectoras intermedias y/o secuencias adicionales en uno o ambos extremos. La conjugacion con el conector puede ser
a través de enlaces covalentes. Otros enlaces incluyen enlaces ionicos. Los métodos incluyen la preparacion de una
fusién molecular o una composicién que comprende la fusién molecular, en donde la fusién molecular comprende péptidos
que se unen especificamente a los eritrocitos y a un agente terapéutico, antigeno tolerizante u otra sustancia.

El término fusion molecular, o el término conjugado, se refiere a la asociacion directa o indirecta por enlaces quimicos,
incluidos covalente, idnico electrostatico, carga-carga. La conjugacion genera una unidad sostenida por enlaces quimicos.
La conjugacion directa se refiere a la unién quimica al agente, con o sin conectores intermedios o grupos quimicos. La
conjugacion indirecta se refiere al enlace quimico con un portador. El portador puede encapsular en gran medida al agente,
por ejemplo, un polimerosoma, un liposoma o micela o algunos tipos de nanoparticulas, o tener el agente en su superficie,
por ejemplo, una perla o nanoparticula metalica, o ambos, por ejemplo, una particula que incluye algunos agentes tanto
en su interior como en su exterior. El portador también puede encapsular un antigeno para la inmunotolerancia. Por
ejemplo, puede fabricarse un polimerosoma, liposoma o una particula que encapsule el antigeno. El término encapsular
significa cubrir completamente, de manera efectiva sin que se exponga ninguna parte, por ejemplo, puede fabricarse un
polimerosoma que encapsule un antigeno o un agente. Los ejemplos de agentes terapéuticos son fragmentos variables
de cadena sencilla (scFv), fragmentos de anticuerpos, carga de moléculas pequeias, péptidos bioactivos, proteinas
bioactivas y biomoléculas bioactivas.

La conjugacion puede lograrse mediante la unidon covalente del péptido a otra molécula, con o sin el uso de un conector.
La formacion de tales conjugados esta dentro de la habilidad de los expertos y se conocen diversas técnicas para lograr
la conjugacion, y la eleccion de la técnica particular se guia por los materiales a conjugar. La adicion de aminoacidos al
polipéptido (C- o N-terminal) que contienen cadenas laterales ionizables, es decir, acido aspartico, acido glutamico, lisina,
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arginina, cisteina, histidina o tirosina, y no se incluyen en la parte activa de la secuencia del polipéptido, sirven en su
estado no protonado como un nucledfilo potente para participar en diversas reacciones de bioconjugacion con grupos
reactivos unidos a polimeros, es decir, PEG homobifuncional o heterobifuncional (por ejemplo, Lutolf y Hubbell,
Biomacromolecules 2003; 4:713-22, Hermanson, Bioconjugate Techniques, London. Academic Press Ltd; 1996). En
algunas modalidades, se usa un conector de polimero soluble, y puede administrarse a un paciente en una forma
farmacéuticamente aceptable. O un farmaco puede encapsularse en polimerosomas o vesiculas o unirse covalentemente
al ligando peptidico.

Una modalidad es una conjugacion de un agente terapéutico no proteico y un ligando peptidico que se une
especificamente a un eritrocito. La aplicacién de la metodologia del péptido de unién a los eritrocitos no se limita a
terapéuticos de polipéptidos; mas bien se puede traducir a otras formulaciones de farmacos, tales como moléculas
pequenias y particulas poliméricas. En la larga historia de las moléculas pequefias y su aplicacion en la medicina, las vidas
medias de circulacion corta y la escasa biodisponibilidad han afectado constantemente su eficacia in vivo. Las
nanoparticulas y las micelas poliméricas representan una generacion relativamente nueva de la clase de farmacos, pero
su comportamiento farmacocinético sigue siendo subdptimo por razones que incluyen una alta tasa de eliminacion a través
de la accion del sistema reticuloendotelial (Moghimi y Szebeni, 2003). El disefio de union a los eritrocitos puede extenderse
a estas otras clases de farmacos para aumentar su vida media en circulacion y su eficacia clinica.

El conjugado puede comprender una particula. El péptido de union a los eritrocitos puede unirse a la particula. Un
antigeno, agente u otra sustancia puede estar dentro o sobre la particula. Los ejemplos de las nanoparticulas, las micelas
y otras particulas se encuentran en, por ejemplo, los documentos US 2008/0031899, US 2010/0055189, US
2010/0003338, cuyas solicitudes se incorporan por la presente descripcion por referencia en la presente descripcion para
todos los fines, incluida la combinacion de las mismas con un ligando como se establece en la presente descripcion; en
caso de conflicto, sin embargo, la especificacion instantanea controla.

Las nanoparticulas pueden prepararse como colecciones de particulas que tienen un didametro promedio de entre
aproximadamente 10 nm y aproximadamente 200 nm, incluidos todos los intervalos y los valores entre los limites
explicitamente expuestos, por ejemplo, de aproximadamente 20 a aproximadamente 200, y de aproximadamente 20 a
aproximadamente 40, hasta aproximadamente 70, o hasta aproximadamente 100 nm, dependiendo de la polidispersidad
que se obtiene mediante el método preparativo. Pueden usarse varios sistemas de nanoparticulas, tales como las
formadas a partir de copolimeros de poli(etilenglicol) y poli(acido lactico), las formadas a partir de copolimeros de
poli(6xido de etileno) y poli(éster beta-amino) y las formadas a partir de proteinas, tales como la albumina sérica. Los
expertos en estas técnicas conocen otros sistemas de nanoparticulas. Véase también Devalapally y otros, Cancer
Chemother Pharmacol., 07-25-06; Langer y otros, International Journal of Pharmaceutics, 257:169-180 (2003); and Tobio
y otros, Pharmaceutical Research, 15(2):270-275 (1998).

También pueden prepararse particulas mas grandes de mas de aproximadamente 200 nm de diametro promedio, que
incorporan los ligandos de union al tejido del cartilago, con estas particulas denominadas microparticulas en la presente
descripcion, ya que comienzan a acercarse a la escala de las micras y caen aproximadamente dentro del limite de la
resolucion optica. Por ejemplo, ciertas técnicas para hacer microparticulas se exponen en las patentes de los Estados
Unidos nums. 5,227,165, 6,022,564, 6,090,925, y 6,224,794.

La funcionalizacién de las nanoparticulas para emplear la capacidad de orientacion requiere la asociacién del polipéptido
dirigido con la particula, por ejemplo, mediante unién covalente mediante el uso de una técnica de bioconjugacion, con la
eleccion de una técnica particular guiada por la particula o la nanoparticula, u otro constructo, al que el polipéptido debe
unirse. En general, muchas técnicas de bioconjugacién para unir péptidos a otros materiales se conocen bien y puede
elegirse la técnica mas adecuada para un material en particular. Por ejemplo, pueden unirse aminoacidos adicionales a
las secuencias de polipéptidos, como una cisteina en el caso de unir el polipéptido a moléculas reactivas con tiol.

Para generar una molécula multimérica capaz de mostrar multiples moléculas bioactivas diferentes, se modificd
quimicamente un dendrimero de PEG de 8 brazos disponible comercialmente para incluir los grupos reactivos para las
reacciones de conjugacion faciles. EI PEG-piridildisulfuro de 8 brazos contenia el grupo piridildisulfuro que reacciona
facilmente con los tiolatos de las moléculas pequenfas y/o los péptidos o proteinas que contienen cisteina, lo que resulta
en un enlace disulfuro entre el grupo bioactivo unido y el andamio de PEG de 8 brazos. La arquitectura multimérica del
PEG de 8 brazos permitié la conjugacion de diferentes péptidos o moléculas al andamio, lo que generd asi una
biomolécula heterofuncionalizada con multiples actividades en virtud de sus grupos unidos. Se generaron constructos de
PEG de 8 brazos fluorescentes heterofuncionalizados, capaces de unirse a los eritrocitos in vitro (Figura 4A) e in vivo
(Figura 4B). Esta union fue secuencia especifica al péptido ERY1, ya que los conjugados que albergan el péptido MIS no
especifico demostraron poca o ninguna union a los eritrocitos. La unién in vivo fue de larga duracion, ya que se detecto
PEG-ERY1-ALEXAFLUORG647 de 8 brazos fluorescente en los eritrocitos circulantes 5 h después de la administracion
intravenosa, y mostré una vida media en la superficie celular de 2,2 h (Figura 5). Para demostrar la induccion de tolerancia
en un modelo de ratén diabético autoinmunitario, se generé un conjugado de PEG de 8 brazos con ERY1 y el antigeno
de diabetes cromogranina-A (CrA). La naturaleza modular del andamio de PEG-piridildisulfuro de 8 brazos permitio
conjugar conjuntamente diferentes moléculas que contienen tiol mediante la adicién secuencial de cantidades definidas
estequiométricamente de las moléculas.
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La fusién molecular puede comprender un polimero. El polimero puede ser lineal o ramificado. La fusién molecular puede
comprender un dendrimero. En general, pueden usarse polimeros biocompatibles hidrofilicos solubles para que el
conjugado sea soluble y esté biodisponible después de la introduccion en el paciente. Los ejemplos de polimeros solubles
son los alcoholes polivinilicos, las polietileniminas y los polietilenglicoles (un término que incluye éxidos de polietileno) que
tienen un peso molecular de al menos 100, 400 o entre 100 y 400 000 (con todos los intervalos y los valores contemplados
entre estos valores explicitos). La solubilidad en este contexto se refiere a una solubilidad en agua o solucion salina
fisiolégica de al menos 1 gramo por litro. También pueden usarse dominios de polimeros biodegradables, por ejemplo,
acido polilactico, acido poliglicélico, copolimeros de acido polilactico y poliglicélico, policaprolactonas, acido
polihidroxibutirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos y policianoacilos.

En algunas modalidades, se prepara una asociacion polipéptido-polimero, por ejemplo, un conjugado, y se introduce en
el cuerpo como una composicién purificada en una condicién farmacéuticamente aceptable, o con un excipiente
farmacéutico. El sitio de introduccién puede ser, por ejemplo, sistémico, o en un sitio de tejido o trasplante.

Los expertos pueden preparar proteinas de fusién mediante el uso de técnicas conocidas en estas materias. Las
modalidades incluyen preparar las proteinas de fusion, aislarlas y administrarlas en una forma farmacéuticamente
aceptable con o sin otros agentes, por ejemplo, en combinacién con una interleucina de TGF-beta. Las modalidades
incluyen un vector para, y métodos de, transfectar una célula para asi disefiar la célula para que produzca la proteina de
fusion in vivo, con la célula siendo transfectada in vitro, ex vivo o in vivo, y siendo la célula miembro de un implante de
tejido o distinto de este. Las siguientes solicitudes de patentes de los Estados Unidos se incorporan por la presente
descripcion como referencia en la presente descripcion para todos los fines, incluidos los fines de hacer proteinas de
fusion, con la especificacion instantanea que controla en caso de conflicto: 5227293, 5358857, 5885808, 5948639,
5994104, 6512103, 6562347, 6905688, 7175988, 7704943, US 2002/0004037, US 2005/0053579, US 2005/0203022, US
2005/0250936, US 2009/0324538.

Las modalidades de una fusion molecular incluyen, por ejemplo, una fusiéon molecular que comprende un antigeno
tolerogénico y un grupo de union a los eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito en el paciente y, por lo tanto,
une el antigeno al eritrocito, en donde la fusion molecular se administra en una cantidad eficaz para producir
inmunotolerancia a una sustancia que comprende el antigeno tolerogénico. Las modalidades incluyen, por ejemplo, una
composicion que comprende un grupo de unién a los eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito unido a un
portador que se elige del grupo que consiste en un polimero, un polimero ramificado y una particula, en donde el vehiculo
se une a un agente terapéutico. La particula puede ser, por ejemplo, una microparticula, una nanoparticula, un
polimerosoma, un liposoma o una micela. El grupo de union a los eritrocitos comprende un péptido que comprende al
menos 5 residuos de aminoacidos consecutivos de una secuencia que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras
de estos, en donde dicha secuencia se une especificamente a un eritrocito.

En un ejemplo, se describe una fusién molecular que comprende un antigeno tolerogénico y un grupo de unién a los
eritrocitos que se selecciona de banda 3 (CD233), glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235¢c) y glicoforina D
(CD235d). La fusion molecular es particularmente para el uso en la produccién de inmunotolerancia. Una fusién molecular
ejemplar es aquella que comprende un antigeno tolerogénico que se selecciona de: una proteina, una parte de una
proteina, una proteina humana o una parte de esta, una proteina no humana o una parte de esta, un glicano, un glicano
de una proteina que comprende glicosilacion no humana, un antigeno autoinmunitario humano, una proteina terapéutica
para un humano o una parte de esta, y una parte de un alimento humano, proteinas deficientes por enfermedad genética,
proteinas con glicosilacion no humana, proteinas no humanas, proteinas sintéticas que no se encuentran de forma natural
en humanos, antigenos alimentarios humanos, antigenos de trasplante humano y antigenos autoinmunitarios humanos;
y un grupo de unién a los eritrocitos que se selecciona de banda 3 (CD233), glicoforina B (CD235b), glicoforina C
(CD235c), glicoforina D (CD235d).

Ligandos de union a los eritrocitos para una farmacocinética mejorada

Como muchos farmacos se administran de manera sistémica al sistema circulatorio de la sangre, la respuesta al problema
de la administracion efectiva del farmaco a menudo se centra en mantener el farmaco en la sangre durante periodos
prolongados de tiempo. Por lo tanto, el desarrollo de terapéuticos de circulacion larga (vida media larga) que permanecen
bioldgicamente disponibles en la sangre durante periodos prolongados representara una nueva generacion de farmacos
disefiados para la eficacia, la seguridad y la viabilidad econémica.

Las modalidades de la invencion incluyen las fusiones moleculares de un péptido de unién a los eritrocitos y un agente
terapéutico. Las fusiones moleculares entre los péptidos que se unen especificamente a los eritrocitos y un agente
terapéutico u otra sustancia proporcionan un mayor tiempo de circulacion (vida media circulante en sangre in vivo) para
el agente/sustancia. El aumento puede ser, por ejemplo, un aumento de aproximadamente 1,5 veces a 20 veces de la
vida media en suero, los expertos apreciaran de inmediato que se contemplan todos los intervalos y los valores dentro de
los intervalos explicitamente establecidos, por ejemplo, aproximadamente 3 veces o aproximadamente 6 veces o entre
aproximadamente 3 veces y aproximadamente 6 veces.
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Las fusiones moleculares pueden lograrse mediante, por ejemplo, la adicién recombinante del péptido o la adicion del
péptido mediante conjugacion quimica a un sitio reactivo en el agente terapéutico o la molécula o la particula asociada.
Como la sintesis de péptidos en fase solida puede usarse para sintetizar altos rendimientos de péptidos puros con grupos
reactivos terminales variables, existen multiples estrategias de conjugacion para la unién del péptido al terapéutico.
Aunque este método de funcionalizacion difiere del método recombinante usado con las proteinas, se postula que el
efecto (la union de los eritrocitos que conduce a una vida media de circulacion aumentada) es el mismo.

Una modalidad de la invencion implica la funcionalizacién de los agentes terapéuticos con los ligandos peptidicos cortos
que se unen especificamente a los eritrocitos como herramientas para la mejora de los parametros farmacocinéticos de
los agentes terapéuticos. Esta metodologia de la extension de la vida media tiene en cuenta parametros fundamentales
en el disefio de los farmacos terapéuticos, concretamente, la simplicidad en la fabricacion, la modularidad y la capacidad
de ajustar el efecto de extension. Mediante el uso de las técnicas estandar de ADN recombinante, las proteinas se alteran
facilmente a nivel de aminoacidos para contener funcionalidades nuevas o alteradas. En general, es preferible confiar en
el uso de los dominios peptidicos mas cortos para la funcion que usar los dominios polipeptidicos mas grandes, por
razones que incluyen la facilidad de la fabricacion, el plegamiento correcto en una proteina terapéutica funcional y las
minimas alteraciones biofisicas del propio terapéutico original. Los polipéptidos, por ejemplo, ERY1, un ligando de union
a los eritrocitos humanos, o los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos, pueden disefiarse para unirse
especificamente a los eritrocitos y conjugarse con un agente terapéutico para extender la biodisponibilidad, por ejemplo,
medido por la vida media circulante del agente.

Los resultados informados en la presente descripcion brindan oportunidades para realizar las fusiones moleculares para
mejorar los parametros farmacocinéticos de los agentes terapéuticos tales como insulina, acetato de pramlintida, hormona
del crecimiento, factor de crecimiento similar a la insulina 1, eritropoyetina, interferén alfa tipo 1, interferon a2a, interferon
a2b, interferon B1a, interferén B1b, interferon y1b, B-glucocerebrosidasa, adenosina desaminasa, factor estimulante de
colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, interleucina 1, interleucina 2,
interleucina 11, factor Vlla, factor VIII, factor X, exenatida, L-asparaginasa, rasburicasa, receptor del factor de necrosis
tumoral y enfuvirtida.

Los intentos de otros para generar métodos pasivos de mejora de la vida media se centran en aumentar el radio
hidrodinamico aparente del farmaco. El aparato de filtracion glomerular del rifién es el sitio primario del cuerpo donde se
filtran los componentes sanguineos. El principal determinante de la filtracion es el radio hidrodinamico de la molécula en
la sangre; las moléculas mas pequefias (<80 kDa) se filtran de la sangre en mayor medida que las moléculas mas grandes.
Los investigadores han usado esta regla generalizada para modificar los farmacos para exhibir un radio hidrodinamico
mas grande y, por lo tanto, una vida media mas larga, principalmente a través de la conjugacion quimica con polimeros
solubles en agua de gran peso molecular, como el polietilenglicol (PEG). El éxito de este método es evidente en las
numerosas terapias de proteinas PEGiladas y moléculas pequefas terapéuticas que se ofrecen actualmente en la clinica
(Pasut y Veronese, 2009; Fishburn, 2008). Aunque son efectivos en muchos casos para aumentar la vida media de
circulacién, especialmente a medida que aumenta el radio hidrodinamico del injerto o la fusién (Gao, Liu, y otros, 2009),
estos métodos ofrecen desafios en la fabricacion y el mantenimiento de la funcién efectora biologica. Las
heterogeneidades en las reacciones de conjugacion pueden causar mezclas complejas de productos con diversas
actividades bioldgicas, debido principalmente al uso de productos quimicos sitio-inespecificos. La caracterizacion
bioquimica extensa a menudo sigue métodos de purificacion precisos para retener un producto terapéutico homogéneo
(Huang, Gough, y otros, 2009; Bailon, Palleroni, y otros, 2001; Dhalluin, Ross, y otros, 2005). Ademas, la unién de grupos
grandes, tales como los PEG ramificados, a zonas reactivas de las proteinas puede conducir a una disminucion de la
afinidad del receptor (Fishburn, 2008).

Otros trabajos de otros han proporcionado una proteina terapéutica para unirse a la albumina para aumentar la circulacion
del farmaco (Dennis, 2002; Walker, Dunlevy, y otros, 2010). Teniendo en cuenta la misma regla general antes mencionada
sobre la filtracion renal, Dennis y sus colegas plantearon la hipoétesis de que aumentar el tamafo aparente del terapéutico
mediante la ingenieria para que se una a ofra proteina en la sangre (como la albumina sérica) disminuiria la tasa de
eliminacion del farmaco. De esta manera, el farmaco alcanza su gran tamafio molecular solo después de la administracion
en el torrente sanguineo. La adicion de péptidos de unién a la albumina de suero madurados por afinidad a los fragmentos
de anticuerpos aumenté su tiempo de circulacién 24 veces en ratones (Dennis, 2002). Aunque efectivo, este método es
complicado por la dinamica del reciclaje de la albumina por el receptor Fc neonatal (FcRn) y el uso de péptidos ciclicos
con restriccion de cisteina para la funcionalidad. Walker y sus colegas corroboran los resultados aportados por Dennis en
2002, concretamente que impartir a una proteina afinidad por la albumina sérica aumenta su vida media. El método
descrito por Walker y sus colegas implica la adicion recombinante de grandes fragmentos de anticuerpos al farmaco
proteico, lo que puede causar complicaciones estructurales y de fabricacion. Aunque elegantes y efectivos, los métodos
de Dennis y Walker son complicados por el uso de dominios complejos ciclicos o grandes para la funcionalidad. Aunque
los péptidos descubiertos por Dennis y sus colegas mostraron una alta afinidad por la albdmina, requieren la restriccion
fisica de formar correctamente una estructura ciclica antes de su uso. Un enfoque mas voluminoso, el método de Walker
de fusionar fragmentos de anticuerpos mas grandes puede no ser adaptable a proteinas con una estructura de
plegamiento ya compleja o de bajo rendimiento de expresion.

Anticuerpos de cadena sencilla
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Una modalidad de la invencién es una fusion molecular de un scFv con un péptido que se une especificamente a un
eritrocito. Puede usarse un scFv como agente terapéutico, y su combinacién con un péptido de unién a los eritrocitos
puede usarse para extender su vida media circulante y proporcionar acceso a los compartimentos del cuerpo. Los
anticuerpos recombinantes y los fragmentos de anticuerpos recombinantes tienen potencial como terapéuticos en la
industria biolégica (Sheridan, 2010).

Los fragmentos de anticuerpo de fragmento variable de cadena sencilla (scFv) comprenden todo el dominio de unién al
antigeno de una IgG de longitud completa, pero carecen de las regiones del fragmento constante y la bisagra (Maynard y
Georgiou, 2000). La construccion recombinante de un scFv implica fusionar el dominio variable pesado (VH) con el
dominio variable ligero (VL) con un conector polipeptidico corto que consiste en repeticiones en tandem de glicina y serina
(por ejemplo, (GGGGS)4) (SEQ ID NO: 18). Aunque la simplicidad de scFv es atractiva para las aplicaciones terapéuticas,
su principal inconveniente es que exhibe una vida media de circulacion corta, en virtud de su peso molecular relativamente
pequerio de 26 - 28 kDa (Weisser y Hall, 2009).

Como el conector de glicina-serina cominmente usado en el disefio de scFv no es de naturaleza funcional, mas bien
existe como un puente fisico para asegurar el correcto plegamiento de VH-VL, en la presente descripcion se probaron los
dominios del conector que exhiben una funcién de union a los eritrocitos en la sangre. Por lo tanto, el scFv disefiado puede
ser multifuncional y biespecifico, que muestra una afinidad con su antigeno nativo a través de los dominios V-V, y una
afinidad por los eritrocitos en su dominio conector. Al unirse a los eritrocitos, el scFv disefiado exhibira una vida media de
circulacién mas larga, como se ha demostrado para otra proteina modelo con esta misma funcionalidad. Un fragmento de
anticuerpo scFv puede tener un conector como se describe en la presente descripcion, o pueden proporcionarse otros
conectores como conocen los expertos en estas técnicas. Una modalidad alternativa proporciona un grupo de cisteina
libre disefiado en la regién del conector de un scFv, y este tiol de cisteina se usa para unir mediante conjugacion quimica
un ligando de unioén a los eritrocitos.

El disefio de los anticuerpos scFv disefiados se centré en la importancia de la longitud del dominio conector, asi como en
el espaciamiento del péptido de unién a los eritrocitos. Como la variante de tipo salvaje se disefid y se validé para la union
al antigeno con un conector (GGGGS)4 (SEQ ID NO: 18), los mutantes posteriores se disefiaron con una longitud minima
del conector de 20 aminoacidos. Como el dominio conector puede modular el plegamiento correcto del scFv en su
estructura terciaria correcta, se disefiaron dos mutantes que contienen ERY1. El mutante REP contiene el péptido ERY1
centrado en el dominio conector, flanqueado por el niumero correcto de residuos de Gly y Ser para mantener la longitud
del conector original de 20 aminoacidos. En el caso posible de que la naturaleza hidrofébica del péptido ERY1 no se alinee
linealmente, sino que se agrupe en un dominio ensamblado mas corto, la longitud del conector de REP seria mas corta y
podria obstaculizar el plegamiento correcto. Por tales razones, el mutante INS se disefid para contener el péptido ERY1
incorporado en el centro del dominio del conector original, alargando el conector hasta 32 aminoacidos. Como el péptido
ERY1 se descubrié con un N-terminal libre, no se sabia si su presencia en una conformacién de polipéptidos limitada
afectaria o no a la unién a los eritrocitos. Para abordar este comportamiento potencial, se creé una variante de scFv
mediante la conjugacion quimica con el péptido ERY1 sintético, por lo que el N-terminal del péptido esta libre y el C-
terminal se conjuga con el scFv.

De esta manera, el nimero de péptidos de unién a los eritrocitos, y por lo tanto la capacidad de unién a los eritrocitos de
un scFv, puede ajustarse estequiométricamente durante la reaccion de conjugacion. De acuerdo con esto, scFv puede
disefiarse para comprender los péptidos de unién a los eritrocitos como se ensefa en la presente descripcion. Las
modalidades incluyen un scFv que comprende varios ligandos que varian de 1 a 20; los expertos apreciaran de inmediato
que se contemplan todos los intervalos y los valores dentro de los intervalos explicitamente establecidos, por ejemplo,
entre 2y 6.

Las modalidades incluyen el scFv conjugado con un antigeno tolerogénico para hacer una fusién molecular que induce
tolerancia, por ejemplo, como en el Ejemplo 6 que describe los detalles para generar tolerancia como se ejemplifica con
la generacion de tolerancia contra OVA que se une a un scFv. El Ejemplo 6 también detalla los materiales y los métodos
para fabricar de forma recombinante constructos de proteinas scFv fusionadas a un epitopo de reconocimiento inmunitario
de un antigeno. El scFv se dirige al reconocimiento de los eritrocitos. El antigeno es un antigeno como se describe en la
presente descripcion, por ejemplo, un antigeno tolerogénico. Los ejemplos de trabajo reportados en la presente
descripcion describen los resultados mediante el uso de modelos murinos, con el uso de scFv TER119 murino usado
como el dominio de anticuerpo en los constructos. TER119 es un anticuerpo que se une a los eritrocitos de raton. El
dominio del anticuerpo TER119 puede reemplazarse por otros dominios de anticuerpos, por ejemplo dominios dirigidos a
un eritrocito en humanos u otros animales. Por ejemplo, el dominio de anticuerpo 10F7 puede usarse para generar
constructos de anticuerpo-antigeno capaces de unirse a los eritrocitos humanos. Se realizaron fusiones adicionales de
scFv de Ter-119 con tres antigenos diferentes, como se informa en el Ejemplo 6, incluido el epitopo inmunodominante
MHC-I de OVA, el mimotopo de cromogranina-A 1040-p31 y la proinsulina.

El Ejemplo 13 describe otras modalidades de scFv que se han realizado, incluidas las modalidades para probar en
modelos animales y las modalidades reactivas para humanos. Estas incluyen las relacionadas con el nivel de proteina:
TER119-SIINFEKL, TER119-ChrA, y TER119-proinsulina. Estos también incluyen las relacionadas con el nivel genético:
TER1 19-SIINFEKL, TER119-ChrA, TER119-proinsulina, = TER119-uricasa, TER119-InsB9-23, TER119-
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ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 80), TER119-H-2kb, TER119-H-2kd, 10F7-SIINFEKL, 10F7-ChrA, 10F7-
proinsulina, y 10F7-uricasa.

Unién de los eritrocitos a sitios particulares, como la vasculatura tumoral

Ademas de aumentar la vida media de un farmaco, la capacidad de un terapéutico disefiado para unirse a los eritrocitos
es util para unir selectivamente y localizar los eritrocitos en un sitio particular del cuerpo. En el tratamiento de tumores
solidos, puede usarse la quimioembolizacion transarterial (TACE) para limitar el suministro de sangre al tumor, lo que
dificulta su acceso a los nutrientes necesarios para el crecimiento. El tratamiento con TACE implica la insercién quirirgica
de microparticulas sélidas poliméricas en el sentido del suministro de sangre al tumor. A medida que las microparticulas
alcanzan el lecho vascular del tumor, quedan atrapadas fisicamente en la red de vasos sanguineos, generando asi un
bloqueo para el suministro de sangre al tumor (Vogl, Naguib, y otros, 2009).

De acuerdo con el tema TACE, una modalidad en la presente descripcion es usar eritrocitos autélogos que circulan en la
sangre como microparticulas naturales para la embolizacién de los tumores mediante el disefio de un terapéutico de
migracioén al tumor para contener un péptido de unién a los eritrocitos. De esta manera, el terapéutico se localiza en el
lecho vascular del tumor y recluta a los eritrocitos que pasan para unirse al vaso, limitando y bloqueando asi el flujo
sanguineo a la masa tumoral. Tal tratamiento es menos invasivo que el TACE clasico: el farmaco simplemente se
inyectaria por via intravenosa y usaria los eritrocitos naturales ya presentes en la sangre como particula de embolizacion.
El término unién al tumor o migracion al tumor se refiere a un péptido que se une a un componente accesible desde el
compartimento sanguineo en la vasculatura tumoral o en las células tumorales.

El descubrimiento de terapéuticos especificos para la migracién al tumor se conoce en el campo de la investigacion del
cancer. El paradigma de la orientacién bioactiva de los tumores se basa en la uniéon a marcadores de proteinas expresados
especificamente en el entorno del tumor. Estos incluyen, pero no se limitan a: Integrinas dirigidas a RGD, aminopeptidasa-
Ay -N, endosialina, nucleolina de superficie celular, anexina-1 de superficie celular, receptor de p32/gClq de superficie
celular, plectina-1 de superficie celular, fibronectina EDA y EDB, receptor a de interleucina 11, tenascina-C,
endoglina/CD105, BST-2, galectina-1, VCAM-1, fibrina y receptor de factor tisular. (Fonsatti, Nicolay, y otros, 2010; Dienst,
Grunow, y otros, 2005; Ruoslahti, Bhatia, y otros, 2010; Thijssen, Postel, y otros, 2006; Schliemann, Roesli, y otros, 2010;
Brack, Silacci, y otros, 2006; Rybak, Roesli, y otros, 2007). Un terapéutico dirigido a cualquiera de estas moléculas puede
ser un vector para transportar un péptido de unién a los eritrocitos a la vasculatura tumoral para causar una oclusién
especifica.

Una modalidad es un primer ligando que se une especificamente a los eritrocitos conjugado con un segundo ligando que
se une especificamente a una célula cancerosa o la vasculatura tumoral o un componente de la vasculatura tumoral, como
una proteina en el subendotelio (que se expone parcialmente a la sangre en un tumor) o una proteina en la superficie de
una célula endotelial tumoral. El ligando puede ser parte de una composicion farmacéuticamente aceptable que se
introduce en un paciente, por ejemplo, en el torrente sanguineo. Los ligandos se unen a los eritrocitos y el ligando de
migracion al tumor se une a un sitio en o cerca del tumor o la vasculatura tumoral, o a una célula cancerosa. Los eritrocitos
se acumulan en el sitio diana y bloquean el acceso del sitio diana a los nutrientes, por ejemplo, embolizando un vaso
sanguineo. Dado que la embolizacion es mecanica, y se determina por el tamafio fisico del eritrocito, la embolizacion sera
repentina.

Los tumores solidos dependen en gran medida de su suministro vascular, y se han desarrollado terapéuticos
biomoleculares asi como también materiales terapéuticos para bloquear el crecimiento de su suministro vascular o para
bloquear el flujo a su suministro vascular. Una modalidad es una formulacion biomolecular, o una formulacién biomolecular
de nanoparticulas, que debe inyectarse sistémicamente para ocluir rapidamente la vasculatura de tumores sélidos, en el
tumor primario o en las metastasis en ubicaciones conocidas o desconocidas.

La embolizacién tumoral se ha abordado de varias maneras, incluido el uso de particulas y métodos biomoleculares. Las
particulas de biomaterial, incluidas las que se hacen de alcohol polivinilico, tienen un diametro mayor que la
microvasculatura tumoral, por ejemplo, 50-500 micrémetros de diametro, y se han desarrollado para su uso clinico en la
embolizacion arterial transcatéter o TACE (Maluccio, Covey, y otros, 2008). Un enfoque paralelo incluye
quimioterapéuticos cargados dentro de las particulas para la liberacion lenta en la quimioembolizaciéon transarterial
(TACE), usadas principalmente para el tratamiento del carcinoma hepatocelular (Gadaleta y Ranieri, 2010). En ambos
casos, cuando se inyectan las particulas en la circulacion arterial, generalmente por un radiélogo intervencionista bajo la
guia radiografica, estas particulas pueden fluir hacia la vasculatura tumoral y ocluirla, bloqueando el flujo (Maluccio, Covey,
y otros, 2008). Con estos enfoques locales, solo se trata el tumor que se dirige directamente mediante la colocacion del
catéter, y otros tumores, como las metastasis en lugares conocidos o desconocidos, no se tratan, ya que las particulas
no pueden dirigirse facilmente en los vasos. Mas recientemente, se han explorado enfoques biomoleculares, por ejemplo,
mediante el uso de anticuerpos biespecificos que reconocen tanto un factor de trombosis como un marcador endotelial
vascular tumoral que no esta presente en la vasculatura normal. Después de unirse especificamente a la vasculatura
tumoral, el anticuerpo se acumula e inicia la formacién de coagulos sanguineos dentro de los vasos tumorales para
bloquearlos; este efecto solo se indujo cuando el anticuerpo se dirigié al tumor (Huang, Molema, y otros, 1997). Estos
enfoques biomoleculares tienen el beneficio de dirigirse a tumores primarios y secundarios a partir de infusiones
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intravenosas si puede identificarse las tipologias vasculares tumorales especificas; sin embargo, tienen la desventaja de
no proporcionar una oclusién mecanica repentina al tumor.

Las modalidades de la invencion incluyen un método para embolizar un tumor en un paciente que comprende la
administracion de una composicién a un paciente que comprende un grupo de unién a los eritrocitos acoplado a un grupo
dirigido, en donde el grupo dirigido es un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o péptido que se dirige a una diana que se
elige del grupo que consiste en un tumor y una microvasculatura tumoral, y en donde el grupo de unién a los eritrocitos
comprende un péptido, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un aptamero que se une especificamente a los
eritrocitos. El péptido puede ser, por ejemplo, una secuencia como se establece en la presente descripcion.

Tolerancia inmunolodgica especifica al antigeno

Ademas de mejorar el comportamiento farmacocinético de un agente terapéutico, se ha descubierto que la afinidad
eritrocitaria puede usarse en métodos para generar tolerancia especifica al antigeno. Ciertas modalidades de trabajo y
proféticas se exponen en los Ejemplos. La tolerogénesis, como se demuestra en la presente descripcion, puede dar como
resultado la eliminacion de los anticuerpos circulantes contra un antigeno, o la reduccion de los anticuerpos circulantes
contra un antigeno por un factor de al menos 10, es decir, al menos 100, al menos 1000 o mas de 10 000. La tolerogénesis
puede prevenir, curar o retrasar la progresion de la enfermedad, reducir o eliminar el rechazo de un tejido trasplantado y
reducir o eliminar una reaccion alérgica a una sustancia.

Los Ejemplos 3 y 10-12 detallan como se generd la tolerancia en modelos animales de ratéon que predicen el
comportamiento humano. El Ejemplo 3 mostré la generacién de tolerancia mediante el uso de un antigeno de prueba
(ovoalbumina) conectado a un ligando peptidico que se une a una superficie de los eritrocitos. Los Ejemplos 10-12
corroboran los resultados del Ejemplo 3 y proporcionan ejemplos adicionales de trabajo que muestran la generacion de
tolerancia mediante el uso de ovoalbumina unida a un scFv y asparaginasa unida a un ligando peptidico. En el Ejemplo
12 se proporciona un ejemplo de trabajo que muestra la generacion de tolerancia que revierte el inmunorechazo
preexistente. Por consiguiente, las modalidades incluyen una molécula de fusién para la tolerogénesis que comprende
asparaginasa, un fragmento antigénico de asparaginasa, de un mimotopo antigénico de asparaginasa y un grupo de uniéon
a los eritrocitos, con el grupo de unioén a los eritrocitos que se une especificamente a, por ejemplo, glicoforina A o0 a una
diana que se elige del grupo que consiste en banda 3, glicoforina B, glicoforina C u otros miembros del grupo diana de los
eritrocitos. El grupo de union a los eritrocitos se elige del grupo que consiste en ERY19', ERY59', ERY64', ERY123/,
ERY141', y ERY162' y las sustituciones conservadoras de estos. Estas moléculas de fusion pueden aplicarse
profilacticamente antes de una primera administracion de asparaginasa, durante un ciclo de tratamiento con asparaginasa
y/o después de un ciclo de tratamiento con asparaginasa. Estas moléculas de fusion pueden aplicarse antes de que se
observe una respuesta inmunitaria al farmaco de asparaginasa, o después de que se observe dicha respuesta.

En el Ejemplo 3, se descubri6 un péptido que se une a los eritrocitos de ratén, ERY1. Se realizé una fusién molecular de
ERY1 con un antigeno de prueba, la ovoalbumina (OVA). La fusién se unié especificamente a los eritrocitos in vivo y no
se unio a otras moléculas, incluidas las de la sangre o la vasculatura. Se observé una vida media circulante prolongada.
Se observo que la union de ERY1-OVA a los eritrocitos conduce a una presentacion cruzada eficaz del epitopo
inmunodominante MHC | de OVA (SIINFEKL) por las células presentadoras de antigeno (APC) y el cebado cruzado
correspondiente de células T reactivas. ERY1-OVA indujo niumeros mucho mas altos de células T CD8* OT-I proliferantes
de anexina-V* que OVA, lo que sugiere un destino apoptético que eventualmente conduciria a la eliminacion clonal.
Mediante el uso de un modelo de tolerancia a la estimulacion establecido de OT-I (Liu, lyoda, y otros, 2002) (Figura 2), se
demostré que ERY1-OVA previene las respuestas inmunitarias posteriores a la estimulacion con el antigeno mediado por
la vacuna, incluso con un adyuvante derivado de bacterias muy fuerte. La administracion intravenosa de ERY1-OVA
resulté en reducciones profundas en las poblaciones de células T CD8" OT-I en los ganglios linfaticos de drenaje (Figura
2; especificamente en la Figura 2b) y el bazo en comparacion con los ratones administrados con OVA no modificado antes
de la estimulaciéon con el antigeno con LPS (Figura 2c), lo que demuestra tolerancia a la eliminacion. Esta eficaz
eliminacion clonal exhibida en los ratones administrados con ERY1-OVA apoy6 las observaciones anteriores del cebado
cruzado mejorado de las células T CD8* OT-l y ademas mostré que el cebado cruzado se produjo en ausencia de la
presentacion de APC de las moléculas coestimuladoras para conducir a la tolerancia a la eliminacién. Las
administraciones intravenosas de ERY1-OVA causaron niveles de IgG sérica especifica a OVA 39,8 veces mas bajos a
los 19 dias después de la primera administracion del antigeno (Figura 3) en comparacion con los ratones tratados con
OVA. Para validar aun mas la induccién de la tolerancia inmunitaria especifica al antigeno, el modelo de tolerancia a la
estimulacion de OT-I se combiné con un modelo de injerto tumoral que expresa OVA (Figura 2), con resultados favorables.
Los resultados detallados en este ejemplo demuestran que la unién a los eritrocitos por ERY1-OVA induce tolerancia
inmunitaria especifica al antigeno. Esto se mostré en respuesta a una fuerte estimulacion con el adyuvante, asi como
también a injertos celulares implantados que expresan un xenoantigeno. Ademas, la tolerancia se logro mediante la
inactivacion funcional y la eliminacion de las células T CD8* reactivas a través de la interaccion con el antigeno presente
en los eritrocitos circulantes, independiente de la regulacion de las células T CD4* directas. Estos experimentos detallados
con ERY1, un péptido de unién a los eritrocitos de ratén, predicen resultados similares en humanos que usan péptidos de
unién a los eritrocitos humanos, varios de los cuales se ensefian en la presente descripcion. Ademas, habiendo
demostrado que los ligandos peptidicos son efectivos, pueden obtenerse resultados similares mediante el uso de
conjugados con otros ligandos de union a los eritrocitos, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o aptameros,
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con estos grupos que se unen a una molécula de la superficie de un eritrocito, por ejemplo, una de las proteinas o
antigenos de la superficie establecidos en la presente descripcion.

El Ejemplo 10 demostré ademas la generacién de tolerancia a un antigeno tolerogénico mediante la fusiéon del antigeno
tolerogénico a un scFv que se une a un eritrocito y por la preparacion de la molécula de fusién como un medicamento
para la administracién a un paciente. El Ejemplo 10 demuestra la induccion de tolerancia al dominio inmunodominante
MHC-I de OVA, que es el péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Este antigeno se fusion6 con el scFv TER-119, que se sabe
que se une a los eritrocitos de raton. La proliferacion de células T CD8* OT-l, determinada por dilucién de CFSE
fluorescente medido por citometria de flujo, aumenté notablemente en ratones a los que se administré TER119-SIINFEKL
en comparacion con ERY1-OVA u OVA (Figura 8), lo que demuestra que la unién a los eritrocitos aumento el cebado
cruzado de las células T CD8" especificas al antigeno en comparacion con el antigeno soluble SIINFEKL. Ademas, estos
datos demuestran que los fragmentos de anticuerpos disefiados para unirse a los eritrocitos y mostrar epitopos
inmunitarios se procesan eficientemente por las células inmunitarias para el cebado cruzado a las células T especificas
al antigeno. Estos resultados en la presentacion cruzada y el cebado cruzado son consistentes con otros estudios
relacionados con la presentacion del antigeno tolerogénico en MHC | por APC que envuelven el antigeno a partir de las
células apoptoticas (Albert 1998, Green 2009). TER119-SIINFEKL y ERY1-OVA indujeron nimeros mucho mas altos de
células T CD8" OT-l proliferantes de PD-1* y anexina-V* que OVA (Figura 13), lo que indica un destino agotado y
apoptoético que conduce a la eliminacion clonal. Este fenotipo de células T CD8* proliferantes es consistente con otros
modelos reportados de transferencia adoptiva de OT-I, en los cuales la interacciéon regulada del receptor de célula T
especifica al antigeno por APC no puede inducir respuestas inflamatorias (Bursch, Rich, y otros, 2009).

Con referencia al Ejemplo 10, se demostro la capacidad de TER119-SIINFEKL y ERY1-OVA para prevenir las respuestas
inmunitarias posteriores a una estimulacion con el antigeno mediado por vacuna, incluso cuando se estimula con un
adyuvante derivado de bacterias muy fuerte. Las moléculas de fusién con un scFv o un ligando peptidico para unirse a un
eritrocito fueron, por lo tanto, eficaces para producir tolerancia.

El Ejemplo 11 muestra que es posible inducir tolerancia inmunitaria especifica al antigeno hacia proteinas terapéuticas y
proteinas con potencial terapéutico. Muchas proteinas terapéuticas inducen reacciones inmunitarias, haciendo que su uso
clinico sea peligroso o ineficaz. La asparaginasa es una enzima terapéutica derivada de microbios que se usa para tratar
la leucemia linfoblastica aguda, pero también induce respuestas inmunitarias peligrosas que evitan su uso repetido. Se
us6 un modelo de ratén. Se administro a los ratones una molécula de fusion de asparaginasa y un grupo de unién a los
eritrocitos (el péptido ERY1) y se comparo con los ratones tratados con el farmaco clinico de asparaginasa. El farmaco
de asparaginasa produjo anticuerpos pero la molécula de fusion no; esta prueba establecié que los niveles de anticuerpos
podrian usarse como una medida de tolerancia. Luego se comprobd la tolerancia mediante la administracion de la
molécula de fusion a los ratones, seguida de la administracion repetida del farmaco clinico de asparaginasa, y se observo
que no habia una respuesta potente de anticuerpos, incluso después de una estimulacion muy agresiva mediante la
administracion repetida del farmaco. En contraste, los ratones que recibieron el farmaco pero no la molécula de fusién se
volvieron inmunorreactivos y peligrosamente hipersensibles.

El Ejemplo 12 muestra que es posible la reversion inmunitaria. Los ratones que eran inmunorreactivos a una proteina se
trataron para volverse tolerantes de la proteina. Se us6 el modelo de ratdn de asparaginasa del Ejemplo 11. Los ratones
que eran inmunorreactivos al farmaco de asparaginasa se trataron con la molécula de fusion (aglutinante de asparaginasa
y eritrocitos) y se hicieron tolerantes al farmaco de asparaginasa.

En contraste, los informes anteriores ensefian que el inmunorechazo se genera al unir un antigeno a la superficie de un
eritrocito para producir una vacuna, y otros informes han usado antigenos encapsulados dentro de los eritrocitos para
generar vacunas. Por ejemplo, cuando el antigeno se encapsula dentro de un eritrocito, se hace una vacuna (Murray y
otros, Vaccine 24: 6129-6139 (2006)). O los antigenos conjugados a la superficie del eritrocito fueron inmunogénicos y se
propusieron como vacunas (Chiarantini y otros, Vaccine 15 (3): 276-280 (1997)). Estas referencias muestran que el
suministro de eritrocitos se aproxima a una respuesta inmunitaria tan buena como las obtenidas con vacunas normales
con adyuvantes. Otros han informado que la colocacion dentro de un eritrocito es necesaria para inducir tolerancia, tal
como en la solicitud de patente WO 2011/051346, que también ensefia varios medios para alterar la superficie de los
eritrocitos para mejorar la eliminacion de las células de Kupffer en el higado. Esta misma solicitud también ensefia la uniéon
de los anticuerpos a las proteinas de la superficie de los eritrocitos como la glicoforina A, pero con el propésito de hacer
complejos inmunitarios en el eritrocito para mejorar su eliminacion por las células de Kupffer.

Las modalidades expuestas en la presente descripcién proporcionan una composicién para producir inmunotolerancia, la
composicion comprende una fusién molecular que comprende un antigeno tolerogénico y un grupo de unién a los
eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito en el paciente y de ese modo une el antigeno al eritrocito, en donde
la fusiéon molecular se administra en una cantidad efectiva para producir inmunotolerancia a una sustancia que comprende
el antigeno tolerogénico. El eritrocito y el paciente pueden estar libres de tratamientos que causen otras alteraciones en
los eritrocitos, y sin reticulacion de los eritrocitos, conjugaciones quimicas covalentes, recubrimientos y otras alteraciones
que no sean la union especifica del péptido. La fusion molecular puede comprender, o consistir en, el grupo de union a
los eritrocitos covalentemente unido de manera directa al antigeno. La fusion molecular puede comprender el grupo de
union a los eritrocitos unido a una particula que se une al antigeno. La particula puede comprender una microparticula,
una nanoparticula, un liposoma, un polimerosoma o una micela. El antigeno tolerogénico puede comprender una parte
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de una proteina terapéutica, por ejemplo, un factor sanguineo administrado a un paciente que padece una falta de
produccion del factor. Las modalidades incluyen los casos en donde: el paciente es un ser humano y el antigeno
tolerogénico es una proteina humana de la cual el paciente es genéticamente deficiente; en donde el paciente es un ser
humano y el antigeno tolerogénico comprende una parte de una proteina no humana; en donde el paciente es un ser
humano y el antigeno tolerogénico comprende una parte de una proteina terapéutica disefiada que no se encuentra de
forma natural en un ser humano; en donde el paciente es un ser humano y el antigeno tolerogénico comprende una parte
de una proteina que comprende glicosilacion no humana; en donde el antigeno tolerogénico comprende una parte de una
proteina humana de enfermedad autoinmunitaria; en donde el antigeno tolerogénico es un antigeno en el trasplante de
aloinjerto; en donde el antigeno tolerogénico comprende una parte de una sustancia que se elige del grupo que consiste
en alimento humano; y/o en donde el grupo de union a los eritrocitos se elige del grupo que consiste en un péptido, un
anticuerpo y un fragmento de anticuerpo. Las modalidades incluyen materiales y composiciones de induccion de la
tolerancia en donde el grupo de unién a los eritrocitos comprende un péptido que comprende al menos 5 residuos de
aminoacidos consecutivos de una secuencia que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras de estas, en donde dicha
secuencia se une especificamente a un eritrocito.

La fusion molecular puede elegirse para colocar el antigeno en el interior o el exterior del eritrocito. Sin vincularse a un
mecanismo de accion particular, se presenta la siguiente teoria. En el hombre, aproximadamente el 1 % de los eritrocitos
se vuelven apoptoticos (eriptéticos) y se eliminan cada dia, una gran cantidad de células, y sus proteinas se procesan de
manera que se mantenga la tolerancia a los autoantigenos de los eritrocitos. Un antigeno disefiado para unirse a los
eritrocitos mediante el uso del péptido ERY1 o un péptido de unién a los eritrocitos humanos, un anticuerpo o anticuerpo
de cadena sencilla de unidn a los eritrocitos, un aptamero de unién a los eritrocitos u otro agente de union a los eritrocitos
también puede provocar la misma respuesta tolerogénica. Dado que el método de ultima generacion desarrollado por
Miller y sus colegas (ver arriba) es engorroso, ya que requiere la recoleccion y la reaccion de los esplenocitos de los
donantes para su nueva administracion, nuestro método de unién no covalente a los eritrocitos proporciona una alternativa
mas simple. A medida que la interaccién eritrocito-ERY1 o eritrocito-péptido de unién a los eritrocitos humanos u otra
biomolécula de afinidad (por ejemplo, anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo o aptamero) se produce
espontaneamente después de la introduccion del antigeno conjugado o fusion in vivo, el antigeno disefiado simplemente
se administra mediante inyeccion, y la union se produce in situ.

En algunos casos, el antigeno tolerogénico se deriva de una proteina del agente terapéutico a la que se desea tolerancia.
Los ejemplos son los farmacos proteicos en su tipo salvaje, por ejemplo, el factor VIl o el factor IX humanos, a los cuales
los pacientes no establecieron tolerancia central porque eran deficientes en esas proteinas; o los farmacos proteicos no
humanos, usados en seres humanos. Otros ejemplos son los farmacos proteicos que se glicosilan en formas no humanas
debido a la produccion, o los farmacos proteicos disefiados, por ejemplo, que tienen secuencias no nativas que pueden
provocar una respuesta inmunitaria no deseada. Los ejemplos de los antigenos tolerogénicos que son proteinas
terapéuticas disefiadas que no se encuentran de forma natural en humanos incluyen proteinas humanas con mutaciones
disefiadas, por ejemplo, mutaciones para mejorar las caracteristicas farmacoldgicas. Los ejemplos de los antigenos
tolerogénicos que comprenden glicosilacién no humana incluyen proteinas producidas en células de levadura o insecto.

Las modalidades incluyen la administracion de una proteina en alguna frecuencia X o dosis Y y también la administracion
de un antigeno de esa proteina en una frecuencia y/o dosis menor, por ejemplo, una frecuencia que no sea mayor que
0,2X o una dosis que no sea mayor que 0,2Y; los expertos apreciaran de inmediato que se contemplan todos los intervalos
y los valores dentro de los intervalos explicitamente establecidos, por ejemplo, 0,01 0 0,05 X o algun intervalo entre ellos.

Las modalidades incluyen la eleccién del antigeno tolerogénico a partir de las proteinas que se administran a humanos
que son deficientes en la proteina. Deficiente significa que el paciente que recibe la proteina no produce de forma natural
suficiente proteina. Ademas, las proteinas pueden ser proteinas para las cuales un paciente es genéticamente deficiente.
Dichas proteinas incluyen, por ejemplo, antitrombina-Ill, proteina C, factor VI, factor IX, hormona del crecimiento,
somatotropina, insulina, acetato de pramlintida, mecasermina (IGF-1), B-glucocerebrosidasa, alglucosidasa-a, laronidasa
(aL-iduronidasa), idursulfasa (iduronato-2-sulfatasa), galsulfasa, agalsidasa-f (a-galactosidasa), inhibidor de la proteinasa
a-1y albumina. Por consiguiente, las modalidades incluyen una molécula de fusién para la tolerogénesis que comprende
un grupo de union a los eritrocitos y al menos un antigeno, con el grupo de unién a los eritrocitos que se une
especificamente a, por ejemplo, glicoforina A o a una diana que se elige del grupo que consiste en banda 3, glicoforina B,
glicoforina C u otros miembros del grupo diana de los eritrocitos. El grupo de union a los eritrocitos se elige del grupo que
consiste en ligandos peptidicos que se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, y SEQ ID NO: 17.

Las modalidades incluyen la eleccion del antigeno tolerogénico a partir de anticuerpos terapéuticos y moléculas similares
a anticuerpos, incluidos fragmentos de anticuerpos y proteinas de fusidon con anticuerpos y fragmentos de anticuerpos.
Estos incluyen anticuerpos no humanos (como el raton), anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Se han
observado respuestas inmunitarias incluso a anticuerpos humanizados en humanos (Getts, 2010). Por consiguiente, las
modalidades incluyen una molécula de fusién para la tolerogénesis que comprende un grupo de union a los eritrocitos y
un antigeno, con el grupo de union a los eritrocitos que se une especificamente a, por ejemplo, glicoforina A o a una diana
que se elige del grupo que consiste en banda 3, glicoforina B, glicoforina C u otros miembros del grupo diana de los
eritrocitos. El grupo de union a los eritrocitos se elige del grupo que consiste en ligandos peptidicos que se seleccionan
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del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, y SEQ ID
NO: 17.

Las modalidades incluyen la eleccion del antigeno tolerogénico a partir de proteinas que no son humanas. Los ejemplos
de tales proteinas incluyen adenosina desaminasa, lipasa pancreatica, amilasa pancreatica, lactasa, toxina botulinica tipo
A, toxina botulinica tipo B, colagenasa, hialuronidasa, papaina, L-asparaginasa, rasburicasa, lepirudina, estreptoquinasa,
anistreplasa (complejo activador plasmindgeno estreptoquinasa acilado), globulina antitimocitica, Fab inmunitario
polivalente de crotalidae, Fab de suero inmunitario de digoxina, L-arginasa y L-metionasa.

Las modalidades incluyen la eleccion del antigeno tolerogénico a partir de los antigenos de trasplante de aloinjerto
humano. Los ejemplos de estos antigenos son las subunidades de las diversas proteinas de haplotipo MHC clase | y MHC
clase I, y polimorfismos de aminoacidos Unicos en antigenos menores de los grupos sanguineos, incluidos RhCE, Kell,
Kidd, Duffy y Ss.

En algunos casos, el antigeno tolerogénico es un antigeno propio contra el cual un paciente ha desarrollado una respuesta
autoinmunitaria o puede desarrollar una respuesta autoinmunitaria. Los ejemplos son proinsulina (diabetes), colagenos
(artritis reumatoide), proteina basica de mielina (esclerosis multiple).

Por ejemplo, la diabetes mellitus tipo 1 (T1D) es una enfermedad autoinmunitaria en la cual las células T que reconocen
las proteinas de los islotes se liberan de la regulacion inmunitaria y le indican al sistema inmunitario que destruya el tejido
pancreatico. Se han descubierto numerosos antigenos proteicos que son dianas de tales células T diabetogénicas,
incluidas insulina, GAD65, cromogranina A, entre otros. En el tratamiento o prevencion de la T1D, seria util inducir
tolerancia inmunitaria especifica al antigeno hacia los antigenos diabetégenos definidos para inactivar funcionalmente o
eliminar los clones de células T diabetogénicas. El Ejemplo 14 detalla como una molécula de fusién que presenta el
mimotopo de cromogranina-A (ChrA) como un antigeno tolerogénico generd con éxito tolerancia a ChrA, basado en los
datos de células T que se establecieron como predictivos en los otros Ejemplos. Por consiguiente, las modalidades
incluyen una molécula de fusion para la tolerogénesis que comprende cromogranina-A, un antigeno o parte antigénica de
esta, o un mimotopo de esta con un grupo de unién a los eritrocitos, con el grupo de unién a los eritrocitos que se une
especificamente a, por ejemplo, glicoforina A o a una diana que se elige del grupo que consiste en banda 3, glicoforina B,
glicoforina C u otros miembros del grupo diana de los eritrocitos. El grupo de unién a los eritrocitos puede elegirse, por
ejemplo, del grupo que consiste en ERY19', ERY59', ERY64', ERY123', ERY141', ERY162' y las sustituciones
conservadoras de estos.

En consecuencia, puede lograrse tolerancia y/o retraso del inicio o la progresion de las enfermedades autoinmunitarias
para varias de las muchas proteinas que son proteinas autoinmunitarias humanas, un término que se refiere a varias
enfermedades autoinmunitarias en donde la proteina o proteinas que causan la enfermedad se conocen o pueden
establecerse por pruebas de rutina.

Las modalidades incluyen probar a un paciente para identificar una proteina autoinmunitaria y generar un antigeno para
usar en una fusion molecular y generar inmunotolerancia a la proteina. Las modalidades incluyen un antigeno, o la
eleccion de un antigeno de una o mas de las siguientes proteinas. En la diabetes mellitus tipo 1, se han identificado varios
antigenos principales: insulina, proinsulina, preproinsulina, acido glutamico descarboxilasa-65 (GAD-65), GAD-67,
proteina 2 asociada a insulinoma (lIA-2) y proteina 2@ asociada a insulinoma (IA-2B); otros antigenos incluyen ICA69,
ICA12 (SOX-13), carboxipeptidasa H, Imogen 38, GLIMA 38, cromogranina-A, HSP-60, carboxipeptidasa E, periferina,
transportador de glucosa 2, proteina asociada a pancreatitis/hepatocarcinoma-intestino-pancreas, S100p, proteina acida
fibrilar glial, gen regenerador II, homeobox duodenal pancreatico 1, quinasa de la distrofia miotonica, proteina relacionada
con la subunidad catalitica de la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes y receptores 1-5 acoplados a la proteina G
SST. En las enfermedades autoinmunitarias de la tiroides, incluidas la tiroiditis de Hashimoto y la enfermedad de Graves,
los antigenos principales incluyen tiroglobulina (TG), peroxidasa tiroidea (TPO) y receptor de tirotropina (TSHR); otros
antigenos incluyen simportador yodo-sodio (NIS) y megalina. En la dermopatia y la oftalmopatia asociadas a la tiroides,
ademas de los autoantigenos tiroideos, incluido TSHR, un antigeno es el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo
1. En el hipoparatiroidismo, un antigeno principal es el receptor sensible al calcio. En la enfermedad de Addison, los
antigenos principales incluyen 21-hidroxilasa, 17a-hidroxilasa y la enzima de escision de la cadena lateral P450 (P450scc);
otros antigenos incluyen el receptor de ACTH, P450c21 y P450c17. En la insuficiencia ovarica prematura, los antigenos
principales incluyen el receptor de FSH y la a-enolasa. En la hipofisitis autoinmunitaria, o enfermedad autoinmunitaria
hipofisaria, los antigenos principales incluyen el factor de proteina especifica de la glandula pituitaria (PGSF) 1a y 2; otro
antigeno es la yodotironina deiodinasa tipo 2. En la esclerosis multiple, los antigenos principales incluyen la proteina
basica de la mielina, la glucoproteina oligodendrocitica de la mielina y la proteina proteolipida. En la artritis reumatoide,
un antigeno principal es el colageno Il. En la inmunogastritis, un antigeno principal es H*, K*-ATPasa. En la anemia
perniciosa, un antigeno principal es el factor intrinseco. En la enfermedad celiaca, los antigenos principales son la gliadina
y la transglutaminasa tisular. En el vitiligo, un antigeno principal es la tirosinasa y las proteinas 1 y 2 relacionadas con la
tirosinasa. En la miastenia gravis, un antigeno principal es el receptor de acetilcolina. En el pénfigo vulgar y sus variantes,
los antigenos principales son la desmogleina 3, 1 y 4; otros antigenos incluyen penfaxina, desmocolinas, placoglobina,
perplaquina, desmoplaquinas y receptor de acetilcolina. En el penfigoide ampolloso, los antigenos principales incluyen
BP180 y BP230; otros antigenos incluyen plectina y laminina 5. En la dermatitis herpetiforme de Duhring, los antigenos
principales incluyen endomisio y transglutaminasa tisular. En la epidermoélisis ampollosa adquirida, un antigeno principal
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es el colageno VII. En la esclerosis sistémica, los antigenos principales incluyen la metaloproteinasa de la matriz 1y 3, la
chaperona molecular especifica de colageno proteina de choque térmico 47, fibrilina-1 y receptor de PDGF; otros
antigenos incluyen Scl-70, U1 RNP, Th/To, Ku, Jol, NAG-2, proteinas centrébmeras, topoisomerasa |, proteinas
nucleolares, ARN polimerasa |, Il y lll, PM-Slc, fibrilarina y B23. En la enfermedad mixta del tejido conectivo, un antigeno
principal es U1snRNP. En el sindrome de Sjogren, los antigenos principales son los antigenos nucleares SS-A y SS-B;
otros antigenos incluyen fodrina, poli(ADP-ribosa) polimerasa y topoisomerasa. En el lupus eritematoso sistémico, los
antigenos principales incluyen proteinas nucleares que incluyen SS-A, grupo 1 de alta movilidad (HMGB1), nucleosomas,
proteinas histonas y ADN bicatenario. En el sindrome de Goodpasture, los antigenos principales incluyen proteinas de la
membrana basal glomerular, incluido el colageno IV. En la cardiopatia reumatica, un antigeno principal es la miosina
cardiaca. Otros autoantigenos revelados en el sindrome poliglandular autoinmunitario tipo 1 incluyen L-aminoacidos
aromaticos descarboxilasa, histidina descarboxilasa, acido cistein sulfinico descarboxilasa, triptéfano hidroxilasa, tirosina
hidroxilasa, fenilalanina hidroxilasa, citocromos P450 hepaticos P4501A2 y 2A6, SOX-9, SOX- 10, receptor sensible al
calcio, y los interferones tipo 1 interferén alfa, beta y omega. El Ejemplo 15 proporciona una guia detallada para la
tolerogénesis a dichas proteinas, y describe especificamente un proceso con la insulina como ejemplo.

En algunos casos, el antigeno tolerogénico es un antigeno extrafio contra el cual un paciente ha desarrollado una
respuesta inmunitaria no deseada. Los ejemplos son los antigenos alimentarios. Las modalidades incluyen probar a un
paciente para identificar el antigeno extrafio y generar una fusion molecular que comprenda el antigeno y tratar al paciente
para que desarrolle la inmunotolerancia al antigeno o al alimento. Se proporcionan ejemplos de tales alimentos y/o
antigenos. Los ejemplos son del mani: conarachina (Ara h 1), alérgeno Il (Ara h 2), aglutinina de arachis, conglutina (Ara
h 6); de la manzana: proteina homdloga de resistencia a enfermedades/alérgeno principal 31 kda (Mal d 2), proteina de
transferencia de lipidos (Mal d 3), alérgeno principal Mal d 1,03D (Mal d 1); de la leche: a-lactalbumina (ALA),
lactotransferrina; del kiwi: actinidina (Act ¢ 1, Act d 1), fitocistatina, proteina similar a la taumatina (Act d 2), kiwelina (Act
d 5); de la mostaza: albumina 2S (Sin a 1), globulina 11 S (Sin a 2), proteina de transferencia de lipidos (Sin a 3), profilina
(Sin a 4); del apio: profilina (Api g 4), glucoproteina de alto peso molecular (Api g 5); del camardén: alérgeno Pen a 1 (Pen
a 1), alérgeno Pen m 2 (Pen m 2), isoforma rapida de tropomiosina; del trigo y/u otros cereales: glutenina de alto peso
molecular, glutenina de bajo peso molecular, alfa- y gamma-gliadina, hordeina, secalina, avenina; de la fresa: alérgeno
principal de la fresa Fra a 1-E (Fra a 1), del platano: profilina (Mus xp 1).

Muchos farmacos proteicos que se usan en medicina humanay veterinaria inducen respuestas inmunitarias, lo que genera
riesgos para el paciente y limita la eficacia del farmaco. Esto puede ocurrir con proteinas humanas que se han disefiado,
con proteinas humanas usadas en pacientes con deficiencias congénitas en la produccion de esa proteina, y con proteinas
no humanas. Seria ventajoso inducir tolerancia en un receptor a estos farmacos proteicos antes de la administracion
inicial, y seria ventajoso inducir tolerancia en un receptor a estos farmacos proteicos después de la administracion inicial
y el desarrollo de la respuesta inmunitaria. En pacientes con autoinmunidad, se conocen los autoantigenos a los que se
desarrolla la autoinmunidad. En estos casos, seria ventajoso inducir tolerancia en los sujetos en riesgo antes del desarrollo
de la autoinmunidad, y seria ventajoso inducir tolerancia en los sujetos en el momento o después del desarrollo de
indicadores biomoleculares de autoinmunidad incipiente. Por ejemplo, en la diabetes mellitus tipo 1, los indicadores
inmunolégicos de autoinmunidad estan presentes antes de la destruccion generalizada de las células beta en el pancreas
y el inicio de la enfermedad clinica implicada en la homeostasis de la glucosa. Seria ventajoso inducir tolerancia en un
sujeto después de la deteccion de estos indicadores inmunolégicos antes del inicio de la enfermedad clinica.

Un trabajo reciente dirigido por Miller y sus colegas ha demostrado que la conjugacion covalente de un antigeno con
esplenocitos alogénicos ex vivo genera tolerancia inmunitaria especifica al antigeno cuando se administra por via
intravenosa en ratones (Godsel, Wang, y otros, 2001; Luo, Pothoven, y otros, 2008). El proceso involucra la recoleccion
de células esplénicas presentadoras de antigeno del donante y hacerlas reaccionar quimicamente en un esquema de
reaccion de reticulaciéon de acido amina-carboxilico. La técnica ha demostrado ser efectiva para inducir tolerancia
especifica al antigeno para modelos de esclerosis multiple en ratones (Godsel, Wang, y otros, 2001), diabetes tipo 1 de
nueva aparicion (Fife, Guleria, y otros, 2006) y trasplantes de islotes alogénicos (Luo, Pothoven, y otros, 2008). Aunque
se desconoce el mecanismo exacto responsable de la respuesta tolerogénica, se propone que un requisito importante
implica la presentacion del antigeno sin la expresion de las moléculas coestimuladoras en las células acopladas al
antigeno apoptético (Miller, Turley, y otros, 2007). También se ha contemplado encapsular antigenos dentro de los
eritrocitos fantasmas, procesar los eritrocitos ex vivo y reinyectarlos, como en el documento WO2011/051346.

Administracion

Muchas modalidades de la invencidon expuestas en la presente descripcién describen las composiciones que pueden
administrarse a un paciente humano u otro animal. Las modalidades de la invencion incluyen, por ejemplo, fusiones
moleculares, proteinas de fusion, ligandos peptidicos, anticuerpos, scFv, que reconocen los antigenos en los eritrocitos o
los tumores o la vasculatura tumoral, asi como también las combinaciones de estos. Estas composiciones pueden
prepararse como composiciones farmacéuticamente aceptables y con portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables adecuados.

Las composiciones que se unen a los eritrocitos pueden hacerlo con especificidad. Esta especificidad proporciona la unién

in vivo de las composiciones con los eritrocitos, asi como también los procesos ex vivo alternativos. Por consiguiente, las
composiciones pueden inyectarse directamente en una vasculatura del paciente. Una alternativa es la inyeccion en un
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tejido, por ejemplo, muscular, dérmico o subcutaneo, para el contacto y la absorciéon posterior de los eritrocitos. Una
modalidad de la invencién es una composicién para inducir la tolerogénesis en un paciente que comprende la
administracion de un antigeno tolerizante al paciente en asociacién con un grupo de union a los eritrocitos para unir de
ese modo el antigeno a un eritrocito in vivo; la union in vivo puede realizarse sin el procesamiento ex vivo de los eritrocitos.
Este proceso puede realizarse en donde el eritrocito no esta hecho para ser apoptético como resultado del proceso. Este
proceso puede realizarse de modo que esté libre (no implique) de exponer los eritrocitos a uno o mas de: un agente de
reticulacion; un agente de reticulacion que reticula moléculas de la superficie de un eritrocito; un agente de reticulacion
que comprende al menos dos grupos funcionales; un agente de reticulacion que forma una unién covalente con un
eritrocito; grupos funcionales que forman un enlace covalente con un eritrocito; y un antigeno y/o sustancia antigénica que
se une covalentemente al eritrocito. El proceso puede realizarse de manera que los eritrocitos y/o los antigenos estén
libres de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) (EDC; también EDAC o EDCI) y también pueden estar libres de
cualquier reaccion con una carbodiimida. Este proceso puede realizarse con eritrocitos autélogos y puede estar libre de
eritrocitos alogénicos.

Pueden usarse portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables para administrar las modalidades como se
describe en la presente descripcion. El excipiente se refiere a una sustancia inerte usada como diluyente o vehiculo para
un agente terapéutico. Los portadores farmacéuticamente aceptables se usan, en general, con un compuesto para hacer
que el compuesto sea Util para una terapia o como un producto. En general, para cualquier sustancia, un portador
farmacéuticamente aceptable es un material que se combina con la sustancia para la administracién a un animal. Los
portadores farmacéuticos convencionales, acuosos, polvos o bases aceitosas, espesantes y similares pueden ser
necesarios o convenientes. En algunos casos, el portador es esencial para la administracion, por ejemplo, para solubilizar
un compuesto insoluble para la administracion liquida; un amortiguador para el control del pH de la sustancia para
preservar su actividad; o un diluyente para evitar la pérdida de la sustancia en el recipiente de almacenamiento. Sin
embargo, en otros casos, el portador es por conveniencia, por ejemplo, un liquido para una administracion mas
conveniente. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en la presente descripcion pueden
sintetizarse de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, las composiciones
farmacéuticamente aceptables se purifican altamente para estar libres de contaminantes, son biocompatibles y no téxicas,
son adecuadas para la administracion a un paciente. En el caso del agua como portador, el agua se purifica altamente y
se procesa para estar libre de contaminantes, por ejemplo, endotoxinas.

Los compuestos descritos en la presente descripcion deben administrarse tipicamente mezclados con diluyentes,
excipientes, extendedores o portadores farmacéuticos adecuados (denominados en la presente descripcion como
portador farmacéuticamente aceptable, o un portador) que se seleccionan adecuadamente con respecto a la forma de
administracion prevista y como consistentes con las practicas farmacéuticas convencionales. Por lo tanto, el compuesto
suministrable puede prepararse en una forma adecuada para la inyeccion oral, rectal, tdpica, intravenosa, la inyeccion
intraarticular o la administracion parenteral. Los portadores incluyen sélidos o liquidos, y el tipo de portador se elige en
funcién del tipo de administracion que se usa. Los aglutinantes, lubricantes, agentes desintegrantes, agentes colorantes,
agentes saborizantes, agentes inductores de flujo y agentes fundentes adecuados pueden incluirse como portadores, por
ejemplo, para pildoras. Por ejemplo, un componente activo puede combinarse con un portador inerte oral, no toxico,
farmacéuticamente aceptable, tal como lactosa, gelatina, agar, almidén, sacarosa, glucosa, metil celulosa, estearato de
magnesio, fosfato dicalcico, sulfato calcico, manitol, sorbitol y similares. Los compuestos pueden administrarse de modo
oral en formas de dosificacion solida, tales como capsulas, comprimidos y polvos, o en formas de dosificacion liquidas,
como elixires, jarabes y suspensiones. Los compuestos activos también pueden administrarse por via parental, en formas
de dosificacion liquidas estériles. También pueden usarse amortiguadores para lograr un pH fisioldgico u osmolaridad.

Ejemplos
Ejemplo 1: Caracterizacion de la diana molecular de union a los eritrocitos de raton

Resultado: Para buscar una diana molecular para el péptido ERY1, se emplearon técnicas de reduccién de afinidad
mediante el uso de un péptido soluble biotinilado; este método reveld la glicoforina-A (GYPA) como el ligando de ERY1
en la membrana de los eritrocitos. Cuando se incubaron los eritrocitos completos con el péptido ERY1 funcionalizado con
biotina y un reticulante fotoactivable, se conjugd una Unica proteina de 28 kDa con el complejo péptido-biotina, segun lo
detectado por una electrotransferencia con estreptavidina. El lisado de reaccion se lavé exhaustivamente y se purificd
mediante el uso de perlas magnéticas con estreptavidina para asegurar que no quedaran proteinas sin marcar del lisado
de eritrocitos. Como se esperaba, el péptido no compatible no pudo conjugarse con ninguna proteina eritrocitaria. El
péptido no compatible, PLLTVGMDLWPW (SEQ ID NO: 2), se disefid para contener los mismos residuos de aminoacidos
que ERY1, y para que coincida con su topografia de hidrofobicidad. La evidencia del tamafio aparente de la proteina que
interactia sugirid6 varias proteinas de membrana de un solo paso, mas pequefias como ligandos probables,
concretamente, las glicoforinas. La electrotransferencia anti-GYPA de las mismas muestras purificadas de la reaccion de
reticulacién confirmé que la proteina biotinilada candidata fue GYPA.

La colocalizacion del fago ERY1 con GYPA se analiz6 mediante microscopia confocal de alta resolucion. GYPA se
expresa y presenta de forma natural como parte de un complejo que se compone por varias proteinas de membrana y
citoesqueléticas (Mohandas y Gallagher, 2008). Esto es visualmente evidente en la tincion de GYPA, por lo que se observé
un marcaje no uniforme en la periferia ecuatorial de la célula. El marcaje con el fago ERY1 produjo topografias de tincion
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extremadamente similares. Un alto coeficiente de solapamiento de 0,97 en el analisis de colocalizacién corrobor6 la
conclusién de que el fago ERY1 y el anti-GYPA se unen a la misma proteina. La agrupacion de GYPA también se observo
en eritrocitos marcados con fago de biblioteca, sin embargo, no hubo unién de fagos, por lo que no fue evidente la
colocalizacion.

Método: El péptido ERY1 (HoN-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONHy) (SEQ ID NO: 19) y el péptido no compatible (HoN-
PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH.) (SEQ ID NO: 20) se sintetizaron mediante el uso de la quimica estandar f-moc
en fase solida sobre resina TGR. El péptido se escindié de la resina en un 95 % de acido trifluoroacético, un 2,5 % de
etanoditiol, un 2,5 % de agua, y se precipitd en éter dietilico helado. La purificacion se realizé en una HPLC preparativa
Waters-MS mediante el uso de una columna de fase inversa C18.

El ERY1 y el péptido no compatible se conjugaron con Mts-Atf-biotina (Thermo Scientific) segun lo sugerido por el
fabricante. En resumen, los péptidos se solubilizaron en PBS/DMF y reaccionaron con 1,05 equivalentes de Mts-atf-biotina
durante la noche a 4 °C. Después de la clarificacion de la reaccion por centrifugacion, el péptido biotinilado se incubé con
eritrocitos en PBSA-50 durante 1 hora a 37 °C, las células se lavaron dos veces en PBS nuevo y se irradiaron con UV a
365 nm durante 8 minutos a temperatura ambiente. Las células se lisaron por sonicacion y el lisado se purifico mediante
el uso de perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Invitrogen). El eluato se ejecuté en una SDS-PAGE vy se
transfirid a una membrana de PVDF, y se realizé una electrotransferencia con estreptavidina-HRP (R&D Systems) o anti-
GYPA de raton.

Ejemplo 2: Caracterizacion de la union a los eritrocitos humanos

Resultado: Para caracterizar los péptidos seleccionados que se unen a los eritrocitos humanos, las bacterias que muestran
cada péptido individual se sometieron a ensayos de unién con multiples tipos de células. Seis (ERY19, ERY59, ERY64,
ERY123, ERY141 y ERY162) de siete péptidos se unen especificamente a los eritrocitos humanos en comparacion con
la union a células 293T epiteliales humanas y HUVEC endoteliales humanas. Ademas, los péptidos se unen a los tipos
de sangre humana A y B, pero no a la sangre de ratén, lo que indica que estos péptidos eran especificos de la sangre
humana, pero no dependientes de los antigenos comunes del grupo sanguineo. Los péptidos se sintetizan mediante el
uso de la quimica estandar f-moc en fase sdlida, se conjugan con nanoparticulas y se analizan para determinar la union
a tipos de células individuales como se indicé anteriormente. La unién a las superficies de los eritrocitos se estudio
mediante el uso de la microscopia y la citometria de flujo.

Ejemplo 3: Induccion de tolerancia inmunolégica especifica al antigeno a través de la unién no covalente a los eritrocitos
con el antigeno conjugado con el péptido ERY1 o el antigeno conjugado con el péptido de unidn a los eritrocitos humanos

Para obtener una union biofisica fuerte y especifica de un antigeno a los eritrocitos, usamos un péptido sintético de 12
aminoacidos (ERY1) que descubrimos mediante la presentacion en fagos para unirse especificamente a la glicoforina-A
de ratéon (Kontos y Hubbell, 2010). En esta investigacion, el antigeno modelo OVA se us6 con una cepa de raton
transgénico (OT-I) cuya poblacion de células T CD8* expresa el receptor de células T especifico para el péptido SIINFEKL
inmunodominante MHC | de OVA (SEQ ID NO: 3). El péptido ERY1 se conjugé quimicamente con OVA para generar una
variante de OVA (ERY1-OVA) que se une a los eritrocitos de ratén con alta afinidad y especificidad (Figura 1a). La
microscopia confocal de alta resolucion confirmé las observaciones anteriores sobre la unién de ERY1 (Kontos y Hubbell,
2010), es decir, la localizacion en la periferia ecuatorial de la membrana celular, sin translocacion intracelular de la proteina
conjugada con ERY1. La unién mediada por ERY1 a la glicoforina-A fue especifica de la secuencia, ya que una variante
de OVA conjugada con un péptido no compatible (MIS-OVA), que contiene aminoacidos idénticos a ERY1 pero codificados
en la secuencia primaria, mostré una union insignificante (Figura 1b). El OVA conjugado solo con la molécula de
reticulacion usada para conjugar el péptido no mostré ninguna afinidad medible hacia los eritrocitos, lo que confirma que
la unién de ERY1-OVA resulté de la interaccion no covalente entre el péptido ERY1 y la glicoforina-A en la superficie del
eritrocito. Ademas, ERY1-OVA se une a los eritrocitos con alta afinidad con una constante de disociacion similar a un
anticuerpo (Kgy) de 6,2 + 1,3 nM, segun se determiné por las medidas de equilibrio de unién (Figura 1c).

La unién de ERY1-OVA a los eritrocitos circulantes se validé in vivo después de la administracién intravenosa en los
ratones. Las muestras de sangre completa tomadas 30 minutos después de la inyeccion de 150 pg de OVA o ERY1-OVA
confirmaron la capacidad especifica de unién a los eritrocitos de ERY1-OVA, incluso en medio del entorno complejo
heterogéneo de la sangre y la vasculatura. De acuerdo con la asociacion a la glicoforina-A, ERY1-OVA se une a los
eritrocitos (CD457) pero no a los leucocitos (CD45%). La union de ERY1-OVA fue imparcial en cuanto al estado apoptético
de los eritrocitos, uniéndose fuertemente a ambas poblaciones CD45 anexina-V- y anexina-V*. Los estudios
farmacocinéticos del conjugado de OVA demostraron que la unién de los eritrocitos ERY1-OVA fue de larga duracion in
vivo, exhibiendo una vida media en la superficie celular de 17,2 h. ERY 1-OVA permanecié unido a los eritrocitos hasta 72
h después de la administracion; durante este periodo de tiempo, aproximadamente el 13 % de los eritrocitos se eliminan
en el ratén (Khandelwal y Saxena, 2006). La cuantificacion de ERY1-OVA unido a los eritrocitos in vivo mostré una carga
relativamente alta de 0,174 + 0,005 ng de OVA por 108 eritrocitos.

Para excluir cualquier efecto fisiolégico potencial de la carga de OVA sobre la funcién de los eritrocitos, los parametros

hematoldgicos se caracterizaron en momentos variables después de la administracion intravenosa de ERY1-OVA u OVA.
La unién a los eritrocitos por ERY1-OVA no produjo diferencias detectables en el hematocrito, el volumen corpuscular o
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el contenido de hemoglobina eritrocitaria, en comparacion con la administracion de OVA. Estos resultados demuestran
que la union a los eritrocitos mediada por la glicoforina-A con el antigeno no alteré sus parametros hematologicos.

Para revelar las dianas celulares del antigeno unido a los eritrocitos tras la administracion, se inyecté a los ratones por
via intravenosa la proteina de aloficocianina altamente fluorescente, conjugada con ERY1 (ERY1-aloficocianina) o el
péptido MIS (MIS-aloficocianina). El analisis por citometria de flujo de las poblaciones de DC esplénicas 12y 36 h después
de la administracion mostré una captacién mejorada en 9,4 veces de ERY1-aloficocianina por las DCs MHCII* CD11b"
CD11c* en comparacion con MIS-aloficocianina, pero una absorcion similar de ERY 1-aloficocianina y MIS-aloficocianina
por las DCs MHCII* CD11b* CD11c*. Ademas, se descubrié que las DCs esplénicas MHCII* CD8a* CD11c* CD205*
captan ERY1-aloficocianina hasta 3,0 veces mas que MIS-aloficocianina, aunque la magnitud absoluta fue notablemente
menor que para otras poblaciones DC en el bazo. Tal orientacién del antigeno hacia las DCs esplénicas CD8a* CD205*
y no activadas podrian fortalecer el potencial tolerogénico de la unién a los eritrocitos, ya que estas poblaciones se
implican ampliamente en la tolerogénesis dirigida por células apoptéticas (Ferguson, Choi, y otros, 2011; Yamazaki,
Dudziak, y otros, 2008). En el higado, la ERY1-aloficocianina también mejoré6 enormemente la absorcion por los
hepatocitos (CD45- MHCII- CD1d; por 78,4 veces) y las células estrelladas hepaticas (CD45 MHCII* CD1d*; en 60,6
veces) en comparacion con MIS-aloficocianina; ambas poblaciones se han reportado como células presentadoras de
antigeno que desencadenan tolerancia a la eliminacion de células T CD8* (Holz, Warren, y otros, 2010; Ichikawa, Mucida,
y otros, 2011; Thomson y Knolle, 2010). Curiosamente, dicha absorcién no se observé en las DC del higado (CD45*
CD11c*) o células de Kupffer (CD45* MHCII* F4/80*), que sirven como miembros del sistema reticuloendotelial que
ayudan a eliminar los eritrocitos y las particulas recubiertas del complemento. El aumento de la absorcién del antigeno
unido a los eritrocitos por las poblaciones de células hepaticas y esplénicas tolerogénicas sugiere el potencial de un
mecanismo interconectado complejo de eliminacion de las células T especificas al antigeno dirigidas por la interaccion de
células hepaticas no linfoides y células esplénicas canodnicas.

Se observé que la union a los eritrocitos de ERY1-OVA conduce a una presentacion cruzada eficaz del epitopo
inmunodominante MHC | de OVA (SIINFEKL) (SEQ ID NO: 3) por las APCs y el cebado cruzado correspondiente de
células T reactivas. Las células T CD8" OT-I marcadas con CFSE (CD45.2%) se transfirieron adoptivamente a ratones
CD45.1*. Se realizaron mediciones de la proliferacion de células T CD8* OT-Il durante 5 dias después de la administracion
intravenosa de 10 ug de OVA, 10 ug de ERY1-OVA, o 10 ug de un antigeno de unién a los eritrocitos irrelevante, ERY1-
glutation-S-transferasa (ERY1-GST). La proliferacion de las células T CD8* OT-I, determinada por dilucién de CFSE
fluorescente medido por citometria de flujo, aumenté notablemente en los ratones a los que se administro ERY1-OVA en
comparacion con OVA, lo que demuestra que la unién a los eritrocitos aumento el cebado cruzado de las células T CD8*
especificas al antigeno en comparacioén con el antigeno soluble. También se obtuvieron resultados similares mediante la
administracion de una dosis de antigeno 10 veces menor de 1 pg, lo que demuestra el amplio intervalo dinamico de
eficacia de la proliferacion de las células T CD8" OT-I inducida por el antigeno unido a los eritrocitos. Los resultados sobre
la presentacion cruzada y el cebado cruzado son consistentes con otros estudios sobre la presentacion del antigeno
tolerogénico en MHC | por APC que envuelven el antigeno a partir de las células apoptéticas (Albert, Pearce, y otros,
1998; Green, Ferguson, y otros, 2009).

Para distinguir las células T que se expanden en un fenotipo efector funcional de las que se expanden y eliminan, la
proliferacion de las células T CD8* OT-| para anexina-V se analizaron como un sello distintivo de apoptosis y, por lo tanto,
de eliminacion. ERY1-OVA indujo numeros mucho mas altos de células T CD8* OT-I proliferantes de anexina-V* que OVA
(Figura 12d), lo que sugiere un destino apoptético que eventualmente conduciria a la eliminacion clonal. Las mismas
células T CD8* OT-I proliferantes inducidas por la administraciéon de ERY1-OVA exhibieron un fenotipo experimentado al
antigeno en dosis de 1y 10 pg, lo que muestra CD44 regulado positivamente y CD62L regulado negativamente. Este
fenotipo de células T CD8* proliferantes es consistente con otros modelos reportados de transferencia adoptiva de OT-I,
en los cuales la interaccion regulada del receptor de célula T especifica al antigeno por APC no puede inducir respuestas
inflamatorias (Bursch, Rich, y otros, 2009).

Mediante el uso de un modelo de tolerancia a la estimulacion de OT-I establecido (Liu, lyoda, y otros, 2002) (Figura 2a),
se demostré que ERY1-OVA previene las respuestas inmunitarias posteriores a la estimulacion con el antigeno mediado
por la vacuna, incluso con un adyuvante derivado de bacterias muy fuerte. Para inducir tolerancia, administramos por via
intravenosa 10 ug de OVA o ERY1-OVA 1y 6 dias después de la transferencia adoptiva de células T CD8* OT-l (CD45.2%)
a los ratones CD45.1*. Después de 9 dias adicionales para permitir la eliminacion potencial de las células T transferidas,
estimulamos a los ratones receptores con OVA con adyuvante con lipopolisacarido (LPS) mediante inyeccion intradérmica.
La caracterizacion de las células de los ganglios linfaticos de drenaje y el bazo, asi como sus respuestas inflamatorias 4
dias después de la estimulacion, nos permitié determinar si la eliminacion realmente tuvo lugar.

La administracion intravenosa de ERY1-OVA resulté en reducciones profundas en las poblaciones de células T CD8* OT-
| en los ganglios linfaticos de drenaje (Figura 2; especificamente en la Figura 2b) y bazo en comparacioén con los ratones
administrados con OVA no modificado antes de la estimulacion con el antigeno con LPS (Figura 2c), lo que demuestra la
tolerancia a la eliminacion. Los ganglios linfaticos de drenaje de los ratones tratados con ERY1-OVA contenian 11 veces
menos células T CD8* OT-I en comparacién con los ratones tratados con OVA, y 39 veces menos que los ratones de
control de la estimulacién que no recibieron las inyecciones intravenosas del antigeno; las respuestas en las células del
bazo fueron similares. Esta eficaz eliminacion clonal exhibida en los ratones administrados con ERY1-OVA apoyo las
observaciones anteriores del aumento del cebado cruzado de células T CD8" OT-l y ademas mostré que el cebado
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cruzado se produjo en ausencia de la presentacion de APC de las moléculas coestimuladoras para conducir a la tolerancia
a la eliminacion.

Para evaluar aun mas la respuesta inmunitaria después de la estimulacion con el antigeno, la naturaleza inflamatoria de
las células residentes de los ganglios linfaticos y el bazo se caracterizé por la expresion de interferén-y (IFNy) por las
células T CD8* OT-I (Figura 2d). Después de la estimulacién con OVA y LPS, los ganglios linfaticos de los ratones tratados
previamente con ERY1-OVA albergaban 53 veces menos células que expresan IFNy en comparacion con los ratones de
control de la estimulacion (que previamente no recibian antigeno), y mas de 19 veces menos células que expresan IFNy
en comparacion con los ratones previamente tratados con una dosis equivalente de OVA (Figura 2e), lo que demuestra
la importancia de la unién a los eritrocitos en la proteccion tolerogénica a la estimulacion; las respuestas en las células
del bazo fueron similares. Ademas, de la pequefia poblacion de células T CD8* OT-I presente en los ganglios linfaticos y
bazos de los ratones previamente tratados con ERY1-OVA, un porcentaje menor expresé IFNy, lo que sugiere la
inactivacion clonal. Ademas, la magnitud de los niveles totales de IFNy producidos por las células aisladas de los ganglios
linfaticos de drenaje con la reestimulacion con SIINFEKL se redujo sustancialmente en los ratones previamente tratados
con ERY1-OVA (Figura 2f), la unién a los eritrocitos redujo los niveles de IFNy 16 veces en comparacion con la
administracion de OVA y mas de 115 veces en comparacion con los controles de la estimulacion. Es de destacar que el
fendmeno supresor también se correlaciond con la expresion de interleucina-10 (IL-10) regulada negativamente, ya que
las células de los ganglios linfaticos de los ratones previamente tratados con ERY1-OVA expresaron 38 % y 50 % menos
de IL-10 en comparacion con los tratados previamente con OVA y los ratones de control de la estimulacion,
respectivamente (Figura 2g). Tipicamente considerada la citocina expresada en células T CD4* reguladora en el contexto
de la comunicacion de las células T APC-T para amortiguar las respuestas Th1 (Darrah, Hegde, y otros, 2010; Lee y Kim,
2007), la expresion de IL-10 era dispensable para la desensibilizacion a la estimulacion. La regulacion negativa similar de
IL-10 se ha implicado en la tolerogénesis mediada por células T CD8* (Fife, Guleria, y otros, 2006; Amaboldi, Roth-Walter,
y otros, 2009; Saint-Lu, Tourdot, y otros, 2009). La unién a los eritrocitos también atenud sustancialmente las respuestas
inmunitarias humorales contra el antigeno, ya que los ratones tratados con ERY1-OVA exhibieron titulos de IgG en suero
especifica al antigeno 100 veces mas bajos en comparacion con los ratones tratados con OVA soluble (Figura 2h). Se
observoé una reduccion similar en la reduccion del titulo de IgG especifica a OVA como resultado de la unién a los eritrocitos
en ratones (CD45.2%) C57BL/6 transferido no adoptivamente. Después de dos administraciones intravenosas de 1 ug de
OVA o ERY1-OVA con 7 dias de diferencia, los ratones tratados con ERY1-OVA exhibieron niveles de IgG sérica
especifica a OVA 39,8 veces mas bajos 19 dias después de la primera administracion del antigeno (Figura 3). Esta
aparente reduccion en la activacion de las células B, después de la ligadura a eritrocitos por el antigeno, corrobora las
hipotesis actuales sobre la presentacion de antigenos no inflamatorios durante la induccién de tolerancia (Miller, Turley, y
otros, 2007; Green, Ferguson, y otros, 2009; Mueller, 2010).

Para validar ain mas la induccion de la tolerancia inmunitaria especifica al antigeno, el modelo de tolerancia a la
estimulacion OT-l se combiné con un modelo de injerto tumoral que expresa OVA (Figura 2i). Similar al disefio
experimental anterior, los ratones se indujeron a tolerancia por dos administraciones intravenosas de 10 yg de ERY1-
OVA o 10 ug de OVA después de la transferencia adoptiva de células T CD8* OT-I. Se detectd una eliminacion marcada
de células T 5 dias después de la primera administracion del antigeno, ya que los ratones inyectados con ERY1-OVA
albergaban 2,9 veces menos células T CD8" OT-I no proliferantes (generacion 0) en la sangre (Figura 2j). Para determinar
la capacidad de respuesta funcional de las células T CD8" OT-I proliferantes en ausencia de un adyuvante fuerte
administrado de forma exdgena, las células de timoma EL-4 que expresan OVA (E.G7-OVA) se inyectaron por via
intradérmica en la piel de la espalda de los ratones 9 dias después de la transferencia adoptiva. Para evaluar la eficacia
tolerogénica del antigeno unido a los eritrocitos, los ratones portadores de tumor se estimularon con OVA con adyuvante
con LPS 6 dias después del injerto del tumor, de forma analoga a la dosis y al esquema del modelo de tolerancia a la
estimulacion. Se observé un crecimiento tumoral robusto de forma continua en los ratones tratados con ERY1-OVA en
comparacion con los ratones de control no tratados o los tratados con OVA hasta 8 dias después del injerto del tumor
(Figura 2k), lo que confirma que la proliferacion de la célula T CD8* OT-I dirigida por ERY1-OVA indujo la falta de
capacidad de respuesta inmunitaria funcional a OVA. Que el tamafio del tumor se detuviera a un estado estable 8 dias
después del injerto puede ser indicativo de células T CD8* OT-I residuales que aun no se habian sometido a la tolerancia
a la eliminacion dirigida por ERY1-OVA.

Animales

Las autoridades veterinarias suizas aprobaron previamente todos los procedimientos con animales. Se usaron ratones
hembra C57BL/6 de 8-12 semanas de edad (Charles River) para los estudios in vivo de unién y como hospedadores
tumorales de E.G7-OVA. Se criaron ratones C57BL/6-Tg (TcraTcrb) 1100Mjb (OT-I) (Jackson Labs) en el EPFL Animal
Facility, y se usaron hembras para el aislamiento de los esplenocitos a las 6-12 semanas de edad. Se usaron ratones
hembra B6.SJL-Ptprc?Pepc?/Boy (CD45.1) de 8-12 semanas de edad (Charles River) como hospederos receptores para
la transferencia adoptiva de células T CD8* OT-l y los estudios de induccion de tolerancia.

Disefio y sintesis de péptidos
El péptido ERY1 (H.N-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH,) (SEQ ID NO:19) y el péptido no compatible (HzN-

PLLTVGMDLWPWGGSGCRG-CONH.) (SEQ ID NO:20) se sintetizaron mediante el uso de la quimica estandar f-moc en
fase solida mediante el uso de resina TGR (Nova Biochem) en un manipulador automatico de liquidos (CHEMSPEED).
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La secuencia subrayada es la secuencia ERY1 12-mer que descubrimos previamente mediante la presentacion en fagos
como un elemento que se une a la glicoforina-A de ratén (Kontos y Hubbell, 2010). La regiéon GGSG sirvi6 como un
conector para el residuo de cisteina usado para la conjugacion; el residuo de arginina flanqueante sirvié para disminuir el
pKa y asi aumentar la reactividad del residuo de cisteina (Lutolf, Tirelli, y otros, 2001). El péptido se escindié de la resina
durante 3 h en 95 % de acido trifluoroacético, 2,5 % de etanoditiol, 2,5 % de agua y se precipitd en éter dietilico helado.
La purificacion se realizdé en una HPLC-MS preparativa (Waters) mediante el uso de una columna de fase inversa C18
(PerSpective Biosystems).

Conjugacion antigeno-ERY1

Se hicieron reaccionar 10 equivalentes molares de succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC,
CAS# 64987-85-5, Thermo Scientific) disueltos en dimetilformamida con 5 mg/ml de OVA libre de endotoxinas (<1 UE/mg)
(Hyglos GmbH) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de desalar en una columna de centrifugacion
ZEBA Desalt de 2 ml (Thermo Scientific), se afiadieron 10 equivalentes de péptido ERY1 o MIS disueltos en guanidina-
HCI 3 M y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. El conjugado se desalé mediante el uso de columnas
de centrifugacion ZEBA Desalt de 2 ml, se filtraron estériles 0,2 pm, se dispensaron en alicuotas de trabajo y se
almacenaron a -20 °C. La concentracion de proteinas se determind mediante BCA Assay (Thermo Scientific). El esquema
da como resultado la conjugacion de la cadena lateral de cisteina en el péptido con las cadenas laterales de lisina en el
antigeno. La glutation-S-transferasa (GST) se expres6 en Escherichia coli BL21 y se purificé mediante el uso de
cromatografia de afinidad estandar con glutation. La eliminacion de las endotoxinas en la columna se realizé mediante un
lavado exhaustivo con Triton-X114 (Sigma Aldrich), y la eliminacion de las endotoxinas se confirmo con células THP-1X
Blue (InvivoGen). Se us6 el mismo procedimiento de reaccion para conjugar ERY1 con GST. La aloficocianina activada
con maleimida (Innova Biosciences) se disolvié en PBS y se conjugd con ERY1 o MIS como se describié anteriormente.

Microscopia de unién a los eritrocitos

Se expusieron 5x10° eritrocitos recién aislados de raton a 100 nM de ERY1-OVA u OVA en PBS que contenia 10 mg/ml
de BSA durante 1 hora a 37 °C. Después de la centrifugacion y el lavado, las células se marcaron con 1:200 de anti-
glicoforina-A de raton obtenido en cabra diluida (Santa Cruz) y anti-OVA obtenido en conejo (AbD SEROTEC) durante 20
minutos en hielo. Después de la centrifugacion y el lavado, las células se marcaron con 1:200 anti-lgG de cabra
ALEXAFLUORA488 (Invitrogen) y anti-IgG de conejo AlexaFluor546 (Invitrogen) durante 20 minutos en hielo. Después de
un ciclo final de centrifugado/lavado, las células se montaron de manera rigida y se tomaron imagenes en un microscopio
confocal invertido Zeiss LSM700 con un objetivo de inmersion en aceite de 63x. El analisis de la imagen se realizé en
IMAGEJ (NIH), con un procesamiento idéntico a ambas imagenes.

Union in vivo y biodistribucion

Se inyectaron 150 yg de ERY1-OVA u OVA en solucion salina al 0,9 % (B. Braun) en un volumen de 100 pl por via
intravenosa en la cola de ratones hembra C57BL/6 de 8-12 semanas de edad bajo anestesia con isoflurano. Se tuvo
cuidado para asegurar que los ratones se mantuvieran a 37 °C con una almohadilla térmica durante la experimentacion.
En momentos predeterminados, se tomaron 5 pl de sangre de una pequefia incision en la cola, se diluyé 100 veces en
EDTA 10 mM en PBS, se lavo tres veces con PBS con 10 mg/ml de BSA y se analizé el contenido de OVA mediante
citometria de flujo y ELISA. EI OVA se cuantifico por ELISA tipo sandwich, mediante el uso de un anticuerpo monoclonal
anti-OVA (Sigma) para la captura, un anticuerpo policlonal anti-OVA obtenido en conejo (AbD SEROTEC) para la
deteccion, un anticuerpo anti-IgG de conejo-HRP obtenido en cabra (BioRad) para la deteccion final, seguido de sustrato
TMB (GE Life Sciences). La caracterizacion hematoldgica se realizé en ADVIVA 2120 Hematology System (Siemens).
ERY1-GST unido a los eritrocitos se detectd mediante la incubacién de células marcadas con anti-GST obtenido en cabra
(GE Healthcare Life Sciences), seguido de la incubacion con anti-cabra obtenido en burro AlexaFluor488 (Invitrogen), y
se analiz6 por citometria de flujo. Para los estudios de biodistribucion, se inyectaron 20 ug de ERY1-APC o MIS-APC por
via intravenosa en la vena de la cola de ratones hembra C57BL/6 de 8-12 semanas de edad como se describid
anteriormente. Los ratones se sacrificaron en momentos predeterminados, y se extrajeron el bazo, la sangre y el higado.
Cada ¢6rgano se digirié con colagenasa D (Roche) y se homogeneizé para obtener una suspension unicelular para la
tincion por citometria de flujo.

Transferencia adoptiva de células T

Las células T CD8* de bazo de raton OT-l (CD45.2*) se aislaron mediante el uso de un kit de seleccion negativa de perlas
magnéticas CD8 (Miltenyi Biotec) segun las instrucciones del fabricante. Las células CD8* OT-I recién aisladas se
resuspendieron en PBS y se marcaron con éster succinimidil carboxifluoresceina 1 yM (CFSE, Invitrogen) durante 6
minutos a temperatura ambiente, y la reaccion se inactivd durante 1 minuto con un volumen igual de IMDM con FBS al 10
% (Gibco). Las células se lavaron, se contaron y se resuspendieron en IMDM puro antes de la inyeccion. Se inyectaron
3x108 células CD8* OT-I marcadas con CFSE por via intravenosa en la vena de la cola de los ratones receptores CD45.1*,
Para los estudios de proliferacion a corto plazo, se inyectaron 10 uyg de ERY1-OVA u OVA en un volumen de 100 pl 24 h
después de la transferencia adoptiva. Los esplenocitos se cultivaron 5 dias después de la administracion del antigeno y
se tifieron para el analisis por citometria de flujo.
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Modelo de estimulacion y tolerancia OT-I

Se inyectaron 3x10° células T CD8* OT-l marcadas con CFSE en ratones receptores CD45.1* como se describe
anteriormente. A los ratones se les administraron por via intravenosa 10 ug de ERY1-OVA u OVA en 100 pl de solucién
salina en la vena de la cola, 1y 6 dias después de la transferencia adoptiva. Los ratones se estimularon con 5 ug de OVA
y 25 ng de LPS de Escherichia coli ultrapuro (InvivoGen) en 25 pl por via intradérmica en cada almohadilla de la pata
trasera (método Hock, dosis total de 10 ug de OVA y 50 ng de LPS), 15 dias después de la transferencia adoptiva. Los
ratones se sacrificaron 4 dias después de la estimulacion, y se aislaron las células de los ganglios linfaticos de drenaje y
del bazo para la reestimulaciéon. Para el analisis por citometria de flujo de las citocinas intracelulares, las células se
reestimularon en presencia de 1 mg/ml de OVA o 1 ug/ml de péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) (Genscript) durante 3 h.
Se afiadié Brefeldin-A (Sigma, 5 pyg/ml) y se reanudé la reestimulacion durante 3 h adicionales antes de la tincion y el
analisis por citometria de flujo. Para las mediciones por ELISA de los factores secretados, las células se reestimularon en
presencia de 100 pg/ml de OVA o 1 ug/ml del péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3) durante 4 dias. Las células se
centrifugaron y los medios se recogieron para el analisis por ELISA mediante el uso de los kits Ready-Set-Go de IFNy e
IL-10 (eBiosciences) segun las instrucciones del fabricante. Se detectd IgG sérica especifica a OVA mediante la
incubacion del suero de raton a diluciones variables en placas recubiertas con OVA, seguido de una incubacion final con
anti-lgG de raton-HRP obtenido en cabra (Southern Biotech).

Modelo de tolerancia OT-I.E.G7-OVA

Se inyectaron 1x108 células T CD8* OT-l marcadas con CFSE en ratones hembra C57BL/6 de 8-12 semanas de edad
como se describié anteriormente. A los ratones se les administraron por via intravenosa 10 ug de ERY1-OVA o 10 ug de
OVA en 100 pl de solucion salina en la vena de la cola, 1y 6 dias después de la transferencia adoptiva. Se extrajo sangre
5 dias después de la transferencia adoptiva para la caracterizacién de la proliferacion de células T CD8* OT-I por citometria
de flujo. Las células de timoma EL-4 que expresan OVA (E.G7-OVA, ATCC CRL-2113) se cultivaron segun las directrices
de ATCC. En resumen, las células se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10 %,
HEPES 10 mM, piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 0,05 mM, puromicina/estreptomicina al 1 % (Invitrogen Gibco) y
G418 0,4 mg/ml (Laboratorios PAA). Justo antes de la inyeccion, las células se expandieron en medios sin G418 y se
resuspendieron tras el cultivo en HBSS (Gibco). Los ratones se anestesiaron con isoflurano, se afeito el area de la espalda
y se inyectaron 1x108 células de E.G7-OVA por via intradérmica entre los omoplatos 9 dias después de la transferencia
adoptiva. Las dimensiones del tumor se midieron cada 24 h, 4 dias después del injerto de E.G7-OVA, con un calibrador
digital y el volumen del tumor se calculé como un elipsoide (V=(11/6) / « w * h), donde V es el volumen / es la longitud w es
el ancho, y h es la altura del tumor). Los ratones se estimularon con 5 ug de OVA y 25 ng de LPS de Escherichia coli
ultrapuro (InvivoGen) en 25 yl por via intradérmica en cada almohadilla de la pata delantera (dosis total de 10 ug de OVA
y 50 ng de LPS) 15 dias después de la transferencia adoptiva.

Anticuerpos y citometria de flujo

Los siguientes anticuerpos anti-ratén se usaron para la citometria de flujo: CD1d Pacific Blue, CD3¢ PerCP-Cy5.5, CD8a
PE-Cy7, CD11b PE-Cy7, CD11c Pacific Blue, CD45 biotinilado, CD45.2 Pacific Blue, CD45 Pacific Blue, IFNy-APC, CD8a
APC-eF780, CD44 PE-Cy5.5, CD62L PE, CD205 PE-Cy7, F4/80 PE, I-A/I-E MHCII FITC (todos de eBioscience), ademas
de la tincion fijable vivo/muerto (Invitrogen), kit de marcaje de anexina-V-Cy5 (BioVision), estreptavidina Pacific Orange
(Invitrogen) y anti-OVA-FITC (Abcam). Las muestras se analizaron en un citometro de flujo CyAn ADP (Beckman Coulter).
Las células se lavaron primero con PBS, se tifieron durante 20 minutos en hielo con tincién vivo/muerto, se bloquearon
durante 20 minutos en hielo con medio de hibridoma 24G2, se tifieron las superficies durante 20 minutos en hielo, se
fijaron en paraformaldehido al 2 % durante 20 minutos en hielo, se tifieron intracelularmente en presencia de saponina al
0,5 % durante 45 minutos en hielo, seguido de un lavado final antes del analisis. Para la tincién de apoptosis, se afiadio
anexina-V-Cy5 por 5 minutos antes del analisis. Para la tincion de CD45, las células se tifieron con estreptavidina Pacific
Orange durante 20 minutos en hielo, se lavaron y se analizaron.

Implementacién con particulas

El péptido ERY1 también se ha implementado para la tolerogénesis en forma de nanoparticulas, a las que se conjugan el
péptido ERY1 y el antigeno tolerogénico.

Para formar los conjugados de ERY1 con una nanoparticula polimérica, que también se conjuga con el péptido o el
antigeno proteico, pueden afiadirse cantidades estequiométricas de cada componente consecutivamente para controlar
las conversiones de conjugacion. Para formar una nanoparticula conjugada con OVA y ERY1 o el péptido no compatible,
los péptidos se disolvieron primero en HCI de guanidina acuoso 3 M, y se afiadieron 0,5 equivalentes a las nanoparticulas
que contienen un grupo piridildisulfuro reactivo con tiol. Se tomaron mediciones de absorbancia a 343 nm para controlar
la conversion de la reaccion, ya que la reaccién genera una especie de piridina-2-tiona no reactiva con una alta
absorbancia a esta longitud de onda. Después de 2 h a temperatura ambiente, la absorbancia a 343 nm se estabilizé y la
OVA se disolvio en HCI de guanidina acuoso 3 M, y se afiadio a la solucién de nanoparticulas con un exceso molar de 2
veces. Después de 2 h a temperatura ambiente, la absorbancia a 343 nm se estabilizé una vez mas a un valor mas alto,
y se calcularon las concentraciones tanto del péptido como de la OVA en la solucién. Las nanoparticulas bifuncionalizadas
se purificaron a partir de los componentes que no reaccionaron por filtracion en gel en una columna empaquetada con
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Sepharose CL6B. Cada fraccion de 0,5 ml se analiz6 para detectar la presencia de proteinas y/o péptidos mediante
fluorescamina, y el tamafio de las nanoparticulas se evalué mediante la dispersién dinamica de la luz (DLS).

Si el antigeno no contiene ningun grupo tiol libre para realizar dicha reaccion, puede introducirse mediante tecnologia de
ADN recombinante para generar un mutante que luego podria expresarse y purificarse de forma recombinante.
Alternativamente, la reticulacién del acido amina-carboxilico podria realizarse entre la nanoparticula y el antigeno
mediante el uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC).

Para formar los conjugados de ERY1 con una micela polimérica, que también se conjuga con el péptido o el antigeno
proteico, se usarian reacciones similares a las descritas con las nanoparticulas poliméricas. La micela se formaria para
contener los grupos funcionales deseados para el esquema de conjugacion apropiado. Dado que nuestras nanoparticulas
y micelas pueden sintetizarse para contener muchas funcionalizaciones de grupos quimicos diferentes, existen numerosas
posibilidades de esquemas de conjugacion para generar el complejo de nanoparticula/micela-antigeno-ERY1.

Ejemplo 4: Desarrollo de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos con los que se unen eritrocitos de ratéon y/o humanos

Como otro método para unirse de forma no covalente a los eritrocitos, también puede usarse un anticuerpo de unién a los
eritrocitos para inducir tolerancia inmunoldgica especifica al antigeno. Los anticuerpos que muestran una alta afinidad
hacia las proteinas de la superficie de los eritrocitos pueden aislarse mediante la seleccion de bibliotecas de anticuerpos
mediante el uso de plataformas de presentacién de Ultima generacion, que incluyen, pero no se limitan a, presentacion
en bacteridfagos, presentacion en la superficie de levaduras y E. coli. Tras el descubrimiento del nuevo anticuerpo de
unioén a los eritrocitos, puede evaluarse una caracterizacion bioquimica de unién similar a la realizada con el péptido
ERY1. Para generar mutantes de mayor afinidad con caracteristicas de unién mejoradas, se lleva a cabo la maduracion
de la afinidad en los fragmentos de anticuerpos descubiertos para unirse a los eritrocitos a partir de la seleccion inicial de
la biblioteca. Mediante el uso de técnicas estandar de ADN recombinante, como PCR propensa a errores y mutagénesis
dirigida al sitio, se genera una nueva biblioteca a partir de la secuencia de unioén original. La biblioteca de maduracién de
la afinidad se muestra mediante el uso de plataformas de presentacion de ultima generacién, como se describio
anteriormente, para otros fragmentos de anticuerpos con afinidad mejorada para los eritrocitos en comparacion con la
secuencia de unién original.

La maduracion de la afinidad también se realiza en anticuerpos existentes que se unen a los eritrocitos de ratén o a los
eritrocitos humanos. El anticuerpo del clon monoclonal de rata TER-119 (Kina y otros, Br J Haematol, 2000) se une a los
eritrocitos de ratén en un sitio aun por determinar, pero su especificidad ha llevado a su uso comun en la eliminaciéon de
los eritrocitos de las poblaciones celulares heterogéneas. La maduracion de la afinidad se realiza en el anticuerpo TER-
119, ya sea como un anticuerpo de longitud completa o como un fragmento de anticuerpo tal como un scFv, para descubrir
nuevos anticuerpos con mayor afinidad hacia los eritrocitos de ratdon. El anticuerpo clon monoclonal 10F7 de ratdn
(Langlois y otros, J Immunol 1984) se une a la glicoforina-A humana en la superficie celular de los eritrocitos humanos.
La maduracion de la afinidad se realiza en el anticuerpo 10F7, ya sea como un anticuerpo de longitud completa o como
un fragmento de anticuerpo tal como un scFv, para descubrir nuevos anticuerpos con mayor afinidad hacia los eritrocitos
humanos.

Para determinar la secuencia primaria del anticuerpo TER-119, clonamos el ADNc aislado especifico del anticuerpo del
hibridoma TER-119 en un plasmido que permite una secuenciacion facil de los fragmentos de los genes. Se usé un
conjunto especifico de cebadores para el proceso de amplificacion por PCR de los genes de los anticuerpos que permite
la amplificacion de los multiples dominios variables de los segmentos de los genes (Krebber y otros, 1997; Reddy y otros,
2010). La secuencia de ADN de los dominios de los anticuerpos nos permitid6 determinar las regiones variables de las
cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo IgG TER-119. Para construir una version scFv de la IgG TER-119, usamos PCR
de ensamblaje para generar un gen que comprende la cadena pesada variable de TER-119, seguido de un conector (Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser)s (SEQ ID NO: 18), seguido de la cadena ligera variable de TER-119.

La PCR de transcriptasa inversa estandar (RT-PCR) se realizé en ARNm del clon del hibridoma TER-119 mediante el uso
del Superscript Il First Strand Synthesis System (Invitrogen) (Invitrogen) para generar el ADN complementario (ADNc)
del clon. Luego se realizé la PCR mediante el uso del siguiente conjunto de cebadores para amplificar especificamente
las secuencias de ADN de las regiones variable pesada (VH) y variable ligera (VL) del anticuerpo:
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador
VL-FOR1 AGC CGG CCATGG CGGAYA TCC AGC TGA CTC AGC SEQ ID NO:21
C
VL-FOR2 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TTC TCW CCC AGT SEQ ID NO:22
C
VL-FOR3 AGC CGG CCATGG CGGAYATTG TGM TMA CTC AGT SEQ ID NO:23
C
VL-FOR4 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGY TRA CAC AGT SEQ ID NO:24
C
VL-FOR5 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TRA TGA CMC AGT SEQ ID NO:25
C
VL-FOR6 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTM AGA TRA MCC SEQ ID NO:26
AGTC
VL-FOR7 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTC AGA TGA YDC AGT SEQ ID NO:27
C
VL-FORS8 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TYC AGA TGA CAC SEQ ID NO:28
AGAC
VL-FOR9 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TTC TCA WCC AGT SEQ ID NO:29
C
VL-FOR10 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG WGC TSA CCC AAT SEQ ID NO:30
C
VL-FOR11 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTS TRA TGA CCC ART SEQ ID NO:31
C
VL-FOR12 AGC CGG CCA TGG CGG AYR TTK TGA TGA CCC ARA SEQ ID NO:32
C
VL-FOR13 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA CBC AGK SEQ ID NO:33
C
VL-FOR14 AGC CGG CCATGG CGG AYA TTG TGA TAA CYC AGG SEQ ID NO:34
A
VL-FOR15 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA CCC SEQ ID NO:35
AGWT
VL-FOR16 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA CAC AAC SEQ ID NO:36
C
VL-FOR17 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTT TGC TGA CTC AGT SEQ ID NO:37
C
VL-FOR18 AGC CGG CCA TGG CGG ARG CTG TTG TGA CTC AGG SEQ ID NO:38
AATC
VL-REV1 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTG ATT TCC AGC SEQ ID NO:39
TTG G
VL-REV2 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTT ATT TCC AGC SEQ ID NO:40
TTG G
VL-REV3 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTT ATT TCC AAC SEQ ID NO:41
TITG
VL-REV4 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTC AGC TCC AGC SEQ ID NO:42
TTG G
VL-REV5 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CCT AGG ACA GTC AGT SEQ ID NO:43

TTG G
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador

VL-REV6 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CCT AGG ACA GTG ACC SEQ ID NO:44
TTG G

VH-FOR1 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:45
KGT RMA GCT TCA GGA GTC

VH-FOR2 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:46
GGT BCA GCT BCA GCA GTC

VH-FOR3 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:47
GGT GCA GCT GAA GSA STC

VH-FOR4 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:48
GGT CCA RCT GCA ACARTC

VH-FOR5 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:49
GGT YCA GCT BCA GCARTC

VH-FOR6 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:50
GGT YCA RCT GCA GCA GTC

VH-FOR7 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:51
GGT CCA CGT GAA GCA GTC

VH-FOR8 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:52
GGT GAA SST GGT GGA ATC

VH-FOR9 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:53
VGT GAW GYT GGT GGA GTC

VH-FOR10 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:54
GGT GCA GSK GGT GGA GTC

VH-FOR11 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:55
KGT GCA MCT GGT GGA GTC

VH-FOR12 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:56
GGT GAA GCT GAT GGA RTC

VH-FOR13 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:57
GGT GCA RCT TGT TGA GTC

VH-FOR14 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:58
RGT RAA GCT TCT CGA GTC

VH-FOR15 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:59
AGT GAA RST TGA GGA GTC

VH-FOR16 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:60
GGT TAC TCT RAA AGW GTS TG

VH-FOR17 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GCA SEQ ID NO:61
GGT CCA ACT VCA GCARCC

VH-FOR18 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:62
TGT GAA CTT GGA AGT GTC

VH-FOR19 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT GGC GGA SEQ ID NO:63
GGT GAA GGT CAT CGA GTIC _

VH-REV1 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAA ACG GTG ACC GTG SEQ ID NO:64
GT

VH-REV2 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAG ACT GTG AGA GTG SEQ ID NO:65

GT
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador
VH-REV3 CCC TTG AAG CTT GCT GCA GAG ACA GTG ACC AGA SEQ ID NO:66
GT
VH-REV4 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAG ACG GTG ACT GAG SEQ ID NO:67
GT

Los genes amplificados de VH y VL se digirieron luego con endonucleasas de restriccion (Ncol y Notl para VL, Ndel y
Hindlll para VH), los fragmentos de los genes se purificaron después de la electroforesis en agarosa mediante el uso de
un kit estandar (Zymo Research, Orange, CA, Estados Unidos), y se ligaron en un plasmido de clonacion pMAZ360. El
plasmido que contiene el gen de VH o VL se secuencio, y se construyé un nuevo gen mediante el uso de PCR de
ensamblaje para generar la secuencia scFv TER-119:

5’-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTC
TGAAACTCTCCTGTGTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTG
GGTCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGATTGGAGATATTAGACCTGA
TGGCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAG
AGACAATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTA
CACAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGACTCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGAT
GCCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGGTTCTG
GTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGAT
GACGCAGTCTCCTTCAGTCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAAC
TGCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGGTATCAGCAAAAGCTT
GGAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATC
CCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTA

GCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATTTCTGCTTTCAGCATTATACTTGGCCC
ACGTTTGGAGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACT-3* (SEQ ID NO:69),

que codifica para la region VH del clon TER-119 en el N-terminal de la proteina traducida, seguido de un dominio conector
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s (SEQ ID NO: 18), seguido de la region VL del clon TER-119 en el C-terminal de la proteina
traducida. El gen scFv TER-119 se construyé por amplificacion del ADNc de TER-119 con los cebadores SK07 y SKO08,
especificos para la region VH, y SK09 y SK10, especificos para la regién VL:

Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador

SKO07 ACT CGC GGC CCA GCC GGC CAT GGC GGA GGT GAA | SEQID NO:70
GCT GCA GGA GTC

SKO08 GGA GCC GCC GCC GCC AGA ACC ACC ACC ACC AGA | SEQID NO:71
ACC ACC ACC ACC GGC TGA GGA GAC AGT GAC TG

SKO09 GGC GGC GGC GGC TCC GGT GGT GGT GGA TCC GAC ATT CAG SEQID
ATGACGCAGTC noTeT2

SK10 GAC TAC TAG GCC CCC GAG GCC AGT ACG TTT GAT | SEQIDNO:73
TTC CAGCT
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Cada producto final completo del gen scFv se digirio con Sfil y Xhol (NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos) y se ligé a los
mismos sitios en el plasmido de expresién de mamifero pSecTagA (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos).

Para madurar por afinidad el scFv 10F7 que se une a la glicoforina-A humana, el gen se sintetizdé comercialmente y se
obtuvo de DNA2.0 (Menlo Park, CA, Estados Unidos) como la siguiente secuencia:

5’-GTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCGGCGCAGGTGAAACTGCAGCAG
AGCGGCGCGGAACTGGTGAAACCGGGCGCGAGCGTGAAACTGAGCTGCAAAGC
GAGCGGCTATACCTTTAACAGCTATTTTATGCATTGGATGAAACAGCGCCCGGTG
CAGGGCCTGGAATGGATTGGCATGATTCGCCCGAACGGCGGCACCACCGATTAT
AACGAAAAATTTAAAAACAAAGCGACCCTGACCGTGGATAAAAGCAGCAACACC
GCGTATATGCAGCTGAACAGCCTGACCAGCGGCGATAGCGCGGTGTATTATTGC
GCGCGCTGGGAAGGCAGCTATTATGCGCTGGATTATTGGGGCCAGGGCACCACC
GTGACCGTGAGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGG

CGGCAGCGATATTGAACTGACCCAGAGCCCGGCGATTATGAGCGCGACCCTGGG
CGAAAAAGTGACCATGACCTGCCGCGCGAGCAGCAACGTGAAATATATGTATTG
GTATCAGCAGAAAAGCGGCGCGAGCCCGAAACTGTGGATTTATTATACCAGCAA
CCTGGCGAGCGGCGTGCCGGGCCGCTTITAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCAGCTA
TAGCCTGACCATTAGCAGCGTGGAAGCGGAAGATGCGGCGACCTATTATTGCCA
GCAGTTTACCAGCAGCCCGTATACCTTTGGCGGCGGCACCAAACTGGAAATTAA
ACGCGCGGCGGCGGCCTCGGGGGCCCGAGGGCGGCGGTTCT-3’ (SEQ ID NO:74).

Se realiza una maduracion de la afinidad similar mediante el uso de las técnicas de ADN recombinante descritas
anteriormente para TER-119 en el gen 10F7 para obtener una biblioteca de mutantes para permitir la seleccién de una
unién mejorada hacia los eritrocitos humanos.

Ejemplo 5: Induccién de la tolerancia inmunoldgica especifica al antigeno a través de la unidn no covalente a los eritrocitos
con el antigeno conjugado con el anticuerpo

El anticuerpo puede conjugarse con el antigeno mediante el uso de reacciones de reticulacion estandar como se menciona
en el Ejemplo 3 y en otra parte en la presente descripcion. El conjugado de anticuerpo-antigeno purificado exhibira
induccion de tolerancia hacia el antigeno en modelos estandar de raton de diabetes tipo 1, esclerosis multiple, trasplante
de islotes y antigeno modelo OVA.

Para demostrar la induccion de tolerancia hacia OVA, el conjugado de OVA-anticuerpo o el conjugado de OVA-
nanoparticula-anticuerpo puede administrarse por via intravenosa o extravascular a los ratones. En un nimero
predeterminado de dias después de la administracion, se sacrificaran los ratones y se recolectaran los ganglios linfaticos,
el bazo y la sangre para su analisis. Los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos se colocan en
placas y se reestimulan durante 3 dias ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL, y se miden por ELISA la regulacion negativa
de la expresion de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4, y la regulacion positiva de TGF-B1, que son pruebas establecidas de
tolerancia. La tincion intracelular de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4 se realiza mediante el uso de la citometria de flujo en los
esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos después de 6 h de reestimulacion ex vivo con OVA y/o
péptido SIINFEKL. Ademas, la citometria de flujo se usa para caracterizar los perfiles de expresion de CD4, CD8 y las
células T reguladoras de los ganglios linfaticos, el bazo y las células derivadas de la sangre. Ademas, se toman muestras
de sangre de ratones en diferentes momentos para medir las respuestas de anticuerpos humorales hacia el antigeno
OVA. Un experimento variante de la reestimulacion ex vivo se realiza para determinar si se ha establecido la tolerancia
sistémica. Los ratones se administran con el conjugado de OVA-anticuerpo o el conjugado de OVA-anticuerpo-
nanoparticula como se describié anteriormente, OVA se vuelve a administrar 9 dias después con un adyuvante
(lipopolisacarido, adyuvante completo de Freud, alumbre u otro), y la capacidad de respuesta de los esplenocitos al
antigeno OVA se evalla por ELISA y/o citometria de flujo como se describid anteriormente. El conjugado de OVA-
anticuerpo y/o la formulacién de OVA-anticuerpo-nanoparticula hara que los esplenocitos no respondan a la segunda
estimulacion con OVA y el adyuvante, que es un método para demostrar el establecimiento efectivo de la tolerancia
sistémica. Después de la administracion inicial con el conjugado de OVA-anticuerpo y/o las formulaciones de OVA-
anticuerpo-nanoparticula, pueden realizarse experimentos de estimulaciénin vivo con lineas celulares transgénicas como
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una demostracion adicional de tolerancia, tal como la transferencia adoptiva con células T OT-I, similar a los estudios
descritos en detalle en el Ejemplo 3. Para demostrar la tolerancia inmunitaria en modelos de ratdon de autoinmunidad o
desinmunizacién de las moléculas terapéuticas, pueden hacerse conjugados de anticuerpos analogos a los antigenos
relevantes como se describié en la presente descripcién con OVA.

Ejemplo 6: Induccién de la tolerancia inmunolégica especifica al antigeno a través de la unién no covalente a los eritrocitos
con el antigeno fusionado con el anticuerpo de cadena sencilla

Los fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla (scFv) pueden usarse como elementos que se unen no covalentemente
a los eritrocitos. Los scFv que muestran una alta afinidad hacia las proteinas de la superficie de los eritrocitos pueden
aislarse mediante la selecciéon de las bibliotecas scFv mediante el uso de plataformas de presentacion de ultima
generacion. Tras el descubrimiento del nuevo fragmento de anticuerpo de union a los eritrocitos, se debe evaluar una
caracterizacion bioquimica similar de unién como se realizé con el péptido ERY1. Como el scFv tiene una cadena de
polipéptidos, se fusionara con el antigeno de una manera recombinante especifica del sitio mediante el uso de técnicas
estandar de ADN recombinante. Dependiendo de la naturaleza de la pareja de la fusion con el antigeno, el scFv se fusiona
con el N- o C-terminal del antigeno para generar la especie de proteina bifuncional. En el caso en que la secuencia de
reconocimiento de péptidos del complejo de histocompatibilidad principal (MHC) se conoce para el antigeno, el péptido
también se inserta en el dominio conector del scFv, generando asi un nuevo constructo bifuncional de anticuerpo/antigeno
que contiene los términos nativos del scFv.

Para demostrar la induccion de tolerancia hacia OVA, puede administrarse un conjugado de OVA-scFv u OVA-
nanoparticula-scFv a los ratones por via intravenosa o extravascular. En un nimero predeterminado de dias después de
la administracion, los ratones deben sacrificarse y los ganglios linfaticos, el bazo y la sangre deben recolectarse para su
analisis. Los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos se colocaran en placas y se estimularan
nuevamente durante 3 dias ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), y su regulacion negativa de la
expresion de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4, y la regulacion positiva de TGF-1, que son evidencia establecida de tolerancia,
deben medirse, por ejemplo, mediante ELISA. La tincion intracelular de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4 se realiza mediante el
uso de citometria de flujo en los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos después de 6 h de la
reestimulacion ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Ademas, la citometria de flujo puede usarse para
caracterizar los perfiles de expresion de CD4, CD8 y células T reguladoras de los ganglios linfaticos, bazo y células
derivadas de la sangre. Ademas, se toman muestras de sangre de ratones en diferentes momentos para medir las
respuestas de anticuerpos humorales hacia el antigeno OVA. Un experimento variante de la reestimulacion ex vivo se
realiza para determinar si se ha establecido la tolerancia sistémica. Los ratones se administran con el conjugado de OVA-
scFv u OVA-nanoparticula-scFv como se describié anteriormente, OVA se vuelve a administrar 9 dias después con un
adyuvante (lipopolisacarido, adyuvante completo de Freud, alumbre u otro), y la capacidad de respuesta de los
esplenocitos al antigeno OVA se evalua por ELISA y/o citometria de flujo como se describié anteriormente. La formulacion
de OVA-scFv y/u OVA-scFv-nanoparticula hara que los esplenocitos no respondan a la segunda estimulacion con la OVA
y el adyuvante, lo que ilustra el establecimiento efectivo de la tolerancia sistémica. Después de la administracion inicial
con las formulaciones de OVA-scFv y/u OVA-scFv-nanoparticula, pueden realizarse experimentos de estimulacionin vivo
similares con lineas celulares transgénicas para demostrar la tolerancia, tal como la transferencia adoptiva con células T
OT-Il, similar a los estudios descritos en detalle en el Ejemplo 3. Para demostrar la tolerancia inmunitaria en modelos de
ratéon de autoinmunidad o desinmunizaciéon de las moléculas terapéuticas, pueden realizarse las fusiones analogas de
scFv a los antigenos relevantes como se describié en la presente descripcién con OVA.

Las técnicas estandar de ADN recombinante se usaron para generar un constructo de anticuerpos que se une a los
eritrocitos de ratdn y muestra el epitopo inmunodominante MHC-I de OVA (SGLEQLESIINFEKL) (SEQ ID NO: 75).
Mediante el uso de PCR de extension solapada, primero generamos un fragmento de ADN que codificaba para el dominio
terminal 3', incluido el péptido SGLEQLESIINFEKL (SEQ ID NO: 75) con un dominio solapado 5' que es complementario
al terminal 3' de la secuencia TER119. Este fragmento de ADN se us6 como un cebador inverso, junto con un cebador 5'
directo complementario, en una PCR estandar para generar el fragmento de ADN completo que codifica para TER119-
SGLEQLESIINFEKL (SEQ ID NO: 75):
5'-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTG
AAACTCTCCTGTGTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGG
TCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGATTGGAGATATTAGACCTGATG
GCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAG
ACAATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTACA
CAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGACTCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGC
CTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGGTTCTGGT
GGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATG
ACGCAGTCTCCTTCAGTCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACT
GCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGGTATCAGCAAAAGCTTG
GAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCC
CATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTAG
CCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATTTCTGCTTTCAGCATTATACTTGGCCCA
CGTTTGGAGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCATCATCA
CGGTGGCGGTICTGGCCTGGAGCAGCTGGAGTCTATTATTAATTTCGAAAAACTG-3' (SEQ ID NO: 76). La secuencia
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subrayada denota el segmento génico que codifica para SGLEQLESIINFEKL. EI fragmento de ADN se insertd en un
vector de expresion de mamifero y procariota para la expresion recombinante.

Se usaron técnicas estandar de ADN recombinante para generar un constructo de anticuerpo que se une a los eritrocitos
de raton y muestra el mimotopo de cromogranina-A 1040-p31 (YVRPLWVRME) (SEQ ID NO: 77). Mediante el uso de la
PCR de extension solapada, se generd un fragmento de ADN que codificaba para el dominio terminal 3', incluido el péptido
YVRPLWVRME (SEQ ID NO: 77) con un dominio solapado 5' que es complementario al terminal 3' de la secuencia
TER119. Este fragmento de ADN se us6 como un cebador, junto con un cebador 5' directo complementario, en una PCR
estandar para generar el fragmento de ADN completo que codifica para TER119-YVRPLWVRME:

5°-
GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTG
AAACTCTCCTGTGTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGG
TCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGATTGGGGATATTAGACCTGATG
GCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAG
ACAATACCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGGGCAATATGAGATCTGATTACA
CAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGACTCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGC
CTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGGTTCTGGT
GGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATG
ACGCAGTCTCCTTCAGTCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACT
GCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACCGGTATCAGCAAAAGCTTG
GAGAAGCTCCCAAAGTCCTGGTATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCC
CATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCACAGATTTCACACTCACCATCAGTAG
CCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATTTCT GCTTTCAGCATTATACTTGGCCCA

CGTTTGGAGGTGTGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCATCATCA
CGGTGGCGGTTATGTCAGACCTCTGTGGGTCAGAATGGAA-3’(SEQ ID  NO:78).

La secuencia subrayada denota el segmento de gen que codifica el mimotopo de cromogranina-A (1040-p31)
(YVRPLWVRME) (SEQ ID NO: 77). El fragmento de ADN se insertd en un vector de expresion de mamifero y procariota
para la expresion recombinante.

Las técnicas estandar de ADN recombinante se usaron para generar un constructo de anticuerpo que se une a los
eritrocitos de raton y muestra proinsulina de ratén, un autoantigeno de diabetes importante en el ratén NOD. Mediante el
uso de PCR de extension solapada, primero generamos un fragmento de ADN que codificaba para el dominio terminal 3',
incluida la proteina de proinsulina completa, con un dominio solapado 5' que es complementario al terminal 3' de la
secuencia TER119. Este fragmento de ADN se usé como un cebador, junto con un cebador 5' directo complementario,
en una PCR estandar para generar el fragmento de ADN completo que codifica para TER119-proinsulina:
5'-GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGGGGGTCTCTG
AAACTCTCCTGTGTAGCCTCAGGATTCACTTTCAGGGACCACTGGATGAATTGGG
TCCGGCAGGCTCCCGGAAAGACCATGGAGTGGATTGGAGATATTAGACCTGATG
GCAGTGACACAAACTATGCACCATCTGTGAGGAATAGATTCACAATCTCCAGAG
ACAATGCCAGGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAGCAATATGAGATCTGATTACA
CAGCCACTTATTACTGTGTTAGAGACTCACCTACCCGGGCTGGGCTTATGGATGC
CTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACTGTCTCCTCAGCCGGTGGTGGTGGTTCTGGT
GGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGACATTCAGATG
ACGCAGTCTCCTTCAGTCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAACT
GCAAAGCAAGTCAGAATATTAACAAGTACTTAAACTGGTATCAGCAAAAGCTTG
GAGAAGCTCCCAAAGTCCTGATATATAATACAAACAATTTGCAAACGGGCATCC
CATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTTCACACTCACCATCAGTAG
CCTGCAGCCTGAAGATTTTGCCACATATTTCTGCTCTCAGCATTATACTTGGCCCA
CGTTTGATGGTGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGTACTCATCATCACCATCATCA
CGGTGGCGGTITTGTGAAACAGCATCTGTGCGGTCCGCATCTGGTGGAAGCGCTG
TATCTGGTGTGCGGCGAACGTGGCTTTTTTTATACCCCGAAAAGCCGTCGTGAAG
TGGAAGATCCGCAGGTGGAACAGCTGGAACTGGGCGGCAGCCCGGGTGATCTGC
AGACCCTGGCCCTGGAAGTGGCGCGTCAGAAACGTGGCATTGTGGATCAGTGCT
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GCACCAGCATTTGCAGCCTGTATCAGCTGGAAAACTATTACAAC-3' (SEQ ID NO:79). La secuencia subrayada denota
el segmento del gen de proinsulina del constructo. El fragmento de ADN se insertd en un vector de expresién de mamifero
y procariota para la expresion recombinante.

Ejemplo 7: Sintesis de polimeros ramificados que comprenden ligandos de union a los eritrocitos y otras funciones

Para la sintesis de PEG-tioacetato de 8 brazos, se disolvié PEG-OH de 8 brazos (Nektar) en tolueno y se hizo reaccionar
durante 18 h con 10 equivalentes de ftrietilamina (Sigma Aldrich, CAS# 121-44-8) y 10 equivalentes de cloruro de
metanosulfonilo (Sigma Aldrich, CAS# 124-63-0) a temperatura ambiente bajo argén. El residuo se filtrd y el filtrado se
concentro a presion reducida, se disolvié en dimetilformamida (DMF) y se afiadié 10 equivalentes de tioacetato de potasio
(Sigma Aldrich, CAS# 10387-40-3). Después de 18 h a temperatura ambiente, el residuo se filtrg, el filtrado se concentrd
a presion reducida y se precipitd en éter dietilico. El precipitado se filtré y se secé a presién reducida para obtener el
producto final.

Para la sintesis de PEG-piridildisulfuro de 8 brazos, se disolvié PEG-tioacetato de 8 brazos en dimetilformamida (DMF) y
se desprotegié con 1,05 equivalentes de metdxido de sodio (Sigma Aldrich, CAS# 124-41-4) durante 1 hora a temperatura
ambiente bajo argén en un tubo Schlenk. Para reducir los tioles desprotegidos a tiolatos, se afadieron a la solucién 2
equivalentes de clorhidrato de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, Thermo Scientific, CAS# 51805-45-9) y 2 equivalentes de
agua destilada. Después de 2 h a temperatura ambiente, se afiadieron 12 equivalentes de 2,2'-ditiodipiridina (Aldrithiol-2,
Sigma Aldrich, CAS# 2127-03-9) y la solucion se agité a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccién se
dializé luego contra 5 | de agua destilada en un tubo de dialisis MWCO 3500 Da durante 48 h, durante las cuales el agua
destilada se cambi6 4 veces. La carga de piridildisulfuro en el PEG de 8 brazos se cuantifico por reduccién en TCEP 25
mM en HEPES 100 mM, pH 8,0, y se midieron los espectros UV-vis a 343 nm para controlar la presencia del grupo saliente
de piridina-2-tiona.

Para la sintesis de PEG-piridildisulfuro-ALEXAFLUORG647 de 8 brazos, se disolvié PEG-tioacetato de 8 brazos en DMF y
se desprotegid con 1,05 equivalentes de metdxido de sodio (Sigma Aldrich, CAS# 124-41-4) durante 1 hora a temperatura
ambiente bajo argén en un tubo Schlenk. Para reducir los tioles desprotegidos a tiolatos, se afadieron a la solucién 2
equivalentes de clorhidrato de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, Thermo Scientific, CAS# 51805-45-9) y un volumen igual
de HEPES 100 mM, pH 8,0. Después de 2 h a temperatura ambiente, se afiadieron a la soluciéon 0,125 equivalentes
(equivalente a 1 brazo de 8) de AlexaFluor647-C2-maleimida (Invitrogen). Después de 2 h a temperatura ambiente, se
afiadieron 12 equivalentes de 2,2-ditiodipiridina (Aldrithiol-2, Sigma Aldrich, CAS# 2127-03-9) y la solucién se agit6 a
temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccion se dializé luego contra 5 | de agua destilada en un tubo de
dialisis MWCO 3500 Da durante 48 h, durante las cuales el agua destilada se cambi6 4 veces. La carga de piridildisulfuro
en el PEG de 8 brazos se cuantificé por reduccion en TCEP 25 mM en HEPES 100 mM, pH 8,0, y se midieron los espectros
UV-vis a 343 nm para controlar la presencia del grupo saliente de piridina-2-tiona.

Los péptidos que contienen tiol se conjugaron con el PEG-piridildisulfuro de 8 brazos mediante la adicion de cantidades
estequiométricas del péptido disuelto en 3 M acuoso de guanidina-HCI (Sigma Aldrich, CAS# 50-01-10), a la solucion
acuosa de PEG-piridildisulfuro de 8 brazos a temperatura ambiente. La conversién de la reacciéon se controlé midiendo
los espectros UV-vis a 343 nm para cuantificar la presencia del grupo saliente de piridina-2-tiona. Si se conjugara mas de
una molécula con el PEG-piridildisulfuro de 8 brazos, el procedimiento de reaccién se repite con la nueva molécula en el
mismo recipiente. Una vez que se completd la conjugacion, la mezcla de reaccién se desald en una columna de desalacion
ZEBASPIN (Thermo Scientific), y el producto purificado se almacend en las condiciones estériles apropiadas.

La induccién de tolerancia hacia OVA podria demostrarse para el conjugado de PEG-ERY1/MIS-SIINFEKL de 8 brazos
(SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) administrandolo por via intravenosa o extravascular a los ratones. Esta prueba también
indicaria la induccion de tolerancia en humanos mediante el uso de ligandos especificos de humanos. En tal demostracion,
un numero predeterminado de dias después de la administracion, los ratones se sacrificarian y los ganglios linfaticos, el
bazo y la sangre se extraerian para el andlisis. Los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos se
colocan en placas y se reestimulan durante 3 dias ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), y su regulacion
negativa de la expresion de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4, y la regulacion positiva de TGF-$1, que son evidencia establecida
de tolerancia, se miden por ELISA. La tincién intracelular de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4 se realiza mediante el uso de la
citometria de flujo en los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos después de 6 h de la reestimulacion
ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3). Ademas, la citometria de flujo se usa para caracterizar los perfiles
de expresion de CD4, CD8 y las células T reguladoras de los ganglios linfaticos, el bazo y las células derivadas de la
sangre. Ademas, se toman muestras de sangre de ratones en diferentes momentos para medir las respuestas de
anticuerpos humorales hacia el antigeno OVA. Un experimento variante de la reestimulacion ex vivo se realiza para
determinar si se ha establecido la tolerancia sistémica. Los ratones se administran con conjugado de PEG-ERY1/MIS-
SIINFEKL de 8 brazos (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) como se describi6 anteriormente, OVA se vuelve a administrar 9 dias
después con un adyuvante (lipopolisacarido, adyuvante completo de Freud, alumbre u otro), y la capacidad de respuesta
de los esplenocitos al antigeno OVA se evalua por ELISA y/o citometria de flujo como se describié anteriormente. La
formulacién del conjugado de PEG-ERY 1-SIINFEKL de 8 brazos (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3) hara que los esplenocitos no
respondan a la segunda estimulacion con la OVA y el adyuvante, que es un método para ilustrar el establecimiento efectivo
de la tolerancia sistémica. Después de la administracion inicial de las formulaciones del conjugado de PEG-ERY1/MIS-
SIINFEKL de 8 brazos (SIINFEKL: SEQ ID NO: 3), se podrian realizar experimentos de estimulacion in vivo similares con
lineas celulares transgénicas para demostrar aun mas la tolerancia, tal como la transferencia adoptiva con células T OT-
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I, similar a los estudios descritos en detalle en el Ejemplo 3. Para demostrar la tolerancia inmunitaria en modelos de
ratones de autoinmunidad o desinmunizacién de las moléculas terapéuticas, se pueden realizar constructos de PEG de 8
brazos analogos a los antigenos relevantes como se describid en la presente descripcion con SIINFEKL (SEQ ID NO: 3).

Ejemplo 8: Induccion de tolerancia inmunolégica especifica al antigeno a través de la unién no covalente a los eritrocitos
con el antigeno conjugado con aptamero

Los métodos pueden realizarse mediante el uso de otros reactivos de bioafinidad que no sean anticuerpos para medir su
capacidad de inducir tolerancia inmunolégica a través de la unién no covalente a los eritrocitos. Otros grupos de afinidad
basados en proteinas, tales como las proteinas disefiadas repetidas de anquirina (DARPiIns) (Steiner, Forrer, y otros,
2008), las proteinas disefiadas repetidas de armadillo (Parmeggiani, Pellarin, y otros, 2008), los dominios de fibronectina
(Hackel, Kapila, y otros, 2008), y los andamios de afinidad de nudo cisteina (knottin) (Silverman, Levin, y otros, 2009) se
seleccionan para aquellos que muestran afinidad de unién a los eritrocitos.

La seleccioén de la biblioteca para descubrir los aptameros de ADN/ARN de alta afinidad hacia los eritrocitos se lleva a
cabo mediante el uso del método bien establecido de evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial
(SELEX) (Archemix, Cambridge, MA, Estados Unidos) (Sampson, 2003). Tras el descubrimiento de nuevas secuencias
de ADN/ARN que se unen a los eritrocitos con alta afinidad, se sintetizan quimicamente para incluir un grupo reactivo
quimico adicional en su terminal 3' o 5' para la conjugacion con un antigeno y/o una nanoparticula/micela polimérica. El
aptamero sintetizado quimicamente, por ejemplo, alberga un grupo NH2 reactivo, que se conjuga a través de la quimica
de conjugacion EDC/NHS con los grupos COOH presentes en el complejo de nanoparticula o antigeno o nanoparticula-
antigeno, para generar un unico bioconjugado que comprende el aptamero de unién a los eritrocitos y el antigeno o
antigeno-nanoparticula. Se intentan varias técnicas de conjugacion quimica alterando los grupos reactivos ortogonales y
los esquemas de conjugacion tanto en el aptamero, antigeno y/o antigeno-nanoparticula.

Para demostrar la induccion de tolerancia hacia OVA, el conjugado de OVA-aptamero u OVA-nanoparticula-aptamero se
administra por via intravenosa o extravascular a los ratones. En un nimero predeterminado de dias después de la
administracion, se sacrifican los ratones y se recogen los ganglios linfaticos, el bazo y la sangre para su analisis. Los
esplenocitos y las células derivadas de los ganglios linfaticos se colocan en placas y se reestimulan durante 3 dias ex vivo
con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3), y su regulacion negativa de la expresion de IFNy, IL-17a, IL-2 e IL-4, y
la regulacion positiva de TGF-$1, que son evidencia establecida de tolerancia, se mide por ELISA. La tincion intracelular
de IFNy, IL-173a, IL-2 e IL-4 se realiza mediante el uso de la citometria de flujo en los esplenocitos y las células derivadas
de los ganglios linfaticos después de 6 h de la reestimulacion ex vivo con OVA y/o péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 3).
Ademas, la citometria de flujo se usa para caracterizar los perfiles de expresion de CD4, CD8 y las células T reguladoras
de los ganglios linfaticos, el bazo y las células derivadas de la sangre. Ademas, se toman muestras de sangre de ratones
en diferentes momentos para medir las respuestas de anticuerpos humorales hacia el antigeno OVA. Un experimento
variante de la reestimulacion ex vivo se realiza para determinar si se ha establecido la tolerancia sistémica. Los ratones
se administran con conjugado de OVA-anticuerpo u OVA-anticuerpo-nanoparticula como se describié anteriormente, OVA
se vuelve a administrar 9 dias después con un adyuvante (lipopolisacarido, adyuvante completo de Freud, alumbre u otro),
y la capacidad de respuesta de los esplenocitos al antigeno OVA se evalta por ELISA y/o citometria de flujo como se
describié anteriormente. Se espera que las formulaciones de OVA-anticuerpo y/u OVA-anticuerpo-nanoparticula hagan
que los esplenocitos no respondan a la segunda estimulacion con la OVA y el adyuvante, lo que ilustra el establecimiento
efectivo de la tolerancia sistémica. Después de la administracion inicial con las formulaciones de OVA-aptamero y/u OVA-
aptamero-nanoparticula, se realizaran experimentos de estimulacién in vivo similares con lineas celulares transgénicas
para demostrar la tolerancia, tal como la transferencia adoptiva con células T OT-I, similar a los estudios descritos en
detalle en el Ejemplo 3. Para demostrar la tolerancia inmunitaria en modelos de ratén de autoinmunidad o desinmunizacion
de las moléculas terapéuticas, se realizan constructos de aptameros analogos a los antigenos relevantes como se
describié en la presente descripcion con la OVA.

Ejemplo 9: Caracterizacion de la union a los eritrocitos humanos

Para caracterizar los péptidos seleccionados presentados en bacterias que se unen a los eritrocitos humanos en un
contexto no presentado en células, los péptidos se sintetizaron quimicamente y se conjugaron con la proteina fluorescente
aloficocianina (APC). De esta manera, la capacidad de unién a los eritrocitos de cada péptido se caracterizé en un contexto
soluble, es decir, como un conjugado de proteinas. Como se demuestra en la Figura 6, los péptidos ERY64, ERY123 y
ERY141 se unen a los eritrocitos humanos como conjugados de APC

Método de conjugacion de APC-péptido

Los péptidos se ordenaron y se sintetizaron por encargo a través de la sintesis estandar de péptidos fmoc en fase solida
de PolyPeptide Group (Estrasburgo, Francia). Se afiadieron 10 equivalentes de péptido disuelto en 3 M guanidina-HCI a
2 mg/ml de APC activada con maleimida (InnovaBiosciences, Cambridge, Reino Unido) en PBS. Después de una
incubacion de 4 h a 4 °C, la reaccién se desal6é en una columna de desalacion ZEBA de 2 ml (Thermo Scientific) y se
almacené a4 °C.

Cuantificacion de la union a los eritrocitos por el método de la citometria de flujo
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La sangre humana recién aislada se disolvié 100 veces en PBS suplementado con 20 mg/ml de BSA. Se afiadieron 5x10°
eritrocitos a 150 yl de conjugado de APC-péptido 1 uM y se incubaron a 37 °C durante 45 minutos. Las células se lavaron
exhaustivamente en PBS + 20 mg/ml de BSA y se analizaron para determinar la fluorescencia de APC en un citémetro de
flujo CyAn ADP (Beckman Coulter).

Ejemplo 10: Induccion de la tolerancia inmunolégica especifica al antigeno a través de la unioén a los eritrocitos con el
antigeno fusionado con el anticuerpo de cadena sencilla

Se generd una fusidon recombinante de un scFv con el dominio inmunodominante MHC-I de OVA, SIINFEKL. EI scFv
resultante (en la presente descripcion denominado TER119-SIINFEKL) se unié a los eritrocitos de ratén, como se
demuestra por la citometria de flujo en la Figura 7.

Dado que ERY1-OVA ya se ha demostrado en la presente descripcion que induce esta tolerancia, es un sistema util para
caracterizar eventos inmunolégicos. Se determiné que la unién de ERY1-OVA a los eritrocitos condujo a una presentacion
cruzada eficaz del epitopo inmunodominante MHC | de OVA (SIINFEKL) por las células presentadoras de antigeno (APC)
y el cebado cruzado correspondiente de células T reactivas. Las células T CD8* OT-l (CD45.2") marcadas con CFSE se
transfirieron adoptivamente a ratones CD45.1*, y luego se midio la proliferacion de células T CD8" OT-l durante 5 dias
después de la administracion intravenosa de 10 ug de OVA, 10 ug de ERY1-OVA, una dosis equimolar de TER119-
SIINFEKL o una dosis equimolar de SIINFEKL. La proliferacion de células T CD8* OT-I, determinada por dilucién de CFSE
fluorescente, medido por citometria de flujo, aumentd notablemente en ratones a los que se administré TER119-SIINFEKL
en comparacion con ERY1-OVA u OVA (Figura 8), lo que demuestra que la unién a los eritrocitos aumento el cebado
cruzado de las células T CD8" especificas al antigeno en comparacion con el antigeno soluble SIINFEKL.

Para distinguir las células T que se expanden en un fenotipo efector funcional de las que se expanden y eliminan, se
analizaron las células T CD8" OT-I proliferantes para anexina-V, como un sello distintivo de la apoptosis y, por lo tanto, la
eliminacion, asi como también el agotamiento por el marcador de muerte programada-1 (PD-1). TER119-SIINFEKL y
ERY1-OVA indujeron niumeros mucho mas altos de células T CD8" OT-I proliferantes anexina-V*y PD-1* que OVA (Figura
9).

Mediante el uso de un modelo de tolerancia a la estimulacion OT-I establecido (Liu, lyoda, y otros, 2002), se demostro la
capacidad de TER119-SIINFEKL y ERY1-OVA para prevenir respuestas inmunitarias posteriores a la estimulacion con el
antigeno mediado por vacuna, incluso con una estimulacion que implica un adyuvante derivado de bacterias muy fuerte.
Para inducir tolerancia, se administraron por via intravenosa 10 ug de OVA o ERY1-OVA, o una dosis equimolar de
TER119-SIINFEKL a los 1 y 6 dias después de la transferencia adoptiva de células T CD8* OT-l1 (CD45.2*) a ratones
CD45.1*. Después de 9 dias adicionales para permitir la eliminacién potencial de las células T transferidas, los ratones
receptores se estimularon con OVA y adyuvante con lipopolisacarido (LPS) mediante inyeccion intradérmica. La
caracterizacion de las células de los ganglios linfaticos de drenaje y del bazo, asi como sus respuestas inflamatorias 4
dias después de la estimulacion, permitieron determinar si la eliminacién tuvo lugar o no.

La administracion intravenosa de TER119-SIINFEKL o ERY1-OVA resultdé en las reducciones profundas en las
poblaciones de células T CD8* OT-l en los ganglios linfaticos de drenaje y el bazo en comparacién con los ratones
administrados con OVA sin modificar antes de la estimulacion con el antigeno con LPS, lo que demuestra la tolerancia a
la eliminacion. Los ganglios linfaticos de drenaje de los ratones tratados con ERY1-OVA contenian 11 veces menos células
T CD8" OT-l en comparacion con los ratones tratados con OVA, y 39 veces menos que los ratones de control de la
estimulacion que no recibieron las inyecciones intravenosas del antigeno; las respuestas en las células del bazo fueron
similares. Los ganglios linfaticos de drenaje de los ratones tratados con TER119-SIINFEKL contenian 13 veces menos
células T CD8" OT-l en comparacion con los ratones tratados con OVA, y mas de 42 veces menos que los ratones de
control de la estimulacién que no recibieron las inyecciones intravenosas del antigeno; las respuestas en las células del
bazo fueron similares. Esta eficaz eliminacion clonal exhibida en los ratones administrados con TER119-SIINFEKL o
ERY1-OVA apoyo las observaciones anteriores del cebado cruzado de células T CD8* OT-I (Figura 8) y ademas mostro
que el cebado cruzado se produjo en ausencia de la presentacion de APC de las moléculas coestimuladoras para conducir
a la tolerancia a la eliminacion.

Para evaluar aun mas la respuesta inmunitaria después de la estimulacion con el antigeno, la naturaleza inflamatoria de
las células residentes de los ganglios linfaticos y el bazo se caracterizd por la expresion del interferon-y (IFNy) por las
células T CD8* OT-I (Figura 10). Después de la estimulacion con OVA y LPS, los ganglios linfaticos de los ratones
previamente tratados con ERY1-OVA albergaban 10 veces menos células que expresan IFNy en comparacion con los
ratones de control de la estimulacion (que previamente no recibieron antigeno), y mas de 4 veces menos células que
expresan IFNy en comparacion con los ratones previamente tratados con una dosis equivalente de OVA. Después de la
estimulacion con OVA y LPS, los ganglios linfaticos de los ratones previamente tratados con TER119-SIINFEKL
albergaron 33 veces menos células que expresan IFNy en comparacion con los ratones de control de la estimulacion (que
previamente no recibieron antigeno), y mas de 14 veces menos células que expresan IFNy en comparacién con los
ratones previamente tratados con una dosis equivalente de OVA, lo que demuestra la importancia de la unién a los
eritrocitos en la proteccion tolerogénica a la estimulacion; las respuestas en las células del bazo fueron similares.

Métodos animales
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Las autoridades veterinarias suizas aprobaron previamente todos los procedimientos con animales. Se criaron ratones
C57BL/6-Tg (TcraTcrb) 1100Mjb (OT-l) (Jackson Labs) en el EPFL Animal Facility, y se usaron hembras para el
aislamiento de los esplenocitos a las 6-12 semanas de edad. Se usaron ratones hembra B6.SJL-Ptprc?Pepc’/Boy
(CD45.1) de 8-12 semanas de edad (Charles River) como hospederos receptores para la transferencia adoptiva de células
T CD8* OT-l y los estudios de induccion de tolerancia.

Disefio de péptidos y métodos de sintesis.

El péptido ERY1 (H2N-WMVLPWLPGTLDGGSGCRG-CONH,) (SEQ ID NO: 128) se sintetizd6 mediante el uso de la
quimica estandar f-moc en fase sélida mediante el uso de la resina TGR (Nova Biochem) en un manipulador automatico
de liquidos (Chemspeed). La secuencia subrayada es la secuencia ERY1 12-mer que descubrimos previamente mediante
la presentacion en fagos como un elemento que se une a la glicoforina-A de ratén (Kontos y Hubbell, 2010). La region
GGSG sirvio como un conector para el residuo de cisteina usado para la conjugacion; el residuo de arginina flanqueante
sirvié para disminuir el pKa y asi aumentar la reactividad del residuo de cisteina (Lutolf, Tirelli, y otros, 2001). El péptido
se escindio de la resina durante 3 h en 95 % de acido trifluoroacético, 2,5 % de etanoditiol, 2,5 % de agua y se precipitd
en éter dietilico helado. La purificacion se realizé en una HPLC-MS preparativa (Waters) mediante el uso de una columna
de fase inversa C18 (Perspective Biosystems).

Métodos de conjugacion de ERY1-antigeno

Se hicieron reaccionar 10 equivalentes molares de succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC,
CAS# 64987-85-5, Thermo Scientific) disueltos en dimetilformamida con 5 mg/ml de OVA libre de endotoxinas (<1 UE/mg)
(Hyglos GmbH) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de desalar en una columna de centrifugacion
ZEBA Desalt de 2 ml (Thermo Scientific), se afiadieron 10 equivalentes de péptido ERY1 disuelto en guanidina-HCI 3 M
y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. El conjugado se desalé mediante el uso de columnas de
centrifugacion Zeba Desalt de 2 ml, se filtraron estériles 0,2 um, se dispensaron en alicuotas de trabajo y se almacenaron
a -20 °C. La concentracion de proteinas se determind mediante BCA Assay (Thermo Scientific). El esquema da como
resultado la conjugacion de la cadena lateral de cisteina en el péptido con las cadenas laterales de lisina en el antigeno.

Métodos de transferencia adoptiva de células T

Las células T CD8* de bazo de raton OT-l (CD45.2*) se aislaron mediante el uso de un kit de seleccion negativa de perlas
magnéticas CD8 (Miltenyi Biotec) segun las instrucciones del fabricante. Las células CD8* OT-I recién aisladas se
resuspendieron en PBS y se marcaron con éster succinimidil carboxifluoresceina 1 yM (CFSE, Invitrogen) durante 6
minutos a temperatura ambiente, y la reaccion se inactivd durante 1 minuto con un volumen igual de IMDM con FBS al 10
% (Gibco). Las células se lavaron, se contaron y se resuspendieron en IMDM puro antes de la inyeccion. Se inyectaron
3x108 células CD8* OT-I marcadas con CFSE por via intravenosa en la vena de la cola de los ratones receptores CD45.1*,
Para los estudios de proliferacion a corto plazo, se inyectaron 10 ug de ERY1-OVA u OVA, o una dosis equimolar de
TER119-SIINFEKL en un volumen de 100 ul 24 h después de la transferencia adoptiva. Los esplenocitos se cultivaron 5
dias después de la administracion del antigeno y se tifieron para el analisis por citometria de flujo.

Métodos del modelo de estimulacion y tolerancia OT-I

Se inyectaron 3x10° células T CD8* OT-l marcadas con CFSE en ratones receptores CD45.1* como se describe
anteriormente. A los ratones se les administraron por via intravenosa 10 ug de ERY1-OVA u OVA, o una dosis equimolar
de TER119-SIINFEKL en 100 pl de solucion salina en la vena de la cola, 1 y 6 dias después de la transferencia adoptiva.
Los ratones se estimularon con 5 ug de OVA y 25 ng de LPS de Escherichia coli ultrapuro (InvivoGen) en 25 yl por via
intradérmica en cada almohadilla de la pata trasera (método Hock, dosis total de 10 uyg de OVA 'y 50 ng de LPS), 15 dias
después de la transferencia adoptiva. Los ratones se sacrificaron 4 dias después de la estimulacion, y se aislaron las
células de los ganglios linfaticos de drenaje y del bazo para la reestimulacion. Para el analisis por citometria de flujo de
las citocinas intracelulares, las células se reestimularon en presencia de 1 mg/ml de OVA o 1 ug/ml de péptido SIINFEKL
(Genscript) durante 3 h. Se afadio Brefeldin-A (Sigma, 5 ug/ml) y se reanudo la reestimulacion durante 3 h adicionales
antes de la tincion y el analisis por citometria de flujo.

Anticuerpos y métodos de citometria de flujo

Los siguientes anticuerpos anti-ratén se usaron para la citometria de flujo: CD1d Pacific Blue, CD3¢ PerCP-Cy5.5, CD8a
PE-Cy7, CD45.2 Pacific Blue, IFNy-APC, CD8a APC-eF780, (todos de eBioscience), ademas de la tincion fijable
vivo/muerto (Invitrogen), el kit de marcaje de anexina-V-Cy5 (BioVision). Las muestras se analizaron en un citdmetro de
flujo CyAn ADP (Beckman Coulter). Las células se lavaron primero con PBS, se tifieron durante 20 minutos en hielo con
tincion vivo/muerto, se bloquearon durante 20 minutos en hielo con medio de hibridoma 24G2, se tifieron las superficies
durante 20 minutos en hielo, se fijaron en paraformaldehido al 2 % durante 20 minutos en hielo, se tifieron
intracelularmente en presencia de saponina al 0,5 % durante 45 minutos en hielo, seguido de un lavado final antes del
analisis. Para la tincion de apoptosis, se afiadié anexina-V-Cy5 por 5 minutos antes del analisis.
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Ejemplo 11: Generacion de tolerancia inmunolégica especifica al antigeno hacia las proteinas terapéuticas a través de la
molécula de fusion del antigeno conjugado y el péptido de unidn a los eritrocitos.

Se gener6 una variante de asparaginasa de union a los eritrocitos de raton (ERY1-ASNasa) por conjugacion del péptido
especifico a los eritrocitos de ratdon ERY1 (Kontos y Hubbell, 2010). Para determinar la inmunogenicidad de la
asparaginasa unida a los eritrocitos versus la asparaginasa de tipo salvaje, se realiz6 un estudio para evaluar dos
regimenes, concretamente, la exposicion a un régimen de 2 dosis y un régimen de 6 dosis del conjugado de ERY (ERY1-
ASNase) o la forma nativa (ASPARAGINASE MEDAC, Medac GmbH; que también se usé como materia prima para el
conjugado de ERY1-ASNase). En cada régimen, se administraron 15 ug de ERY1-ASNasa o ASNasa por via intravenosa
cada 2 dias, y se extrajo sangre cada 7 dias.

Después de las exposiciones a las dosis terapéuticas, los titulos de los anticuerpos se midieron en varios momentos,
hasta 21 dias después de la inyeccion final. El resultado es claro al mostrar una gran reduccién en la inmunogenicidad a
través de la conjugacion a los eritrocitos, sin que se observen anticuerpos en lo absoluto en el régimen de 2 dosis y en la
serie de régimen de 6 dosis (Fig. 11). Por el contrario, el tipo salvaje, asparaginasa nativa (como se usa clinicamente en
la actualidad, en el producto ASPARAGINASE MEDAC), indujo inmunidad vigorosa incluso después del régimen de 2
dosis.

Se realizd un estudio de profilaxis para determinar si la asparaginasa de unién a los eritrocitos inducia de buena fe
tolerancia inmunitaria a la asparaginasa de tipo salvaje. Los ratones previamente administrados con asparaginasa clinica
de tipo salvaje se estimularon con una dosis adicional después del inicio de la inmunidad humoral. Los niveles de los
anticuerpos aumentaron o permanecieron altos después de la nueva administracién de la proteina; esto es representativo
de una situacion clinica peligrosa de hipersensibilidad y reacciones de choque hacia el terapéutico. Los ratones tratados
previamente con asparaginasa conjugada con ERY1 no lograron inducir respuestas de anticuerpos potentes incluso
después de seis estimulaciones con asparaginasa de tipo salvaje. En promedio, los ratones inducidos a tolerancia con
asparaginasa de unidn a los eritrocitos desarrollaron aproximadamente 6000 veces menos anticuerpos contra la
asparaginasa clinica de tipo salvaje.

Método de conjugacion de ERY1-ASNasa

Se hicieron reaccionar 10 equivalentes molares de succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC,
CAS# 64987-85-5, Thermo Scientific) disueltos en dimetilformamida con 5 mg/ml de asparaginasa Medac en PBS durante
2 h a temperatura ambiente. Después de la desalacion en una columna de centrifugacién ZEBA Desalt de 2 ml (Thermo
Scientific), se afiadieron 2,5 equivalentes del péptido ERY1 disuelto en guanidina-HCI 3 M y se dejo reaccionar durante 2
h a temperatura ambiente. El conjugado se desalé mediante el uso de columnas de centrifugacion Zeba Desalt de 2 ml,
se filtraron estériles 0,2 uym, se dispensaron en alicuotas de trabajo y se almacenaron a -20 °C. La concentracién de
proteinas se determiné mediante BCA Assay (Thermo Scientific). El esquema da como resultado la conjugacion de la
cadena lateral de cisteina en el péptido con las cadenas laterales de lisina en la proteina.

Deteccion por citometria de flujo del método de union

La sangre humana recién aislada se diluyd 100 veces en PBS suplementado con 20 mg/ml de BSA. Se afiadieron
aproximadamente 500 000 eritrocitos a 100 nM de asparaginasa y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Después del lavado,
las células se incubaron con anti-asparaginasa obtenido en cabra (Abnova) durante 30 minutos en hielo. Después de una
segunda ronda de lavado, las células se incubaron con anticuerpo anti-lgG de cabra conjugado con ALEXAFLUOR488
(Invitrogen) durante 20 minutos en hielo. Después de un lavado final, las células se analizaron en un citometro de flujo
para detectar la asparaginasa unida a los eritrocitos.

Método de administracion de la asparaginasa

Las dosis deseadas de ERY1-ASNasa o ASNasa se prepararon en solucion salina estéril al 0,9 %, y se inyectaron 100 pl
de la solucion en la vena de la cola de los ratones C57BL/6 anestesiados. La sangre se extrajo en momentos
predeterminados, ya sea por puncion en la mejilla o incisiones en la cola. Deteccién de los anticuerpos anti-asparaginasa
por el método del suero El suero de los grupos experimentales se diluyé en serie en PBS y se incub6 durante 2 horas a
temperatura ambiente en placas ELISA recubiertas con ASNasa. Se us6 anti-IlgG de raton conjugada con HRP (Southern
Biotech) como anticuerpo de deteccion.

Ejemplo 12: Reversiéon inmunitaria para generar tolerancia después de la inmunorreaccion

En el caso clinico donde la inmunidad (ejemplificada por la presencia de anticuerpos anti-farmaco) hacia una proteina
terapéutica o proteina de interés ya se ha inducido en el paciente, es deseable revertir la respuesta inmunitaria hacia el
farmaco, permitiendo asi un uso posterior del terapéutico. Nuevamente, la asparaginasa microbiana clinicamente
disponible se us6 en este ejemplo para demostrar la induccion de tolerancia hacia una proteina terapéutica en ratones
con inmunidad preexistente contra asparaginasa. Se generd una variante de asparaginasa de union a los eritrocitos de
raton (ERY1-ASNasa) mediante conjugacion del péptido especifico a los eritrocitos de ratéon ERY1.
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Se realiz6 un estudio cruzado para determinar si la asparaginasa de union a los eritrocitos podria revertir la inmunidad
hacia la asparaginasa clinica. A los ratones se les administraron multiples dosis intravenosas de asparaginasa de tipo
salvaje con dos dias de diferencia. Se detectaron altos niveles de anticuerpos anti-asparaginasa en suero 21 dias después
de la administracion. Los ratones inmunizados se trataron terapéuticamente con regimenes de asparaginasa de union a
los eritrocitos a dosis variables. En ambos regimenes de dosificacion, la asparaginasa conjugada con ERY redujo los
niveles de anticuerpos aproximadamente 10 veces, invirtiendo asi la inmunidad humoral preexistente.

Método de conjugacion de ERY1-ASNasa

Se hicieron reaccionar 10 equivalentes molares de succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC,
CAS# 64987-85-5, Thermo Scientific) disueltos en dimetilformamida con 5 mg/ml de ASPARAGINASE MEDAC en PBS
durante 2 h a temperatura ambiente. Después de la desalacion en una columna de centrifugacion ZEBA Desalt de 2 ml
(Thermo Scientific), se afiadieron 2,5 equivalentes del péptido ERY1 disuelto en guanidina-HCI 3 M y se dejé reaccionar
durante 2 h a temperatura ambiente. El conjugado se desalé mediante el uso de columnas de centrifugacion ZEBA Desalt
de 2 ml, se filtraron estériles 0,2 ym, se dispensaron en alicuotas de trabajo y se almacenaron a -20 °C. La concentracion
de proteinas se determind mediante BCA Assay (Thermo Scientific). El esquema da como resultado la conjugacién de la
cadena lateral de cisteina en el péptido con las cadenas laterales de lisina en la proteina.

Deteccion por citometria de flujo del método de union

La sangre humana recién aislada se diluyd 100 veces en PBS suplementado con 20 mg/ml de BSA. Se afiadieron
aproximadamente 500 000 eritrocitos a 100 nM de asparaginasa y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Después del lavado,
las células se incubaron con anti-asparaginasa obtenido en cabra (Abnova) durante 30 minutos en hielo. Después de una
segunda ronda de lavado, las células se incubaron con anticuerpo anti-lgG de cabra conjugado con ALEXAFLUOR488
(Invitrogen) durante 20 minutos en hielo. Después de un lavado final, las células se analizaron en un citometro de flujo
para detectar la asparaginasa unida a los eritrocitos.

Método de administracion de la asparaginasa

Las dosis deseadas de ERY1-ASNasa o ASNasa se prepararon en solucion salina estéril al 0,9 %, y se inyectaron 100 pl
de la solucion en la vena de la cola de los ratones C57BL/6 anestesiados. La sangre se extrajo en momentos
predeterminados, ya sea por puncion en la mejilla o incisiones en la cola.

Deteccion de anticuerpos anti-asparaginasa por el método del suero

El suero de los grupos experimentales se diluy6 en serie en PBS y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en
placas ELISA recubiertas con ASNasa. Se uso6 anti-IgG de raton conjugada con HRP (Southern Biotech) como anticuerpo
de deteccion.

Ejemplo 13: Desarrollo de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen a los eritrocitos de ratéon y/o humanos

Se han generado varios constructos de antigeno de union a los eritrocitos. Estos incluyen los relacionados con el nivel de
proteina: TER119-SIINFEKL, TER119-ChrA, y TER119-proinsulina. Estos también incluyen los relacionados con el nivel
genético: TER119-SIINFEKL, TER119-ChrA TER119-proinsulina, TER119-uricasa, TER119-InsB9-23, TER119-
ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 80), TER119-H-2kb, TER119-H-2kd, 10F7-SIINFEKL, 10F7-ChrA, 10F7-
proinsulina, y 10F7-micasa.

Métodos

El ARNm del clon del hibridoma TER-119 se obtuvo como regalo del profesor Shozo Izui en la Universidad de Ginebra,
Suiza. La PCR de transcriptasa inversa estandar (RT-PCR) se realizé mediante el uso de SUPERSCRIPT IIl FIRST
STRAND SYNTHESIS SYSTEM (Invitrogen) para generar ADN complementario (ADNc) del clon. Luego se realiz6 la PCR
mediante el uso del siguiente conjunto de cebadores para amplificar especificamente las secuencias de ADN de las
regiones variable pesada (VH) y variable ligera (VL) del anticuerpo:
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO

Cebador

VL-FOR1 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TCC AGC TGA SEQ ID NO:81
CTCAGCC

VL-FOR2 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TTC TCW SEQ ID NO:82
CCCAGTC

VL-FOR3 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGM TMA SEQ ID NO:83
CTCAGTC

VL-FOR4 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGY TRA SEQ ID NO:84
CACAGTC

VL-FOR5 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TRA TGA SEQ ID NO:85
CMC AGT C

VL-FOR6 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTM AGA TRA SEQ ID NO:86
MCC AGT C

VL-FOR7 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTC AGA TGA SEQ ID NO:87
YDC AGT C

VL-FORS8 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TYC AGA TGA SEQ ID NO:88
CACAGAC

VL-FOR9 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TTC TCA SEQ ID NO:89
WCC AGT C

VL-FOR10 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG WGC TSA SEQ ID NO:90
CCCAATC

VL-FOR11 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTS TRA TGA SEQ ID NO:91
CCCARTC

VL-FOR12 AGC CGG CCA TGG CGG AYR TTK TGA TGA SEQ ID NO:92
CCCARAC

VL-FOR13 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA SEQ ID NO:93
CBCAGKC

VL-FOR14 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TAA SEQ ID NO:94
CYCAGGA

VL-FOR15 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA SEQ ID NO:95
CCCAGWT

VL-FOR16 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TTG TGA TGA SEQ ID NO:96
CACAACC

VL-FOR17 AGC CGG CCA TGG CGG AYA TIT TGC TGA SEQ ID NO:97
CTCAGTC

VL-FOR1 8 AGC CGG CCA TGG CGG ARG CTG TTG TGA SEQ ID NO:98
CTC AGG AATC

VL-REV1 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTG ATT SEQ ID NO:99
TCCAGCTTGG

VL-REV2 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TIT ATT SEQ ID NO:100
TCC AGCTTG G

VL-REV3 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTIT ATT SEQ ID NO:101
TCCAACTITG

VL-REV4 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CGT TTC AGC SEQ ID NO:102

TCCAGCTIGG ‘
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador
VL-REV5 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CCT AGG ACA SEQ ID NO:103
GTC AGTTTG G
VL-REV6 GAT GGT GCG GCC GCA GTA CCT AGG ACA SEQ ID NO:104
GTGACCTTIGG
VH-FOR1 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:105
GGC GGA KGT RMA GCT TCA GGA GTC
VH-FOR2 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:106
GGC GGA GGT BCA GCT BCA GCA GTC
VH-FOR3 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:107
GGC GCA GGT GCA GCT GAA GSA STC
VH-FOR4 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:108
GGC GGA GGT CCA RCT GCA ACARTC
VH-FOR5 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:109
GGC GCA GGT YCA GCT BCA GCA RTC
VH-FOR6 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:110
GGC GCA GGT YCA RCT GCA GCA GTC
VH-FOR7 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:111
GGC GCA GGT CCA CGT GAA GCA GTC
VH-FOR8 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:112
GGC GGA GGT GAA SST GGT GGA ATC
VH-FOR9 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:113
GGC GGA VGT GAW GYT GGT GGA GTC
VH-FOR10 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:114
GGC GGA GGT GCA GSK GGT GGA GTC
VH-FOR11 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:115
GGC GGA KGT GCA MCT GGT GGA GTC
VH-FOR12 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:116
GGC GGA GGT GAA GCT GAT GGA RTC
VH-FOR13 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:117
GGC GGA GGT GCA RCT TGT TGA GTC
VH-FOR14 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:118
GGC GGA RGT RAA GCT TCT CGA GTC
VH-FOR15 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:119
GGC GGA AGT GAA RST TGA GGA GTC
VH-FOR16 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:120
GGC GCA GGT TAC TCT RAA AGW GTS TG
VH-FOR17 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:121
GGC GCA GGT CCA ACT VCA GCARCC
VH-FOR18 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:122
GGC GGA TGT GAA CTT GGA AGT GTC
VH-FOR19 GTT ATT GCT AGC GGC TCA GCC GGC AAT SEQ ID NO:123
GGC GGA GGT GAA GGT CAT CGA GTC
VH-REV1 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAA ACG GTG SEQ ID NO:124

ACCGTG GT
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Nombre del Secuencia del cebador (5' a 3') SEQ ID NO
Cebador

VH-REV2 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAG ACT GTG SEQ ID NO:125
AGA GTG GT

VH-REV3 CCC TTG AAG CTT GCT GCA GAG ACA GTG SEQ ID NO:126
ACC AGA GT

VH-REV4 CCC TTG AAG CTT GCT GAG GAG ACG GTG SEQ ID NO:127
ACT GAG GT

Los genes amplificados de VH y VL se digirieron luego con endonucleasas de restriccion (Ncol y Notl para VL, Ndel y
Hindlll para VH), los fragmentos de los genes se purificaron después de la electroforesis en agarosa mediante el uso de
un kit estandar (Zymo Research, Orange, CA, Estados Unidos), y se ligaron en un plasmido de clonacion pMAZ360. El
plasmido de clonacién se secuencid para determinar la secuencia de ADN de los genes de VH y VL de TER119.

Los constructos de ADN del antigeno TER119 y 10F7 se disefiaron y sintetizaron comercialmente y se obtuvieron de
DNA2.0 (Menlo Park, CA, Estados Unidos).

Cada gen de scFv completo final se digiri6 con Sfil y Xhol (NEB, Ipswich, MA, Estados Unidos) y se ligd a los mismos
sitios en el plasmido de expresion de mamifero pSecTagA (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos).

Ejemplo 14: Inducciéon de tolerancia hacia los antigenos diabetogénicos mediante el uso de antigenos de diabetes que
se unen a los eritrocitos

El péptido mimotdpico de cromogranina-A (denominado 1040-p31 o ChrA) se disefid para unirse a los eritrocitos de raton
mediante la fusién de forma recombinante del péptido con scFv TER119 especifico a los eritrocitos de ratén. El scFv
resultante, en la presente descripcion denominado TER119-ChrA, se unié fuertemente a los eritrocitos de ratén (datos no
mostrados). Para estudiar el comportamiento de las células T hacia las variantes del antigeno cromogranina-A, se uso el
raton transgénico NODBDC2.5, que alberga células T especificas para el reconocimiento del antigeno cromogranina-A.
Para determinar si TER119-ChrA se procesé y se mostré en los principales complejos de histocompatibilidad-Il (MHC-II)
de manera suficiente para la preparacion de células T BDC2.5, el antigeno se afiadié a un sistema de cocultivo con células
dendriticas esplénicas BDC2.5 y células T CD4. Como se demostré en la Figura 12, TER119-ChrA se procesé de manera
eficiente y se mostroé el dominio antigénico correcto en MHC-II para estimular la proliferacién especifica al antigeno de las
células T CD4 BDC2.5 transgénicas in vitro que es un requisito para la tolerancia de células T in vivo.

Para determinar las consecuencias de la union a los eritrocitos del autoantigeno en la proliferacion de CD4 in vivo, se
realizé un estudio de proliferacion similar mediante el uso de células T CD4 BDC2.5 marcadas con la molécula
fluorescente CFSE. Después de la transferencia adoptiva de las células T CD4 BDC2.5 marcadas a ratones NOD no
tratados, se administraron por via intravenosa 10 ug de TER119-ChrA o una dosis equimolar de péptido 1040-p31 soluble
libre. Como se demuestra en la Figura 13, los ratones tratados con TER119-ChrA albergaban muchas menos células T
CD4 BDC2.5 no proliferantes tanto en el bazo como en los ganglios linfaticos pancreaticos (pLN) en comparacién con los
ratones tratados con el péptido soluble 1040-p31. Estos datos demuestran que el antigeno de union a los eritrocitos
impulsa la potente sefalizacion y cebado de células T CD4 especificas al antigeno de una manera funcionalmente distinta
del antigeno soluble, de forma similar a las investigaciones exhaustivas de los inventores sobre la tolerancia a la
eliminacion de células T CD8. Tal reducciéon marcada en las células T diabetogénicas sistémicas (bazo) y locales (ganglios
linfaticos pancreaticos) es una clara indicacion positiva de un resultado favorable para el control del inicio de la
enfermedad.

Ejemplo 15: Induccidn de tolerancia hacia la insulina

Como ya se demostro en la presente descripcion (por ejemplo, véase el Ejemplo 14), puede generarse tolerancia hacia
varios antigenos. Este ejemplo describe como puede generarse tolerancia a la insulina. Con el fin de inducir tolerancia
hacia la insulina, que es otro antigeno del islote reconocido por las células T diabetogénicas, la insulina se disefia para
unirse a los eritrocitos de ratén mediante la fusidon recombinante al scFv TER119 especifico a los eritrocitos de ratén. El
scFv resultante, denominado en la presente descripcion TER119-proinsulina, se implementa en el modelo de raton
convencional de T1D de inicio espontaneo, concretamente, el ratén NOD/ShiLt. El raton NOD/ShiLt sufre
espontaneamente la destruccién mediada por células inmunitarias del tejido pancreatico productor de insulina, lo que
induce hiperglucemia y aparicion clinica de la enfermedad. De manera similar, la insulina humana y los factores de union
a los eritrocitos humanos pueden usarse para generar tolerancia a la insulina en humanos.

Para demostrar tolerancia en este robusto modelo de ratéon espontdneamente autoinmunitario, se administrara TER119-
proinsulin a ratones jovenes (~3 semanas) a intervalos de tiempo y dosis variables para inactivar y/o eliminar
funcionalmente las células T reactivas a la insulina. Los niveles de glucosa de los ratones tratados se controlan para
evaluar la hiperglucemia y el inicio clinico de la enfermedad. TER119-proinsulin también se usa en modo terapéutico para
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inducir la remisién de la enfermedad. En dicho estudio, la TER119-proinsulina se administra a ratones hiperglucémicos
de inicio reciente a dosis e intervalos de tiempo variables, y se monitorean los niveles de glucosa para evaluar la reduccion
de la hiperglucemia y el retorno a la homeostasis, lo que demuestra la remisién del inicio clinico de la T1D.

Ejemplo 16: Generacion de tolerancia hacia los injertos celulares y los trasplantes mediante el uso de moléculas de MHC
de union a los eritrocitos

A modo de ejemplo, se proporciona un proceso de generacion de tolerancia de injertos. Las moléculas de MHC de union
a los eritrocitos se disefian mediante la conjugacion quimica de péptidos de union a los eritrocitos con dominios de MHC
solubles. Alternativamente, la molécula de MHC puede expresarse de forma recombinante como una fusién con un scFv
especifico a los eritrocitos.

Con el fin de demostrar tolerancia hacia las moléculas de MHC mediante la unién a los eritrocitos, se llevan a cabo
modelos de injerto celular en ratones, tales como injertos de tumor, injertos de piel, trasplantes de islotes y trasplantes de
células hematopoyéticas. En cada estudio, el raton huésped se induce a tolerancia hacia la clase de MHC donante
mediante la administracion de MHC de union a los eritrocitos antes o durante el procedimiento de injerto. La aceptacion
del injerto se monitorea mediante el uso de métodos apropiados para cada estudio; es decir, la medicion del crecimiento
tumoral en los injertos tumorales, el monitoreo de la necrosis tisular o el crecimiento en trasplante de piel, el monitoreo de
la masa de los islotes y la glucemia en trasplantes de islotes, y la caracterizacion del quimerismo en trasplantes de células
hematopoyéticas.

Descripcion adicional

Una modalidad es una composicién para producir inmunotolerancia, la composicién comprende una fusién molecular que
comprende un antigeno tolerogénico y un grupo de unioén a los eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito en
el paciente y de ese modo une el antigeno al eritrocito, en donde la fusién molecular se administra en una cantidad efectiva
para producir inmunotolerancia a una sustancia que comprende el antigeno tolerogénico. Una modalidad es la
composicion en donde la fusién molecular consiste en al menos un grupo de unién a los eritrocitos covalentemente unido
de manera directa al antigeno: por ejemplo, una proteina de fusidon que comprende el grupo y el antigeno. Una modalidad
es la composicion en donde la fusion molecular comprende al menos un grupo de unién a los eritrocitos unido a una
particula que se une o contiene el antigeno, por ejemplo, en donde la particula se elige del grupo que consiste en una
microparticula, una nanoparticula, un liposoma, un polimerosoma y una micela. Una modalidad es el caso en donde el
antigeno tolerogénico comprende una parte de una proteina terapéutica, por ejemplo, la proteina comprende el factor VI
o el factor IX. Una modalidad es el caso en donde el antigeno tolerogénico comprende una parte de una proteina no
humana. Una modalidad es el caso en donde la proteina comprende adenosina desaminasa, L-asparaginasa, rasburicasa,
globulina antitimocitica, L-arginasa y L-metionasa. Una modalidad es el método en donde el paciente es un ser humano
y el antigeno tolerogénico comprende una parte de una proteina que no se encuentra en la naturaleza. Una modalidad es
el caso en donde el paciente es un ser humano y el antigeno tolerogénico comprende un glicano de una proteina que
comprende la glicosilacién no humana. Una modalidad es el caso en donde el antigeno tolerogénico comprende al menos
una parte de un antigeno de trasplante humano. Una modalidad es el caso en donde el antigeno tolerogénico comprende
una parte de una proteina de enfermedad autoinmunitaria humana, por ejemplo, que se elige del grupo que consiste en
preproinsulina, proinsulina, insulina, GAD65, GAD67, |1A-2, |1A-2f3, tiroglobulina, peroxidasa tiroidea, receptor de tirotropina,
proteina basica de mielina, glicoproteina de oligodendrocitos de mielina, proteina proteolipida, colageno I, colageno 1V,
receptor de acetilcolina, metaloproteina de la matriz 1 y 3, chaperona molecular proteina de choque térmico 47, fibrilina-
1, receptor a de PDGF, receptor 8 de PDGF, y proteina nuclear SS-A. Una modalidad es el caso en donde el antigeno
tolerogénico comprende una parte de un alimento humano, por ejemplo, se elige del grupo que consiste en conarachina
(Ara h 1), alérgeno Il (Ara h 2), aglutinina de arachis (Ara h 6), a-lactalbumina (ALA), lactotransferrina, gluteina, gluteina
de bajo peso molecular, a- y y-gliadina, hordeina, secalina y avenina. Una modalidad es el caso en donde el grupo de
unioén a los eritrocitos se elige del grupo que consiste en un ligando peptidico que se selecciona del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, y SEQ ID NO: 17. Un ejemplo es
el caso en donde el grupo de union a los eritrocitos comprende un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un scFv
derivado de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un eritrocito, donde se elige el hibridoma del grupo que
consiste en BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, BRIC 18, BRIC 39, BRIC 66, BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87, BRIC
108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 126, BRIC 128, BRIC 145, BRIC 155, BRIC 157, BRIC 163, BRIC 170, BRIC
198, BRIC 203, BRIC 216, BRIC 220, BRIC 221, BRIC 222, BRIC 229, BRIC 230, BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256, BRAC
17, BRAC 18, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 11, BGRL 100, BRAD 3, BIRMA D6, BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3, 84B;
6A7; COE; o KZ1. Una modalidad es el caso en donde el grupo de unién a los eritrocitos se une especificamente a una
biomolécula que se elige del grupo que consiste en banda 3 (CD233), aquaporina-1, Glut-1, antigeno Kidd, RhAg/Rh50
(CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx, glicoforina A, glicoforina B (CD235b), glicoforina C
(CD235c), glicoforina D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCi (CD234), CR1 (CD35), DAF (CD55), globosida, CD44,
ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/neurotelina (CD147), JMH, glicosiltransferasa,
Cartwright, Dombrock, C4 A/CAB, Scianna, MER2, estomatina, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139 y antigeno H
(CD 173). El antigeno tolerogénico puede comprender un mimotopo. Un ejemplo es el caso en donde el scFv comprende
una parte o la totalidad de 10F7, por ejemplo, una o mas de una cadena ligera de 10F7 y/o una cadena pesada de 10F7
y/o una variante de mayor afinidad de una cadena ligera de 10F7 y/o una cadena pesada de 10F7. Una modalidad es la
composicion en donde el grupo de unién a los eritrocitos comprende un ligando peptidico que comprende al menos 5
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residuos de aminoacidos consecutivos de una secuencia que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras de estas, en
donde dicha secuencia se une especificamente a un eritrocito.

Una modalidad es una composicién que comprende una fusion molecular que comprende un antigeno tolerogénico y un
grupo de union a los eritrocitos que se une especificamente a un eritrocito en el paciente y, por lo tanto, une el antigeno
al eritrocito, en donde el grupo de union a los eritrocitos se une covalentemente al antigeno. Otro caso es el caso en donde
la fusién molecular comprende el grupo de union a los eritrocitos unido a una particula que se une al antigeno, por ejemplo,
una microparticula, una nanoparticula, un liposoma, un polimerosoma o una micela. Ejemplos de un antigeno tolerogénico
son: una parte de una proteina terapéutica, una parte de una proteina no humana, una parte (incluida la parte completa,
es decir, toda) de una proteina que no se encuentra de forma natural en un ser humano, un glucano de una proteina que
comprende glicosilacion no humana, una parte de un antigeno autoinmunitario humano, una parte de un alimento humano.
Una modalidad es la composicion en donde el grupo de unién a los eritrocitos se elige del grupo que consiste en un
ligando peptidico, el ligando peptidico comprende al menos 5 residuos de aminoacidos consecutivos de una secuencia
que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras de estas, en donde dicha secuencia se une especificamente a un
eritrocito. El grupo de unién a los eritrocitos puede ser uno que comprenda un ligando peptidico que tenga una constante
de disociacién de entre aproximadamente 10 yM y 0,1 nM segun lo determinado por las medidas de equilibrio de unién
entre el péptido y los eritrocitos. Un ejemplo es el caso en donde el grupo de unién a los eritrocitos comprende un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un scFv derivado de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un eritrocito,
donde se elige el hibridoma del grupo que consiste en BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, BRIC 18, BRIC 39,
BRIC 66, BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87, BRIC 108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 126, BRIC 128, BRIC 145, BRIC
155, BRIC 157, BRIC 163, BRIC 170, BRIC 198, BRIC 203, BRIC 216, BRIC 220, BRIC 221, BRIC 222, BRIC 229, BRIC
230, BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256, BRAC 17, BRAC 18, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 11, BGRL 100, BRAD 3, BIRMA D6,
BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3, 84B; 6A7; COE; o KZ1. Una modalidad es el caso en donde el grupo de unién a los
eritrocitos se une especificamente a una biomolécula que se elige del grupo que consiste en banda 3 (CD233),
aquaporina-1, Glut-1, antigeno Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx,
glicoforina A, glicoforina B (CD235b), glicoforina C (CD235c), glicoforina D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCI (CD234),
CR1 (CD35), DAF (CD55), globosida, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99),
EMMPRIN/neurotelina (CD147), JMH, glicosiltransferasa, Cartwright, Dombrock, C4 A/CAB, Scianna, MER2, estomatina,
BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108, CD139 y antigeno H (CD 173). El antigeno tolerogénico puede comprender un
mimotopo.

Las composiciones tolerogénicas pueden usarse para tratar una afeccion patoldgica, por ejemplo, una afeccion patologica
que se elige del grupo que consiste en rechazo de trasplante, enfermedad autoinmunitaria, alergia alimentaria y respuesta
inmunitaria contra un agente terapéutico.

Una modalidad es una composicién farmacéuticamente aceptable para su uso en la reversién inmunitaria de una
respuesta inmunitaria contra una sustancia que comprende una molécula de fusién que comprende un grupo de union a
los eritrocitos y un antigeno de la sustancia. La composicion puede tener el antigeno tolerogénico que se elige, por
ejemplo, del grupo que consiste en una proteina, una parte de una proteina, una proteina humana o una parte de esta,
una proteina no humana o una parte de esta, un glicano, un glicano de una proteina que comprende glicosilaciéon no
humana, un antigeno autoinmunitario humano, una proteina terapéutica para un humano o una parte de esta, y una parte
de un alimento humano. La composicidon puede tener el antigeno tolerogénico que se elige, por ejemplo, del grupo que
consiste en proteinas deficientes por enfermedad genética, proteinas con glicosilacion no humana, proteinas no humanas,
proteinas sintéticas que no se encuentran de forma natural en humanos, antigenos alimentarios humanos, antigenos de
trasplante humano y antigenos autoinmunitarios humanos. El grupo de unién a los eritrocitos puede proporcionar que se
una especificamente a una biomolécula que se elige del grupo que consiste en banda 3 (CD233), aquaporina-1, Glut-1,
antigeno Kidd, RhAg/Rh50 (CD241), Rh (CD240), Rh30CE (CD240CE), Rh30D (CD240D), Kx, glicoforina A, glicoforina
B (CD235b), glicoforina C (CD235c), glicoforina D (CD235d), Kell (CD238), Duffy/DARCIi (CD234), CR1 (CD35), DAF
(CD55), globosida, CD44, ICAM-4 (CD242), Lu/B-CAM (CD239), XG1/XG2 (CD99), EMMPRIN/neurotelina (CD147), JMH,
glicosiltransferasa, Cartwright, Dombrock, C4 A/CAB, Scianna, MER2, estomatina, BA-1 (CD24), GPIV (CD36), CD108,
CD139 y antigeno H (CD 173). El grupo de unién a los eritrocitos puede elegirse del grupo que consiste en un ligando
peptidico, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo y un dominio de unién al antigeno de cadena sencilla (scFv). El
grupo de union a los eritrocitos puede prepararse de modo que comprenda un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o
un scFv derivado de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un eritrocito, donde se elige el hibridoma del grupo
que consiste en BRIC 4, BRIC 5, BRIC 6, BRIC 10, BRIC 14, BRIC 18, BRIC 39, BRIC 66, BRIC 68, BRIC 69, BRIC 87,
BRIC 108, BRIC 110, BRIC 111, BRIC 125, BRIC 126, BRIC 128, BRIC 145, BRIC 155, BRIC 157, BRIC 163, BRIC 170,
BRIC 198, BRIC 203, BRIC 216, BRIC 220, BRIC 221, BRIC 222, BRIC 229, BRIC 230, BRIC 231, BRIC 235, BRIC 256,
BRAC 17, BRAC 18, BGRL 1, BGRL 2, BGRL 11, BGRL 100, BRAD 3, BIRMA D6, BIRMA D10, BIRMA K3, BIRMA K3,
84B; 6A7; COE; o KZ1.

Las modalidades incluyen una molécula de fusiéon que comprende un grupo de unién a los eritrocitos y un antigeno de
asparaginasa. Como es evidente por las multiples revelaciones de los grupos de union a los eritrocitos, hay muchas
opciones para lo mismo, que incluyen: un ligando peptidico de unién que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones
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conservadoras de estas, en donde dicha secuencia se une especificamente a un eritrocito. Dicha composicién que
comprende la molécula de fusidon puede usarse para inducir tolerancia a la asparaginasa.

Las modalidades incluyen una molécula de fusién que comprende un grupo de unién a los eritrocitos y un antigeno de
cromogranina-A. El antigeno puede ser un mimotopo o una parte o la totalidad de una cromogranina-A. Como es evidente
por las multiples revelaciones de los grupos de unién a los eritrocitos, hay muchas opciones para lo mismo, que incluyen:
un ligando peptidico de unidn que se elige del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, y las sustituciones conservadoras de estas, en donde
dicha secuencia se une especificamente a un eritrocito. Dicha composicidon que comprende la molécula de fusion puede
usarse para inducir tolerancia a la cromogranina A y/o para prevenir la diabetes o reducir la progresion de una enfermedad
de la diabetes.

Otra instancia es una composicion que comprende un grupo de union a los eritrocitos que se une especificamente a un
eritrocito unido a una entidad que se elige del grupo que consiste en un polimero sintético, un polimero sintético ramificado
y una particula. La particula puede ser, por ejemplo, una microparticula, una nanoparticula, un liposoma, un polimerosoma
y una micela. La composiciéon puede comprender ademas un antigeno tolerogénico, un agente terapéutico o un ligando
de migracion al tumor.

Un ejemplo es un dominio de unién al antigeno de cadena sencilla (scFv) que comprende un ligando peptidico que se une
especificamente a un eritrocito. El péptido puede unirse al scFv o disponerse en una parte del conector. Pueden incluirse
uno o mas de los ligandos peptidicos.

Todas las solicitudes de patentes, las patentes y las publicaciones mencionadas en la presente descripcion se incorporan
por la presente descripcion como referencia para todos los fines en la presente descripcion; en caso de conflicto, la
especificacion instantanea controla.
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Listado de secuencias

<110> Ecole Polytechnique Federale de Lausanne

<120> PRODUCTOS TERAPEUTICOS DE UNION A LOS ERITROCITOS

<130> 2968.07W0O02

<150> 13/206034
<151>2011-08-09

<160> 128

<170> PatentIn versiéon 3.5
<210> 1

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 1

Trp Met Val Leu Pro Trp Leu Pro Gly Thr Leu Asp

1 5

<210> 2

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de control

<400> 2

10

Pro Leu Leu Thr Val Gly Met Asp Leu Trp Pro Trp

1 5

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Epitopo

<400> 3

Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu
1 5

<210> 4

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10

47



10

15

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 4

Gly Gln Ser Gly Gln Pro Asn Ser Arg Trp Ile Tyr Met Thr Pro Leu

1 5
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10

Ser Pro Gly Ile Tyr Arg Gly Ser Ser Gly Gly Ser

20

<210>5

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 5

15

Gly Gln Ser Gly Gln Ser Trp Ser Arg Ala Ile Leu Pro Leu Phe Lys
1 5 10 15

Ile Gln Pro Val Gly Ser Ser Gly Gly Ser
20 25

20

25

30

35

40

45

<210> 6

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 6

Gly Gln Ser Gly Gln Tyr Ile Cys Thr Ser Ala Gly Phe Gly Glu Tyr

1 5

10

Cys Phe Ile Asp Gly Ser Ser Gly Gly Ser

20

<210>7

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 7

Gly Gln Ser Gly Gln Thr Tyr Phe Cys Thr Pro Thr Leu Leu Gly Gln

1 5

10

Tyr Cys Ser Val Gly Ser Ser Gly Gly Ser

20 25

<210> 8
<211> 22
<212> PRT

48
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15
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 8

Gly Gln Ser Gly His Trp His Cys Gln Gly Pro Phe Ala Asn Trp Val
1 5 10 15

Gly Ser Ser Gly Gly Ser
20

<210>9

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 9
Gly Gln Ser Gly Gln Phe Cys Thr Val Ile Tyr Asn Thr Tyr Thr Cys

1 5 10 15

Val Pro Ser Ser Gly Ser Ser Gly Gly Ser
20 25

<210> 10

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 10
Gly Gln Ser Gly Gln Ser Val Trp Tyr Ser Ser Arg Gly Asn Pro Leu
1 5 10 15
Arg Cys Thr Gly Gly Ser Ser Gly Gly Ser
20 25
<210> 11
<211> 17

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 11

Pro Asn Ser Arg Trp Ile Tyr Met Thr Pro Leu Ser Pro Gly Ile Tyr
1 5 10 15

Arg

<210> 12

<211> 15
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 12

Ser Trp Ser Arg Ala Ile Leu Pro Leu Phe Lys Ile Gln Pro Val
1 5 10 15

<210> 13

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 13

Tyr Ile Cys Thr Ser Ala Gly Phe Gly Glu Tyr Cys Phe Ile Asp
1 5 10 15

<210> 14

<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unidn a los eritrocitos

<400> 14

Thr Tyr Phe Cys Thr Pro Thr Leu Leu Gly Gln Tyr Cys Ser Val
1 5 10 15

<210> 15

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 15

His Trp His Cys Gln Gly Pro Phe Ala Asn Trp Val
1 5 10

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 16

Phe Cys Thr Val Ile Tyr Asn Thr Tyr Thr Cys Val Pro Ser Ser
1 5 10 15

<210> 17

<211> 15
<212> PRT

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 17
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Ser Val Trp Tyr Ser Ser Arg Gly Asn Pro Leu Arg Cys Thr Gly

1 5

<210> 18

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico

<400> 18

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 19

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién a los eritrocitos

<400> 19

Trp Met Val Leu Pro Trp Leu Pro Gly Thr Leu Asp Gly Gly Ser Gly
15

1 5
Cys Arg Gly

<210> 20

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de control

<400> 20

Pro Leu Leu Thr Val Gly Met Asp Leu Trp Pro Trp Gly Gly Ser Gly

1 5

Cys Arg Gly

<210> 21

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 21
agccggccat ggcggayatc cagcetgactc agecc 34
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10

10

10
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<210> 22

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 22
agccggccat ggcggayatt gttctcwecece agtc 34

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 23
agccggccat ggcggayatt gtggmtmactc agtc 34

<210> 24

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 24
agccggccat ggcggayatt gtgytracac agtc 34

<210> 25

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 25
agccggccat ggcggayatt gtratgacmce agtc 34

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 26
agccggccat ggcggayatt magatramcc agtc 34

<210> 27

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 27
agccggccat ggcggayatt cagatgayde agtc 34
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<210> 28

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 28
agccggccat ggcggayaty cagatgacac agac 34

<210> 29

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 29
agccggccat ggcggayatt gttctcawce agtc 34

<210> 30

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 30
agccggcecat ggcggayatt gwgctsaccc aatc 34

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 31
agccggccat ggcggayatt stratgacce artc 34

<210> 32

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 32
agccggccat ggcggayrtt ktgatgaccc arac 34

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 33
agccggccat ggcggayatt gtgatgacbc agkc 34
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<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 34
agccggcecat ggcggayatt gtgataacyc agga 34

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 35
agccggccat ggcggayatt gtgatgaccc agwt 34

<210> 36

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 36
agccggccat ggcggayatt gtgatgacac aacc 34

<210> 37

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 37
agccggccat ggcggayatt ttgctgactc agtc 34

<210> 38

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 38
agccggccat ggcggargct gttgtgactc aggaatc 37

<210> 39

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 39
gatggtgcgg ccgcagtacg tttgatttcc agettgg 37
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<210> 40

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 40
gatggtgcgg ccgcagtacg ttttatttcc agettgg 37

<210> 41

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 41
gatggtgcgg ccgcagtacg ttttatttcc aactttg 37

<210> 42

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 42
gatggtgcgg ccgcagtacg tttcagctce agettgg 37

<210> 43

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 43

gatggtgcgg ccgcagtacc taggacagtc agtttgg 37

<210> 44

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 44
gatggtgcgg ccgcagtacc taggacagtg accttgg 37

<210> 45
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 45
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggakgtrmag cttcaggagt ¢ 51

<210> 46
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 46
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtbcag ctbcagcagt ¢ 51

<210> 47

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 47
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce gcaggtgcag ctgaagsast ¢ 51

<210> 48

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 48
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtccar ctgcaacart ¢ 51

<210> 49

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 49
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtycag ctbcagcart ¢ 51

<210> 50

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 50
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtycag ctbcagcart ¢ 51

<210> 51
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 51
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtycar ctgcagcagt ¢ 51

<210> 52
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 52
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtccac gtgaagcagt ¢ 51

<210> 53

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 53
gttattgcta gcggctcage cggcaatggc ggaggtgaas stggtggaat ¢ 51

<210> 54

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 54
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggavgtgawg ytggtggagt ¢ 51

<210> 55

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 55
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggaggtgcag skggtggagt ¢ 51

<210> 56

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 56
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggakgtgcam ctggtggagt ¢ 51

<210> 57
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 57
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtgaag ctgatggart ¢ 51

<210> 58
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 58
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtgcear ctigttgagt ¢ 51

<210> 59

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 59
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggargtraag cttctcgagt ¢ 51

<210> 60

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 60
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaagtgaar sttgaggagt ¢ 51

<210> 61

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 61
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce gecaggttact ctraaagwgt stg 53

<210> 62

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 62
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce gcaggtccaa ctvcagcarc ¢ 51

<210> 63
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 63
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggatgtgaac ttggaagtgt ¢ 51

<210> 64
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 64

ES 2781773 T3

gttattgcta gcggctcage cggcaatggc ggaggtgaag gtcatcgagt ¢ 51

<210> 65

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 65

cccttgaagc ttgctgagga aacggtgacc gtggt 35

<210> 66

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 66
cccttgaagc ttgctgagga gactgtgaga gtggt 35

<210> 67

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 67
cccttgaagc ttgctgcaga gacagtgacc agagt 35

<210> 68

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 68

cccttgaagc ttgctgagga gacggtgact gaggt 35

<210> 69

<211> 747

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ter 119 scFv

<400> 69
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gaggtgaagc
tcctgtgtag
cccggaaaga
gcaccatctg
ctgcagatga
cctaceceggg
gceggtggtg
tccgacattce
actctcaact
cttggagaag
tcaaggttca
cctgaagatt

gggaccaagc

<210> 70
<211> 45
<212> ADN

tgcaggagtc
cctcaggatt
ccatggagtg
tgaggaatag
gcaatatgag
ctgggcttat
gtggttctgg
agatgacgca
gcaaagcaag
ctcccaaagt
gtggcagtgg
ttgccacata

tggaaatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 70

tggaggaggc
cactttcagg
gattggagat
attcacaatc
atctgattac
ggatgecctgg
tggtggtggt
gtctcecttceca
tcagaatatt
cctgatatat

atctggtaca
tttctgettt

acgtact

ES 2781773 T3

ttggtgcaac
gaccactgga
attagacctg
tccagagaca
acagccactt
ggtcaaggaa
tectggeggeg
gtcectgtcetg
aacaagtact
aatacaaaca

gatttcacac

cagcattata

ctggggggtc
tgaattgggt
atggcagtga
atgccaggag
attactgtgt
cctcagtcac
gcggcteegg
catctgtggg
taaactggta
atttgcaaac

tcaccatcag

cttggcccac

actcgcggece cageccggceca tggeggaggt gaagetgeag gagtc 45

<210> 71
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 71

tctgaaactc
ccggcaggcet
cacaaactat
catcctgtac
tagagactca
tgtctectceca
tggtggtgga
agacagagtc
tcagcaaaag
gggcatccca

tagcctgecag

gtttggaggt

ggagccgecg ccgccagaac caccaccacC agaaccacca ccaccggetg aggagacagt

gactg

<210> 72
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 72

ggcggceggceg geteeggtgg tggtggatee gacattcaga tgacgcagtc 50

<210> 73
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
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gactactagg cccccgaggc cagtacgttt gatticcagc t 41

<210> 74
<211> 793
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 10F7 scFv

<400> 74

gttattactc
ggaactggtg
taacagctat
catgattcge
cctgaccegtg
cgatagcgceg
gggccaggge
cggcggcggce
gggcgaaaaa
tcagcagaaa
cggegtgecg
cagcgtggaa
tacctttgge
gggcggeggt
<210>75

<211> 15
<212> PRT

gcggcccage
aaaccgggcg
tttatgcatt
ccgaacggceg
gataaaagca
gtgtattatt
accaccgtga
ggcagcgata
gtgaccatga
agcggcgega
ggccgettta
gcggaagatg
ggcggcacca

tect

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo

<400> 75

cggccatgge
cgagcgtgaa
ggatgaaaca
gcaccaccga
gcaacaccgc
gcgegegetg
ccgtgagcag
ttgaactgac
cctgeegege
gcccgaaact
gcggcagcegyg
cggcgaccta

aactggaaat

ggcgcaggtg
actgagctge
gcgeeeggtg
ttataacgaa
gtatatgcag
ggaaggcagce
cggeggegge
ccagagcccg
gagcagcaac
gtggatttat
cagcggcace
ttattgccag

taaacgecgceg

aaactgcagce
aaagcgagcg
cagggcctgg
aaatttaaaa
ctgaacagcc
tattatgege
ggcagcggeg
gcgattatga
gtgaaatata
tataccagca
agctatagcce
cagtttacca

gcggcggect

agagcggcgce
gctatacctt
aatggattgg
acaaagcgac
tgaccagcgg
tggattattg
gcggcggeag
gcgcgaccect
tgtattggta
acctggcgag
tgaccattag
gcagcccgta

cgggggccga

Ser Gly Leu Glu Gln Leu Glu Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu

1

<210> 76
<211> 819
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 76

10

61

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

793
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gaggtgaagc
tcctgtgtag
cccggaaaga
gcaccatctg
ctgcagatga
cctacccggg
gccggtggtyg
tccgacattce
actctcaact
cttggagaag
tcaaggttca
cctgaagatt
gggaccaagc
ctggagcage
<210> 77

<211>10
<212> PRT

tgcaggagtc
cctcaggatt
ccatggagtg
tgaggaatag
gcaatatgag
ctgggcttat
gtggttctgg
agatgacgca
gcaaagcaag
ctcccaaagt
gtggcagtgg
ttgccacata
tggaaatcaa

tggagtctat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> parte del anticuerpo

<400> 77

tggaggaggc
cactttcagg
gattggagat
attcacaatc

atctgattac

ggatgcctgg
tggtggtggt
gtctccttca
tcagaatatt
cctgatatat
atctggtaca
tttctgettt
acgtactcat

tattaatttc

ES 2781773 T3

ttggtgcaac
gaccactgga
attagacctg
tccagagaca
acagccactt
ggtcaaggaa
tctggeggceg
gtcectgtcetg
aacaagtact
aatacaaaca
gatttcacac
cagcattata
catcaccatc

gaaaaactg

Tyr Val Arg Pro Leu Trp Val Arg Met Glu

1

<210> 78
<211> 804
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 78
gaggtgaagc

tcctgtgtag
cccggaaaga
gcaccatctg
ctgcagatgg
cctacceggg
gccggtggtg
tccgacattce
actctcaact

cttggagaag

tgcaggagtc
cctcaggatt
ccatggagtg
tgaggaatag
gcaatatgag
ctgggcttat
gtggttctgg
agatgacgca
gcaaagcaag

ctcccaaagt

aggaggaggc
cactttcagg
gattggggat
attcacaatc
atctgattac
ggatgcctgg
tggtggtggt
gtctectteca
tcagaatatt

cctggtatat

10

ttggtgcaac
gaccactgga
attagacctg
tccagagaca
acagccactt
ggtcaaggaa
tctggeggeg
gtecctgtetg
aacaagtact

aatacaaaca

ctggggggtc
tgaattgggt
atggcagtga
atgccaggag
attactgtgt
cctcagtcac
gcggcetecgg
catctgtggg
taaactggta
atttgcaaac
tcaccatcag
cttggcccac

atcacggtgg

ctggggggtc
tgaattgggt
atggcagtga
ataccaggag
attactgtgt
cctcagtcac
gcggctceegg
catctgtggg
taaaccggta

atttgcaaac

62

tctgaaactce
ccggcaggcet
cacaaactat
catcctgtac
tagagactca
tgtctcctcea
tggtggtgga
agacagagtc
tcagcaaaag
gggcatccca
tagcctgcag
gtttggaggt

cggttectgge

tctgaaactce
ccggcaggcet
cacaaactat
catcctgtac
tagagactca
tgtctecctceca
tggtggtgga
agacagagtc
tcagcaaaag

gggcatccca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

819

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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tcaaggttca
cctgaagatt
gtgaccaagc
agacctctgt

<210> 79
<211> 1026
<212> ADN

gtggcagtgg
ttgccacata
tggaaatcaa

gggtcagaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 79
gaggtgaagc

tecectgtgtag
cccggaaaga
gcaccatctg
ctgcagatga
cctacceggg
gceggtggtyg
tccgacattce
actctcaact
cttggagaag
tcaaggttca
cctgaagatt
gggaccaagc
aaacagcatc
ggcttttttt
gaactgggcg

cgtggcattg

tacaac
<210> 80
<211>17
<212> PRT

tgcaggagtc
cctcaggatt
ccatggagtg
tgaggaatag
gcaatatgag
ctgggettat
gtggttctgg
agatgacgca
gcaaagcaag
ctcccaaagt
gtggcagtgg
ttgccacata
tggaaatcaa
tgtgcggtcce
ataccccgaa
gcagcceggg

tggatcagtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> scFv

<400> 80

ES 2781773 T3

atctggcaca gatttcacac tcaccatcag tagcctgcag

tttetgettt cagcattata cttggeccac gtttggaggt

acgtactcat catcaccatc atcacggtgg cggttatgtc

ggaa

aggaggaggc
cactttcagg
gattggagat
attcacaatc
atctgattac
ggatgcctgg
tggtggtggt
gtctccttca
tcagaatatt
cctgatatat
atctggtaca
tttectgetcet
acgtactcat
gcatctggtg
aagccgtegt
tgatctgcag

ctgcaccage

ttggtgcaac
gaccactgga
attagacctg
tccagagaca
acagccactt
ggtcaaggaa
tctggeggeg
gtcctgtcetg
aacaagtact
aatacaaaca
gatttcacac
cagcattata
catcaccatc
gaagcgctgt
gaagtggaag
accctggece

atttgcagcecce

ctggggggtc

tgaattgggt
atggcagtga
atgccaggag
attactgtgt
cctecagtcac
gcggcteegg
catctgtggg
taaactggta
atttgcaaac
tcaccatcag
cttggcccac
atcacggtgg
atctggtgtg
atccgcaggt
tggaagtggce

tgtatcagct

tctgaaactc
ccggcaggcet
cacaaactat
catcctgtac
tagagactca
tgtctcectcea
tggtggtgga
agacagagtc
tcagcaaaag
gggcatccca
tagcctgeag
gtttgatggt
cggttttgtg
cggcgaacgt
ggaacagctg
gcgtcagaaa

ggaaaactat

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly

1

Arg

<210> 81

5

10

63

15

660

720

780

804

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 81
agccggccat ggcggayatc cagcetgactc agecc 34

<210> 82

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 82
agccggccat ggcggayatt gttctcwecece agtc 34

<210> 83

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 83
agccggccat ggcggayatt gtgmtmactc agtc 34

<210> 84

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 84
agccggccat ggcggayatt gtgytracac agtc 34

<210> 85

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 85
agccggccat ggcggayatt gtratgacmce agtc 34

<210> 86
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 86
agccggccat ggcggayatt magatramcc agtc 34

<210> 87
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 87
agccggccat ggcggayatt cagatgayde agtc 34

<210> 88

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 88
agccggccat ggcggayaty cagatgacac agac 34

<210> 89

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 89
agccggccat ggcggayatt gttctcawce agtc 34

<210> 90

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 90
agccggccat ggcggayatt gwgctsaccc aatc 34

<210> 91

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 91
agccggcecat ggcggayatt stratgacce artc 34

<210> 92
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 92
agccggccat ggcggayrtt ktgatgaccc arac 34

<210> 93
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 93
agccggccat ggcggayatt gtgatgacbc agkc 34

<210> 94

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 94
agccggccat ggcggayatt gtgataacyc agga 34

<210> 95

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 95
agccggccat ggcggayatt gtgatgaccc agwt 34

<210> 96

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 96
agccggccat ggcggayatt gtgatgacac aacc 34

<210> 97

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 97
agccggccat ggcggayatt ttgctgactc agtc 34

<210> 98
<211> 37

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 98
agccggccat ggcggargct gttgtgactc aggaatc 37

<210> 99
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<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 99
gatggtgcgg ccgcagtacg tttgatttcc agettgg 37

<210> 100

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 100
gatggtgcgg ccgcagtacg ttttatttcc agettgg 37

<210> 101

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 101

gatggtgcgg ccgcagtacg ttttatttcc aactttg 37

<210> 102

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 102
gatggtgcgg ccgcagtacg tttcagctce agettgg 37

<210> 103

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 103

gatggtgcgg ccgcagtacc taggacagtc agtttgg 37

<210> 104

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 104
gatggtgcgg ccgcagtacc taggacagtg accttgg 37

<210> 105

<211> 51
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 105
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggakgtrmag cttcaggagt ¢ 51

<210> 106

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 106
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtbcag ctbcagcagt ¢ 51

<210> 107

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 107
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce gcaggtgcag ctgaagsast ¢ 51

<210> 108

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 108
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtccar ctgcaacart ¢ 51

<210> 109

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 109
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtycag ctbcagcart ¢ 51

<210> 110

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 110
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtycar ctgcagcagt ¢ 51

<210> 111

<211> 51
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 111
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggtccac gtgaagcagt ¢ 51

<210> 112

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 112
gttattgcta gcggctcage cggcaatggc ggaggtgaas stggtggaat ¢ 51

<210> 113

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 113
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggavgtgawg ytggtggagt ¢ 51

<210> 114

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 114
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggaggtgcag skggtggagt ¢ 51

<210> 115

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 115
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggakgtgcam ctggtggagt ¢ 51

<210> 116

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 116
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtgaag ctgatggart ¢ 51

<210> 117

<211> 51
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 117
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaggtgcear ctigttgagt ¢ 51

<210> 118

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 118
gttattgcta gcggctcage cggcaatggc ggargtraag cttctcgagt ¢ 51

<210> 119

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 119
gttattgcta gcggctcage cggcaatggce ggaagtgaar sttgaggagt ¢ 51

<210> 120

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 120
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge gcaggttact ctraaagwgt stg 53

<210> 121

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 121
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggatgtgaac ttggaagtgt ¢ 51

<210> 122

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 122
gttattgcta gcggctcage cggcaatgge ggatgtgaac ttggaagtgt ¢ 51

<210> 123

<211> 51
<212> ADN
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<400> 123
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gttattgcta gcggctcage cggcaatggc ggaggtgaag gtcatcgagt ¢ 51

<210> 124

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 124
cccttgaagc ttgctgagga aacggtgacc gtggt 35

<210> 125

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 125

cccttgacece ttgaagcettg ctgcagagac agtgaccaga gtagcttget gaggagactg

tgagagtggt

<210> 126

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 126
cccttgaagc ttgctgcaga gacagtgacc agagt 35

<210> 127

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 127
cccttgaagc ttgctgagga gacggtgact gaggt 35

<210> 128

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando

<400> 128

71
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Trp Met Val Leu Pro Trp Leu Pro Gly Thr Leu Asp Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Cys Arg Gly

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2781773 T3

REIVINDICACIONES

Una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende:

un antigeno;

un grupo de union a los eritrocitos, en donde el grupo de unién a los eritrocitos es un ligando peptidico que se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16 y SEQ ID NO: 17;

en donde el grupo de union a los eritrocitos se une covalentemente al antigeno.

La composiciéon farmacéuticamente aceptable de la reivindicacion 1, en donde el antigeno se selecciona de los
grupos:

a. insulina, proinsulina, preproinsulina, acido glutamico descarboxilasa-65 (GAD-65), GAD-67, proteina 2 asociada
a insulinoma (lA-2), proteina 2B asociada a insulinoma (IA-23), ICA69, ICA12 (SOX-13), carboxipeptidasa H,
Imogen 38, GLIMA 38, cromogranina-A, HSP-60, carboxipeptidasa E, periferina, transportador de glucosa 2,
proteina asociada a pancreatitis/hepatocarcinoma-intestino-pancreas, S100B, proteina acida fibrilar glial, gen
regenerador |, homeobox duodenal pancreatico 1, quinasa de la distrofia miotonica, proteina relacionada con la
subunidad catalitica de la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes y receptores 1-5 acoplados a la proteina G
SST;

b. tiroglobulina (TG), peroxidasa tiroidea (TPO), receptor de tirotropina (TSHR), simportador yodo-sodio (NIS) y
megalina;

c. tiroglobulina (TG), peroxidasa tiroidea (TPO), receptor de tirotropina (TSHR), simportador yodo-sodio (NIS),
megalina y receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1;

d. receptor sensible al calcio;

e. 21-hidroxilasa, 17a-hidroxilasa, enzima de escision de la cadena lateral P450 (P450scc), receptor de ACTH,
P450c21 y P450c17,

f. receptor de FSH y a-enolasa,

g. factor de proteina especifica de la glandula pituitaria (PGSF) 1a, PGSF 2 y yodotironina deiodinasa tipo 2;

h. proteina basica de mielina, glucoproteina oligodendrocitica de mielina y proteina proteolipida;

i. colageno Il

j. H*, K*-ATPasa;

k. factor intrinseco;

I. transglutaminasa tisular y gliadina;

m. tirosinasa y proteinas 1y 2 relacionadas con tirosinasa;

n. receptor de acetilcolina;

0. desmogleina 3, desmogleina 1, desmogleina 4, penfaxina, desmocolinas, placoglobina, perplaquina,
desmoplaquinas y receptor de acetilcolina;

p. BP180, BP230, plectina y laminina 5;

g. endomisio y transglutaminasa tisular;

r. colageno VII;

s. metaloproteinasa de la matriz 1 y 3, la chaperona molecular especifica de colageno proteina 47 de choque
térmico, fibrilina-1, receptor PDGF, Scl-70, U1 RNP, Th/To, Ku, Jo1, NAG-2, proteinas de centrémero,
topoisomerasa |, proteinas nucleolares, ARN polimerasa |, Il y Ill, PM-S1c, fibrilarina y B23;

t. U1snRNP;

u. SS-A, SS-B, fodrina, poli(ADP-ribosa) polimerasa y topoisomerasa

v. SS-A, grupo 1 de alta movilidad (HMGB1), nucleosomas, proteinas histonas y ADN bicatenario

w. proteinas de la membrana basal glomerular, incluido el colageno 1V

X. miosina cardiaca; y

y. L-aminoacidos aromaticos descarboxilasa, histidina descarboxilasa, acido cistein sulfinico descarboxilasa,
triptéfano hidroxilasa, tirosina hidroxilasa, fenilalanina hidroxilasa, citocromos P450 hepaticos P4501A2 y 2A6,
SOX-9, SOX-10, receptor sensible al calcio, e interferones de tipo 1 interferén alfa, beta y omega;

z. antitrombina-lll, proteina C, factor VIII, factor IX, hormona del crecimiento, somatotropina, insulina, acetato de
pramlintida, mecasermina (IGF-1), B-glucocerebrosidasa, alglucosidasa-a, laronidasa (o-L-iduronidasa),
idursulfasa (iduronato-2-sulfatasa), galsulfasa, agalsidasa-f (a-galactosidasa), inhibidor de la proteinasa a-1 y
albumina;

aa. adenosina desaminasa, lipasa pancreatica, amilasa pancreatica, lactasa, toxina botulinica tipo A, toxina
botulinica tipo B, colagenasa, hialuronidasa, papaina, L-asparaginasa, uricasa, lepirudina, estreptoquinasa,
anistreplasa (complejo activador plasminégeno estreptoquinasa acilado), globulina antitimocitica, Fab inmunitario
polivalente de crotalidae, Fab de suero inmunitario de digoxina, L-arginasa y L-metionasa;

bb. conarachina (Ara h 1), alérgeno Il (Ara h 2), aglutinina de arachis, conglutina (Ara h 6), proteina homdloga de
resistencia a enfermedades/alérgeno principal 31 kda (Mal d 2), proteina de transferencia de lipidos (Mal d 3),
alérgeno principal Mal d 1,03D (Mal d 1), a-lactalbumina (ALA), lactotransferrina, actinidina (Act ¢ 1, Act d 1),
fitocistatina, proteina similar a la taumatina (Act d 2), kiwelina (Act d 5), albumina 2S (Sin a 1), globulina 11S (Sin
a 2), proteina de transferencia de lipidos (Sin a 3), profilina (Sin a 4), profilina (Api g 4), glucoproteina de alto peso
molecular (Api g 5), alérgeno Pen a 1 (Pen a 1), alérgeno Pen m 2 (Pen m 2), isoforma rapida de tropomiosina,
glutenina de alto peso molecular, glutenina de bajo peso molecular, alfa y gamma-gliadina, hordeina, secalina,
avenina, alérgeno principal de la fresa Fra a 1-E (Fra a 1) y profilina (Mus xp 1); y
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cc. subunidades de proteinas de haplotipo MHC clase | y MHC clase Il, y polimorfismos de un solo aminoacido en
los antigenos menores de los grupos sanguineos, incluidos RhCE, Kell, Kidd, Duffy y Ss.

La composicion farmacéuticamente aceptable de la reivindicacion 1 o 2, en donde el antigeno se une al grupo de
union a los eritrocitos directamente o a través de un conector.

La composicion farmacéuticamente aceptable de la reivindicacion 3, en donde el conector se selecciona del grupo
que consiste en un péptido, un polimero, un aptamero, un acido nucleico o una particula.

La composiciéon farmacéuticamente aceptable de la reivindicacion 4, en donde el polimero es un polimero
ramificado.

La composicién farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 para el uso en el
tratamiento de una afeccion patologica que se selecciona del grupo que consiste en rechazo de trasplante,
enfermedad autoinmunitaria, alergia alimentaria y respuesta inmunitaria no deseada contra un agente terapéutico.

La composicién farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 para el uso en el
tratamiento de una afeccion patolégica que se selecciona del grupo que consiste en diabetes mellitus tipo 1;
enfermedades autoinmunitarias de la tiroides, incluidas la tiroiditis de Hashimoto y la enfermedad de Graves;
oftalmopatia y dermopatia asociada a tiroides; hipoparatiroidismo; la enfermedad de Addison; falla ovarica
prematura; hipofisitis autoinmunitaria o enfermedad autoinmunitaria de la hipdfisis; esclerosis multiple; artritis
reumatoide; inmunogastritis; anemia perniciosa; enfermedad celiaca; vitiligo; miastenia gravis; pénfigo vulgar y sus
variantes; penfigoide ampolloso; dermatitis herpetiforme de Duhring; epidermdlisis ampollosa adquirida; esclerosis
sistémica; enfermedad mixta del tejido conectivo; sindrome de Sjogren; lupus eritematoso sistémico; sindrome de
Goodpasture; enfermedad reumatica del corazén; y sindrome poliglandular autoinmunitario tipo 1.
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