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DESCRIPCION
Diagnostico, prevencion y/o tratamiento de enfermedades autoinmunitarias
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos N.° 62/374,382,
presentada el 12 de agosto de 2016.

LISTADO DE SECUENCIAS EN FORMATO ELECTRONICO

La presente solicitud se presenta junto con un listado electrénico de secuencias como un archivo de texto
ASCII a través de EFS-Web. El listado electronico de secuencias se proporciona como un archivo titulado
IMWOO01WOSEQLIST.txt, creado y guardado por ultima vez el 11 de agosto de 2017, que tiene un tamafio
de 72.810 bytes.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Sector

La presente divulgacion se refiere, en general, a procedimientos para el diagnéstico de nefropatia
membranosa (NM).

Descripcion de la técnica relacionada

Las enfermedades autoinmunitarias pueden estar mediadas por linfocitos T, por linfocitos B y pueden estar
asociadas con dafio a érganos y/o tejidos.

La Patente WO 2010/009457 da a conocer inmunoensayos, reactivos, agentes terapéuticos y procedimientos
de diagnostico de nefropatia membranosa (NM) idiopatica basados en autoanticuerpos del suero reactivos
contra un receptor de fosfolipasa A2 (PLA2R).

La Patente WO 2015/185949 se refiere a péptidos particulares que tienen una longitud entre 31 y 60
aminoacidos capaces de unirse a anticuerpos anti-PLA2R. Se informa que los péptidos son (tiles en la
prevencion o el tratamiento de la enfermedad renal.

La Patente WO 2015/004603 da a conocer anticuerpos dirigidos contra un péptido derivado de PLA2R
especifico, utiles en el diagnoéstico de la aparicion de una enfermedad de nefropatia membranosa (NM) en un
individuo.

Kanigicherla et al. informan en Kidney International (2013), 83, 940-948, 2013 International Society of
Nephrology, sobre anticuerpos anti-PLA2R dtiles en la prediccion de la evolucion a largo plazo de la
nefropatia membranosa idiopatica.

Hong et al. publican en Semin. Nephrol. Noviembre de 2013; 33(6): 531-542, sus hallazgos sobre la funcion
del complemento en la nefropatia membranosa. Sugieren que la identificacion de anticuerpos anti-PLA2R
como probables participantes en la patogénesis de la enfermedad permitird una investigacion centrada de la
funcion del complemento en NM.

Ronco y Debiet informan en The Lancet, volumen 385, 16 de mayo de 2105, sobre los avances en la
monitorizacion y diagnostico de nefropatia la membranosa generados por la determinacion de que el receptor
de la fosfolipasa A2 (PLA2R) de podocitos es la diana antigénica principal en la nefropatia membranosa
adulta autoinmunitaria. Los autores informan que la deteccion de PLA2R en dep6sitos inmunitarios permite un
diagnostico retrospectivo de nefropatia membranosa relacionada con PLA2R en biopsias de rifion
perdurables, cuyas pruebas tienen un efecto principal en el diagnéstico y monitorizacion del tratamiento,
incluyendo después del trasplante.

CARACTERISTICAS

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el diagnéstico de un paciente con nefropatia
membranosa (NM). Cualquier referencia a procedimientos de tratamiento, composiciones o kits son
Unicamente ilustrativas y no son parte de la presente invencién, que se define Unicamente por las
reivindicaciones adjuntas. El procedimiento comprende incubar una muestra que contiene linfocitos B de
memoria obtenidos del individuo con un epitopo de PLA2R unido a un fluoréforo, detectar una union del
epitopo de PLA2R a las células en la muestra, diagnosticando de este modo la NM en el individuo. El epitopo
de PLA2R comprende la SEQ ID NO: 13.
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En algunas realizaciones del procedimiento, la secuencia del fragmento de PLA2R es tal como se da a
conocer en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones del procedimiento, la secuencia del fragmento de
PLA2R es tal como se da a conocer en la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones del procedimiento, el
fragmento de PLA2R es tal como se da a conocer en la SEQ ID NO: 2 y, como minimo, aproximadamente el
5 % de la secuencia dada a conocer en la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones del procedimiento, el
fragmento de PLA2R es tal como se da a conocer en la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones del
procedimiento, el fragmento de PLA2R es tal como se da a conocer en la SEQ ID NO: 5. En algunas
realizaciones del procedimiento, el fragmento de PLA2R es tal como se da a conocer en la SEQ ID NO: 5 vy,
como minimo, aproximadamente el 5 % de |la secuencia dada a conocer en la SEQ ID NO: 6.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una realizacion de los dominios estructurales y de plegamiento topolégico de PLA2R en
una membrana celular.

La figura 2 muestra una realizacién del plegamiento topolégico de PLA2R con el epitopo conformacional
dominante.

La figura 3 muestra un esquema de una realizacion del procesamiento de antigenos y el reclutamiento de
linfocitos T cooperadores por linfocitos B.

La figura 4 muestra un esquema de la base molecular de una realizacion del disefio de un conjugado de
epitopo-farmaco (EDC, epitope-drug conjugate).

La figura 5 muestra una ilustracion esquematica de una realizacion de un mecanismo de tratamiento de EDC.
La figura 6 muestra la secuencia de aminoacidos de una realizacion del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
1).

La figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de una realizacion del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
2).

La figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos de una realizacion del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
3).
La figura 9 muestra la secuencia de aminoacidos de una realizacion del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
4).

La figura 10 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacién del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
5).
La figura 11 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacién del fragmento de PLA2R (SEQ ID NO:
6).
La figura 12 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacién del dominio CysR (SEQ ID NO: 7) de
PLA2R.

La figura 13 muestra la secuencia de aminoécidos de una realizaciéon de los dominios CysR y FNII (SEQ ID
NO: 8) de PLA2R.

La figura 14 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacién de los dominios CysR, FNIl y CTLD1
(SEQ ID NO: 9) de PLA2R.

La figura 15 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacion de los dominios CysR, FNIl y CTLD1, 2
(SEQ ID NO: 10) de PLA2R.

La figura 16 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacion de los dominios CysR, FNIl y CTLD1, 2,
3 (dominios PLA2R-1-5) (SEQ ID NO: 11) de PLA2R.

La figura 17 muestra la secuencia de aminodcidos de una realizacion de los dominios CysR, FNIl y CTLD1, 2,
3, 4 (SEQ ID NO: 12) de PLA2R.

La figura 18 muestra la secuencia de aminoacidos de una realizacion del epitopo (SEQ ID NO: 13) de PLA2R
contra el cual estan presentes autoanticuerpos en pacientes con MN.

La figura 19 muestra la secuencia de aminoécidos de una realizacion de PLA2R de longitud completa (SEQ
ID NO: 14). La regién sombreada indica una realizacion del epitopo (SEQ ID NO: 13) de PLA2R contra el cual
estan presentes autoanticuerpos en pacientes con MN. La regién subrayada indica una realizacion de los
dominios CysR, FNIl y CTLD1 (SEQ ID NO: 9) de PLA2R.

La figura 20 muestra sitios potenciales de glicosilacion unidos a N en los 272 aminoacidos N-terminales de
PLA2R (SEQ ID NO: 15).

La figura 21 muestra un esquema de una plataforma de desarrollo de farmacos para el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias. El panel superior muestra el disefio de un conjugado de epitopo-farmaco
(EDC). El panel central muestra que el EDC se une a los receptores especificos de antigeno en la superficie
de los linfocitos B y los linfocitos T. El panel inferior muestra el efecto del EDC sobre las células inmunitarias
diana (por ejemplo, muerte celular).

La figura 22 muestra un esquema del suministro de EDC a linfocitos B de memoria que residen en los
ganglios linfaticos periféricos.

La figura 23 muestra el disefio de una realizacion de un conjugado de epitopo de PLA2R-farmaco (EDC).

La figura 24 muestra la deteccion de linfocitos B de memoria especificos del epitopo de PLAZ2R en linfocitos B
totales aislados de muestras de sangre de pacientes con NMP positivos para PLA2R-Ab.

La figura 25 muestra el efecto del conjugado de epitopo de PLA2R-MMAE sobre linfocitos B aislados de
pacientes con NMP positivos para PLA2RAD.
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La figura 26 muestra el plegamiento topoldgico de la desmogleina en la membrana celular. La linea vertical
mas corta indica la region del epitopo inmunodominante en Dsg1 para la union de autoanticuerpos (EC1-2) y
la linea vertical mas larga indica la regién inmunodominante en Dsg3 para la unidén de autoanticuerpos
(EC1-3).

La figura 27 muestra el disefio de una realizacion de un conjugado de epitopo-farmaco (EDC) para el
tratamiento de PV mucocutaneo.

Figura 28. Purificacion y unién de autoanticuerpos a los epitopos conjugados con farmacos.

La figura 29 muestra la deteccion de linfocitos B de memoria especificos de los epitopos de Dsg1 y Dsg3 en
linfocitos B totales aislados de muestras de sangre de pacientes con PV mucocutaneo.

La figura 30 muestra el efecto del conjugado de epitopo de Dsg1-MMAE y epitopo de Dsg3-MMAE sobre
linfocitos B aislados de pacientes con PV mucocutaneo.

La figura 31 muestra la secuencia de aminoécidos de una realizacién de una secuencia de epitopo de Dsg1
(SEQ ID NO: 16) para desarrollar el EDC.

La figura 32 muestra la secuencia de aminoécidos de una realizacién de una secuencia de epitopo de Dsg3
(SEQ ID NO: 17) para desarrollar el EDC.

DESCRIPCION DETALLADA

Actualmente, no existen tratamientos eficaces para las enfermedades autoinmunitarias, excepto la utilizacion
de dosis elevadas de hormonas esteroides y agentes inmunosupresores. Estos tratamientos no son
especificos, presentan efectos secundarios significativos y, a menudo, no pueden detener la progresion de la
enfermedad. El principal desafio de estos tratamientos es la frecuente recidiva de la enfermedad cuando se
reduce la dosis de los reactivos (por ejemplo, después de que la enfermedad esté en remision clinica), lo que
perjudica gravemente la funcion del érgano u 6rganos afectados.

Una nueva plataforma de desarrollo de farmacos para el diagnostico de enfermedades autoinmunitarias

La produccion de anticuerpos en los linfocitos B se inicia mediante la union del antigeno a los receptores de
linfocitos B de la superficie celular (BCR, B cell receptors). La union inicial del antigeno al BCR induce una
cascada de eventos de sefializacion intracelular que da como resultado la activacion de los linfocitos B. La
union del antigeno al BCR desencadena la internalizacion rapida del complejo BCR-antigeno. Después de la
internalizacion, el complejo BCR-antigeno se clasifica en endosomas tempranos y posteriormente en
endosomas tardios que contienen el complejo mayor de histocompatibilidad de clase || (MHCII). Después de
la fusion con los lisosomas, estos compartimentos degradan los antigenos en péptidos que se cargan en el
MHCI| para su presentacion a los linfocitos T cooperadores (figura 3). El acoplamiento de linfocitos T
cooperadores especificos estimula la produccion de anticuerpos por los linfocitos B activados. (figura 3)

Una enfermedad autoinmunitaria se produce debido a una respuesta inmunitaria (por ejemplo, produccién de
anticuerpos por parte de los linfocitos B) contra un tejido y/u érgano corporal normal. Se conocen alrededor
de 80 tipos de enfermedades autoinmunitarias en los seres humanos y casi cualquier tejido y/u érgano puede
verse afectado.

Clinicamente, la frecuente recidiva de las enfermedades autoinmunitarias en pacientes se debe a la
presencia de un grupo especifico de linfocitos B de memoria que estan presentes en un estado inactivo en el
cuerpo del paciente y que circulan entre la sangre periférica y los tejidos y/o érganos linfaticos periféricos (por
ejemplo, ganglios linfaticos). Después de reencontrarse con un antigeno para el que son especificas, estos
linfocitos B de memoria se activan rapidamente y posteriormente se diferencian en células plasmaticas que
producen cantidades masivas de anticuerpos causantes de enfermedades (anticuerpos patdégenos) en un
corto periodo de tiempo. Ademas, estos linfocitos B de memoria sirven como células presentadoras de
antigenos (APC) que presentan el antigeno procesado a los linfocitos T cooperadores especificos del
antigeno, desencadenando y/o mejorando de este modo el dafio a los 6rganos y/o tejidos mediado por
linfocitos T. Estos linfocitos B de memoria y linfocitos T especificos del antigeno poseen BCR y receptores de
linfocitos T (TCR) unicos y especificos del antigeno, respectivamente, los cuales se unen especificamente al
antigeno. Actualmente, no existe ningun tratamiento que pueda dirigirse especificamente a este grupo de
linfocitos B de memoria y linfocitos T especificos de antigeno que provocan enfermedades (linfocitos B y
linfocitos T de memoria autoinmunitarios). En particular, no existe ninglin tratamiento que pueda dirigirse
especificamente a este grupo de linfocitos B de memoria autoinmunitarios y linfocitos T autoinmunitarios que
circulan entre la sangre periférica y los tejidos y/o 6rganos linfaticos periféricos (por ejemplo, ganglios
linfaticos).

La presente divulgacion se refiere a una nueva plataforma de desarrollo de farmacos que se dirige
especificamente a este repertorio de células autoinmunitarias en la sangre periférica y los 6rganos linfaticos
periféricos de un individuo/paciente. El direccionamiento a este repertorio de células autoinmunitarias en la
sangre periférica y los érganos linfaticos periféricos puede dar como resultado un efecto de tratamiento de por
vida.
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La parte de un antigeno responsable de la unién a anticuerpos autoinmunitarios es una region especifica
denominada epitopo. Tal como se utiliza en el presente documento, “epitopo” puede ser un péptido natural,
un péptido sintético, un péptido artificial, un biosimilar, un aptamero, un dominio de proteina o una
combinacion de los mismos. Un epitopo puede ser conformacional o no conformacional. Un epitopo puede
ser tanto conformacional como no conformacional. Un epitopo de péptido/proteina puede expresarse de
forma recombinante, asi como obtenerse en grandes cantidades utilizando una o mas técnicas bien
conocidas en la técnica de la sintesis y purificacion de epitopos. Un epitopo tiene una afinidad elevada por los
autoanticuerpos que provocan enfermedades, asi como por los BCR especificos de antigeno expresados en
linfocitos B de memoria, TCR expresados en linfocitos T cooperadores 0 ambos.

La presente divulgacion también se refiere a conjugados de epitopo-farmaco (EDC), y también da a conocer
composiciones, procedimientos y/o kits que comprenden EDC. La presente divulgacion se refiere a un EDC
que comprende un epitopo peptidico que se dirige a los BCR especificos de antigeno expresados en
linfocitos B de memoria, TCR expresados en linfocitos T cooperadores, o ambos (figura 21). El EDC también
se puede dirigir a las APC que fagocitan y/o endocitan el EDC (figura 21). Como la plataforma se basa en un
epitopo o epitopos que son especificamente reconocidos por las células inmunitarias, la plataforma, segun la
presente divulgacion, se puede adaptar para cualquier enfermedad autoinmunitaria. La figura 21 muestra un
esquema de una plataforma de desarrollo de farmacos para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias. La figura 21 (panel superior) muestra el disefio del EDC. La figura 21 (panel central)
muestra que el EDC se une a los receptores especificos de antigeno en la superficie de los linfocitos B y los
linfocitos T. EI EDC puede internalizarse en las células a través de endocitosis mediada por BCR.

Un EDC, seguin la presente divulgacion, puede comprender un epitopo, un enlazador y un farmaco. El
enlazador puede ser estable (es decir, no se hidroliza ni se degrada) en el cuerpo del paciente y/o en la
circulacion fuera de una célula. El enlazador puede ser escindible, lo que permite la separacion del epitopo y
el farmaco. El enlazador se puede escindir dentro de una célula. El enlazador se puede escindir fuera de una
célula. El enlazador se puede escindir tanto dentro como fuera de una célula. El enlazador se puede escindir
parcialmente fuera de una célula y parcialmente dentro de una célula. El enlazador se puede escindir
parcialmente fuera de una célula y se puede escindir completamente dentro de una célula. La escision inicial
del enlazador se puede producir fuera de una célula y la escision final se produce dentro de una célula. Entre
los ejemplos no limitantes de enlazadores escindibles se incluyen enlazadores de hidrazona, enlazadores a
base de disulfuro y enlazadores peptidicos. Los enlazadores a base de disulfuro se pueden descomponer
selectivamente dentro de una célula. Los enlazadores a base de disulfuro se pueden descomponer
selectivamente dentro de una célula debido a una mayor concentracion intracelular de tioles. Los enlazadores
peptidicos pueden ser descompuestos selectivamente dentro de una célula por enzimas intracelulares.

El enlazador puede ser no escindible. Entre los ejemplos no limitantes de enlazadores no escindibles se
incluyen enlazadores de tioéter, enlazador de PEG4Mal y similares. El enlazador puede unirse a uno o0 mas
aminoacidos en el epitopo. El enlazador puede unirse a un residuo de cisteina en el epitopo. El enlazador
puede unirse a un residuo distinto de cisteina (por ejemplo, lisina) en el epitopo. Uno o mas sitios en el
epitopo para la unién del enlazador pueden ser una 0 mas cisteinas o lisinas accesibles al disolvente o
ambas.

También se dan a conocer otros tipos de enlazadores, quimicas de conjugacion y sitios de conjugacion en
epitopos para la generacion de EDC. Se dan a conocer ejemplos no limitantes en la Patente US 9,156,854 y
la Patente US 9,388,408. Entre otros ejemplos no limitantes de enlazadores se incluyen imidoésteres,
maleimidas, carbodiimida, piridilditiol, isocianato, isopeptag, SpyTag, SnoopTag y SNAP-tag.

El enlazador puede comprender sitios de union tanto para el epitopo como para el farmaco para unir los dos
componentes. El enlazador puede ser escindible. El enlazador puede ser escindible de uno o ambos del
epitopo y del farmaco. El enlazador puede ser no escindible. El enlazador puede ser no escindible de uno o
ambos del epitopo y del farmaco.

Se puede introducir un residuo de cisteina libre en el extremo C del epitopo. A continuacion, el grupo tio de la
cisteina libre se conjuga con un enlazador escindible. El enlazador escindible puede ser un enlazador de
valina-citrulina. El enlazador de valina-citrulina se puede preconjugar con un farmaco (por ejemplo, analogo
de duocarmicina). Se puede introducir un residuo de cisteina libre en el extremo C del epitopo y el grupo tio
de la cisteina libre se conjuga con un enlazador de valina-citrulina escindible preconjugado con un farmaco
(por ejemplo, analogo de duocarmicina).

Se puede introducir una secuencia corta de CXPXR en el extremo C del epitopo. El residuo de cisteina se
puede convertir en una etiqueta de aldehido de formilglicina. El residuo de cisteina se puede convertir en una
etigueta de aldehido de formilglicina utilizando una enzima generadora de formilglicina. La etiqueta de
aldehido de formilglicina se puede conjugar, a continuacion, con un farmaco-enlazador mediante un enlace
no escindible. La etiqueta de aldehido de formilglicina se puede conjugar con el farmaco-enlazador mediante
un enlace no escindible a través de la quimica de oximas. La etiqueta de aldehido de formilglicina se puede
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conjugar con el farmaco-enlazador mediante un enlace no escindible a través de la reaccion de
Pictet-Spengler. El farmaco en el farmaco-enlazador puede ser un reactivo citotoxico.

Un farmaco se puede conjugar con el epitopo en una region fuera del sitio de interaccion de BCR/TCR. Un
farmaco se puede conjugar con el epitopo en una region fuera del sitio de interaccion de BCR/TCR a uno o
mas residuos de lisina. Un farmaco se puede conjugar con el epitopo en una region fuera del sitio de
interaccion de BCR/TCR a uno o mas residuos de lisina a través de enlaces amida a un éster de
N-hidroxisuccinimida (NHS) unido a un farmaco-enlazador.

Los epitopos pueden disefiarse tal como se describe en el gjemplo 4 y el ejemplo 7. Se pueden introducir uno
0 mas sitios de conjugaciéon gquimica en un epitopo. Uno 0 mas sitios de conjugacién quimica pueden ser
aminoacidos no naturales. Uno o mas sitios de conjugacion quimica pueden incluir uno o mas residuos de
cisteina.

El epitopo puede estar en su secuencia de aminodcidos nativa. La secuencia de aminoacidos nativa del
epitopo puede modificarse. Por ejemplo, los sitios de glicosilacién en un epitopo (por ejemplo, se glicosila la
parte extracelular de PLA2R) pueden aumentar el tamafio, el volumen y la complejidad conformacional del
epitopo. Los sitios de glicosilacion unidos a N potenciales (residuos de Asn subrayados) en los primeros 272
aminoacidos de PLA2R (SEQ ID NO: 15) se muestran en la figura 20, en el epitopo de Dsg1 (SEQ ID NO: 16)
se muestran en la figura 31 y en el epitopo de Dsg3 (SEQ ID NO: 17) se muestran en la figura 32. El tamafio,
el volumen y la complejidad conformacional del epitopo se pueden reducir sustituyendo los sitios de
glicosilacion potenciales (por ejemplo, en Asn70 y Asn89 en la figura 20) por GIn o cualquier otro aminodcido
no glicosilado que no afecte la estructura y/o conformaciéon de la proteina para el reconocimiento de
autoanticuerpos.

Los residuos que estan potencialmente glicosilados pueden sustituirse utilizando, por ejemplo, mutagénesis
dirigida al sitio. Los residuos que estan potencialmente glicosilados pueden sustituirse utilizando, por ejemplo,
mutagénesis dirigida al sitio cuando se utiliza un vector de expresion para expresar un epitopo. Un epitopo
puede sintetizarse directamente. Cuando un epitopo se sintetiza directamente, la sintesis de péptidos y/o
proteinas puede personalizarse, de manera que los residuos potencialmente glicosilados se reemplacen por
residuos no glicosilados que no afectardn la estructura y/o conformacion de la proteina para el
reconocimiento de autoanticuerpos.

Se pueden realizar modificaciones adicionales al epitopo, por ejemplo, para unir un reactivo (por gjemplo, un
farmaco) al epitopo, mejorar la accesibilidad del epitopo a los receptores en la superficie celular y/o mejorar la
expresion y el rendimiento de la proteina. Por ejemplo, el epitopo se puede modificar insertando un péptido
N-terminal o C-terminal pequefio (aproximadamente de 2 a 10 aminogcidos) o ambos, realizando
sustituciones conservadoras y/o no conservadoras, y/o afiadiendo una o mas secuencias heterélogas para
lograr un objetivo deseado.

Uno o mas de los epitopos dados a conocer en el presente documento pueden estar codificados por acidos
nucleicos. El acido nucleico que codifica el epitopo puede ser un ADNc o un ARNm. El acido nucleico que
codifica el epitopo puede estar comprendido dentro de un vector de expresion de proteinas. El vector de
expresion de proteinas puede ser un vector de ADN o un vector de ARN. El vector de expresion de proteinas
puede ser un vector viral adenoasociado (AAV). El vector de expresion de proteinas puede ser un vector de
expresion de células de mamifero. El vector de expresion de proteinas puede ser un vector de expresion de
células de insecto. El acido nucleico que codifica el epitopo comprendido dentro de un vector de expresion de
proteinas puede estar unido operativamente a elementos reguladores para regular la expresion del epitopo.

Entre los elementos reguladores se pueden incluir promotores, terminadores, potenciadores, etc. Tal como se
utiliza en el presente documento, “unido operativamente” se refiere a un elemento regulador que controla
positiva 0 negativamente la expresion de una proteina a partir de un acido nucleico.

Uno o mas de los vectores de expresion de proteinas dados a conocer en el presente documento, asi como
otros vectores de expresion de proteinas conocidos por un experto en la materia, se pueden utilizar para
obtener grandes cantidades de uno o mas de los epitopos dados a conocer en el presente documento y
fragmentos y variantes de los mismos para su incorporacion en uno o mas de las composiciones,
procedimientos y/o kits dados a conocer en el presente documento. Una variante de un epitopo puede tener
una identidad de aproximadamente el 70 % a aproximadamente el 99,99 % con el epitopo. Una variante de
un epitopo puede tener una identidad de aproximadamente el 65, 70, 57, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 99,25,
99,5, 99,75, 99,99 % con el epitopo, 0 un valor con un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores
mencionados anteriormente.

El vector de expresion de proteinas puede introducir una etiqueta en el epitopo codificado. Una o mas

etiguetas pueden permitir la purificacion del epitopo. La etiqueta puede estar en el exiremo N-terminal. La
etigueta puede estar en el extremo C-terminal. La etiqueta puede estar en los extremos N-terminal y
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C-terminal. Entre los ejemplos no limitantes de etiquetas se incluyen proteina de unién a quitina, proteina de
union a maltosa, glutation-S-transferasa, tiorredoxina, poli(NANP), FLAG, V5, Myc, HA, NE, bictina, proteina
transportadora de carboxilo de biotina, GFP, Halo, Nus, Fc, AviTag, calmodulina, poli-Glu, E, S, SBP, Softag
1, Softag 3, Strep, TC, VSV, Ty y Xpress. En algunas realizaciones, la etiqueta es una etiqueta de
poli-histidina (poli-His).

El vector de expresion de proteinas puede introducir adicionalmente un sitio de escision entre el epitopo y la
etigueta para permitir la separacion del epitopo de la etiqueta. El sitio de escision puede ser un sitio
proteolitico. El sitio de escision puede ser un sitio no proteolitico. Entre los ejemplos no limitantes de sitios
proteoliticos se incluyen sitios para la proteasa TEV, el factor Xa o la enteropeptidasa. El sitio proteolitico
puede ser un sitio de escision de trombina. Entre los ejemplos no limitantes de otros sitios de escisién por
proteasas y no proteasas que se contemplan se incluyen la proteasa del virus de la fiebre aftosa (FMDV,
foot-and-mouth disease virus), la Arg-C proteinasa, la Asp-N endopeptidasa, BNPS-escatol, caspasas, de
especificidad alta a quimotripsina, de especificidad baja a quimotripsina, clostripaina (clostridiopeptidasa B),
CNBr, enterocinasa, factor Xa, acido férmico, glutamil endopeptidasa, granzima B, hidroxilamina, &cido
yodosobenzoico, LysC, LysN, NTCB (acido 2-nitro-5-tiocianobenzoico), elastasa de neutréfilos, pepsina,
prolina-endopeptidasa, proteinasa K, peptidasa estafilococica |, termolisina, trombina, tripsina y otras enzimas
especificas del sitio conocidas por un experto en la materia.

Se pueden utilizar una 0 mas lineas celulares disponibles en el mercado para expresar el epitopo. Por
ejemplo, se puede expresar un epitopo etiquetado con poli-His en células de mamiferos (por ejemplo, células
HEK 293) y purificarlo a partir del medio de cultivo celular utilizando columnas de purificacion por afinidad de
Ni y filtracion en gel. A continuacion, la etiqueta de poli-His se puede eliminar mediante digestion proteolitica
(por ejemplo, utilizando trombina), y el epitopo se puede purificar adicionalmente hasta homogeneidad
utilizando cromatografia de filtracion en gel para eliminar la enzima trombina, asi como la etiqueta de poli-His
liberada. La expresion y purificacion del epitopo se puede probar en extractos de proteinas utilizando
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (figura 23 y figura 28). La
expresion del epitopo también se puede probar utilizando transferencia Western (figura 23 y figura 28)
utilizando uno 0 mas anticuerpos y/o plasma y/o suero del paciente. El gel de SDS-PAGE se puede tefiir con
uno o mas colorantes de Coomassie (figura 23 y figura 28), colorantes de plata, colorantes de zinc, colorantes
fluorescentes y colorantes especificos de grupos funcionales.

Tal como se utiliza en el presente documento, el “farmaco” en el EDC también puede denominarse “agente
de tratamiento” (figura 21; panel superior) o “agente”. Un farmaco incluye agentes que se utilizan
especificamente para la prevencion y/o el tratamiento de una 0 mas enfermedades, lo cual no se reivindica en
la presente invencion. El farmaco puede ser citostatico, citotoxico, inmunosupresor o cualquier agente que se
pueda utilizar con fines de tratamiento. Por ejemplo, la unién de EDC a TCR puede dar como resultado la
induccién de inmunotolerancia por el farmaco o la internalizacion de EDC en APC puede dar como resultado
la muerte de APC (figura 21; panel inferior). La tolerancia inmunitaria puede tener lugar mediante uno o mas
mecanismos conocidos. Por ejemplo, el farmaco puede evitar la liberacion de una o mas citocinas por los
linfocitos B autoinmunitarios, los linfocitos T o ambos, o inhibe la sefalizacion de citocinas en los linfocitos B
autoinmunitarios, los linfocitos T 0 ambos. Entre los gjemplos no limitantes se incluyen la delecion clonal, la
edicion de receptores, la exclusion folicular y la anergia. El farmaco puede inhibir la presentacion de
antigenos por los linfocitos B autoinmunitarios a los linfocitos T. El farmaco puede inhibir una 0 més vias de
sefializacion. Entre los ejemplos no limitantes se incluyen la sefializacion del receptor IL-6, la sefalizacion de
NF-xB, la sefalizacion del receptor tipo Toll, la sefializacion del receptor de linfocitos B, la sefalizacion del
receptor de linfocitos T y la sefializacion del inflamasoma. El farmaco puede dirigirse a una o mas dianas en
dicha una 0 mas vias de sefializacion. Entre los ejemplos no limitantes se incluyen COX, CCR, receptor de
histamina, receptor de interleucina, gp120/CD4, CXCR, PD-1/PD-L1, MALT, LTR, ROS, NOS, TLR,
NADPH-oxidasa y Nrf2.

Entre los ejemplos no limitantes de farmacos se incluyen duocarmicina A, duocarmicina B1, duocarmicina B2,
duocarmicina C1, duocarmicina C2, duocarmicina D, duocarmicina SA, CC-1065, adozelesina, bizelesina,
carzelesina, ciclofosfamida, rapamicina, metotrexato, 5-fluorouracilo, doxorrubicina, ciclofosfamida,
epirrubicina, cisplatino, 5-fluorouracilo o capecitabina, monometil auristatina E (MMAE), antraciclinas,
oxaliplatino o bortezomib.

El EDC puede basarse en una inmunotoxina, que es un dominio de direccionamiento a base de anticuerpos
fusionado a una toxina bacteriana para eliminar células (Alewine, C., et al, The Oncologist, volumen 20, pags.
176-185, 2015). Los EDC a base de inmunotoxinas pueden eliminar células al inhibir la sintesis de proteinas
y pueden dirigirse tanto a células que se dividen como a células que no se dividen.

Un farmaco puede ser un reactivo de deteccion, por ejemplo, fluoréforos. Entre los gjemplos no limitantes se
incluyen FITC, hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul cascada, azul pacifico, naranja
pacifico, amarillo lucifer, NBD, NBD-X, R-ficoeritrina (PE), conjugados PE-Cy5, conjugados PE-Cy7, Red 613
(PE-Texas Red), proteina de clorofila peridinina (PerCP), TruRed (conjugado PerCP-Cy5.5), FluorX,
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fluoresceina, BODIPY-FL, Cy2, Cy3, Cy3B, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, TRITC, X-rodamina, lisamina rodamina
B, Texas Red, aloficocianina (APC) y conjugados APC-Cy7.

Se pueden disefiar ensayos basados en FACS y/o microscopia para cribar e identificar moléculas pequefias
que se pueden utilizar como farmaco en el EDC. Se puede utilizar un ensayo basado en FACS (basado en el
gjemplo 1) para cribar una o mas bibliotecas disponibles en el mercado de moléculas pequefias e identificar
moléculas pequefias que se pueden utilizar como farmaco en el EDC. Se puede utilizar un ensayo basado en
microscopia (basado en el ejemplo 2) para cribar una o mas bibliotecas disponibles en el mercado de
moléculas pequefias e identificar moléculas pequefas que se pueden utilizar como farmaco en el EDC.

El farmaco puede ser uno 0 mas de un compuesto quimico, un reactivo, una proteina o un péptido que
pueden inducir la muerte celular autoinmunitaria. El farmaco puede ser uno 0 mas de ARN antisentido,
ARNmi, ARNpi o fragmento de ARN para ARNi que puede interferir con la estabilidad, el recambio y/o la
traduccion del ARNm del anticuerpo en los linfocitos B. El farmaco puede ser un farmaco citotoxico y tiene un
efecto citotoxico sobre los linfocitos B y T que da como resultado la muerte celular. La muerte celular se
puede producir mediante uno o mas de muerte celular programada, apoptosis, macroautofagia, autofagia,
necrosis, necroptosis, catastrofe mitdtica, muerte celular inducida por activacion, anoikis, cornificacion,
excitotoxicidad, ferroptosis, degeneracion walleriana y apoptosis inmunogénica.

Una vez que el EDC se une al receptor especifico de antigeno en la superficie del linfocito B de memoria, el
complejo de proteina se internaliza a través de endocitosis y, posteriormente, se libera el farmaco conjugado
que desencadena los efectos celulares. Cuando el EDC se une al receptor especifico de antigeno en la
superficie del linfocito T cooperador, induce efectos celulares. Entre los ejemplos no limitantes de efectos
celulares se incluyen detencion del crecimiento celular, muerte celular, apoptosis, autofagia, tolerancia
inmunitaria, etc. El EDC puede ser internalizado por una APC. Un EDC internalizado por una APC puede
evitar que la APC presente los antigenos a los linfocitos T.

La interaccion entre EDC y BCR/TCR se puede expresar en términos de “afinidad”, que se puede definir
como la fuerza de unién de un EDC individual a su receptor. La afinidad se expresa como la constante de
disociacion de equilibrio (Kp), que es la concentracion a la que existe equilibrio entre la velocidad de unién del
EDC a su receptor y la velocidad de disociacion del EDC del receptor. Un valor de Kp mas bajo significa una
afinidad mas alta y viceversa.

La afinidad de EDC por BCR y TCR puede variar de aproximadamente 10 a aproximadamente 107, La
afinidad puede varlar de aproximadamente 1O4a aproximadamente 107°. La afinidad puede variar de
aproximadamente 10 5 8 aproximadamente 10™'°. La afinidad puede variar de aproximadamente 10* a
aproximadamente 10 . La afinidad es de aproximadamente 107,10, 10°, 10, 107, 10%, 10, 107, 10™",
102,107, 10™, 10, 107, 10" 0 10", 0 un valor dentro de un mtervalo definido por dos cualesquiera de
los vanres menmonados anterlormente

Se puede utilizar mas de un EDC combinados. Se puede utilizar mas de un EDC, en cuyo caso se observa un
efecto potenciado sobre las células autoinmunitarias. La potenciacion puede ser aditiva o sinérgica. Un efecto
sinérgico es mayor que un efecto aditivo. Se observa un efecto aditivo cuando la potenciacion es igual a la
suma de los efectos individuales de los diversos EDC. Se observa un efecto sinérgico cuando la potenciacién
es mayor que la suma de los efectos individuales de los diversos EDC. El efecto sinérgico, el efecto aditivo o
ambos pueden producirse en pacientes humanos, pacientes no humanos, voluntarios humanos no pacientes,
modelos in vivo, modelos ex vivo, modelos in vitro, etc. La potenciacion puede variar de aproximadamente <1
a aproximadamente 100 veces. El efecto sinérgico puede ser de aproximadamente 3 a aproximadamente 30
veces. La potenciacion puede variar de <1, 1,>1,2,3,4,5,6,7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 100
veces, 0 dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente.

Debido a la especificidad del epitopo para los BCR y los TCR, los EDC se dirigen especificamente solo a las
células autoinmunitarias que provocan enfermedades (por ejemplo, linfocitos B y T especificos de antigeno)
sin afectar la funcién de las células inmunitarias normales. Por tanto, la plataforma, segun la presente
divulgacion, solo se dirige al repertorio especifico de las células autoinmunitarias que provocan enfermedades
sin efectos secundarios o con efectos secundarios minimos o sin efectos secundarios significativos. Por tanto,
la progresion de la enfermedad y las recaidas se mitigan, lo que da como resultado efectos protectores
duraderos.

El EDC puede ser de cualquier intervalo de tamafo molecular. Por ejemplo, el tamafio puede variar de
aproximadamente 2,5 kDa a aproximadamente 75 kDa. El tamafio puede variar de aproximadamente 50 kDa
a aproximadamente 500 kDa. El tamafio puede variar de aproximadamente 250 kDa a aproximadamente
2.500 kDa. El tamafio puede ser de aproximadamente 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500, 1750, 2000, 2250 o 2500 kDa, o un valor dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los
valores mencionados anteriormente.
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La figura 22 muestra un esquema de administracion de EDC a linfocitos B de memoria que residen en los
ganglios linfaticos periféricos. A efectos de administrar EDC de manera eficaz a los pacientes y conseguir un
acceso maximo de EDC a los linfocitos B de memoria, los EDC, segun la presente divulgacion, se disefian en
el intervalo molecular de aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa. Cuando el tamafio molecular
de EDC esta dentro de un intervalo de aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa, el EDC puede
drenarse directamente a la linfa aferente cuando se administra por via subcutanea y/o intradérmica (Pape,
K.A., et al; Roozendaal, R., et al). Por tanto, el tamafio de EDC puede variar de aproximadamente 14 kDa a
aproximadamente 70 kDa. El tamafio de EDC puede ser de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75 kDa, o un valor dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores
mencionados anteriormente.

Cuando se administra por via subcutanea y/o intradérmica, el EDC en el intervalo de tamafio de
aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa drena directamente a la linfa aferente (figura 22). Por
tanto, la via de administracién del EDC en el intervalo de tamafio de aproximadamente 14 kDa a
aproximadamente 70 kDa puede ser subcutanea, intradérmica o ambas para administrarlo directamente a la
linfa aferente.

Cuando se administra por via subcutanea y/o intradérmica, el EDC en el intervalo de tamafio de
aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa drena directamente a la linfa aferente y encuentra y se
une a los linfocitos B de memoria en los ganglios linfaticos directamente sin la ayuda de células
presentadoras de antigenos (figura 22). Por lo tanto, la via de administracion de EDC en el intervalo de
tamafio de aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa puede ser subcutanea, intradérmica o
ambas para administrarlo directamente a la linfa aferente y administrarlo directamente a los linfocitos B de
memoria en los ganglios linfaticos sin la ayuda de células presentadoras de antigenos.

Los EDC dentro de un intervalo de peso molecular de aproximadamente 14 kDa a aproximadamente 70 kDa
pueden drenarse rapidamente a los ganglios linfaticos para dirigirse a los linfocitos B de memoria especificos
de antigeno (y linfocitos T) cuando se administran por via subcutanea y/o intradérmica. Sin embargo, los EDC
pueden administrarse a los pacientes por todas las vias de administracion posibles dependiendo de la
necesidad. Por ejemplo, se contempla la administracion de EDC a través de una o mas de la via tépica,
parenteral, intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intracartilaginosa, intracavitaria,
intracelial, intracerebelosa, intracerebroventricular, intracélica, intracervical, intragéstrica, intrahepatica,
intramiocardica, intradsea, intrapélvica, intrapericardica, intraperitoneal, intramuscular, intrapleural,
intraprostatica, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretiniana, intraespinal, intrasinovial, intratecal,
intratoracica, intrauterina, intravesical, intralesional, en bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal o
transdérmica.

En algunos pacientes, los niveles de autoanticuerpos circulantes son elevados, por ejemplo, pacientes con
enfermedad autoinmunitaria activa. Durante la enfermedad activa, los autoanticuerpos estan presentes en la
circulacion del paciente y el paciente esta experimentando los efectos de la enfermedad. Los autoanticuerpos
circulantes pueden neutralizar los efectos de un EDC, especialmente cuando se administra por via
intravenosa, uniéndose al epitopo en el EDC. Ademas, los autoanticuerpos pueden formar complejos
inmunitarios con EDC dando como resultado efectos secundarios no deseados. Por tanto, especialmente
durante el estado activo de la enfermedad y/o cuando pueden estar presentes altos niveles de
autoanticuerpos en la circulacion del sujeto, la via de administracion preferente es una 0 mas de subcutanea,
intradérmica u oral. En dichos pacientes, las vias de administracion subcutanea y/o intradérmica minimizan la
posibilidad de neutralizacién del EDC por los autoanticuerpos y maximizan la posibilidad de que el EDC
alcance los linfocitos B de memoria (y los linfocitos T) en los tejidos y/o érganos linfoides (figura 22). Una vez
que la fase activa de la enfermedad ha pasado y el paciente esta en un estado de remisién con niveles bajos
de anticuerpos circulantes, se le puede administrar al paciente EDC por via intravenosa para dirigirse a las
células autoinmunitarias que circulan en la periferia, ademas de administrar EDC por via intradérmica y/o
subcutanea.

Sin embargo, en algunos pacientes, puede ser necesario administrar EDC a través de una combinacién de
vias (por ejemplo, pénfigo vulgar). En dichos pacientes, el EDC se administra después de que los titulos de
autoanticuerpos en la circulacion del paciente disminuyan. Por ejemplo, después de que los titulos de
autoanticuerpos en la circulacion del paciente disminuyan, el EDC se puede administrar en un enfoque
combinado de vias intradérmica, subcutdnea e intravenosa.

La enfermedad activa de un paciente se puede tratar mediante terapias alternativas hasta que los niveles de
autoanticuerpos circulantes se reducen de forma natural en base a la semivida del anticuerpo debido al
reciclaje, la degradacion o ambos, después de lo cual se administra el EDC. En situaciones en las que la
enfermedad activa del paciente se ha tratado mediante terapias alternativas, el EDC se puede administrar
mediante una 0 mas de las vias intradérmica, subcutanea, oral o intravenosa.

Se puede administrar EDC a pacientes a los que se les administraron terapias alternativas y que estan en
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remision. En tales situaciones, se puede administrar EDC para eliminar cualquier poblaciéon remanente de
linfocitos B de memoria y linfocitos T causantes de la enfermedad y, de este modo, prevenir posibles
recidivas futuras de la enfermedad.

La plataforma de desarrollo de farmacos, segun la presente divulgacion, se puede utilizar para prevenir y/o
tratar de manera eficaz cualguier enfermedad autoinmunitaria mediada por linfocitos T y linfocitos B. La
plataforma de desarrollo de farmacos, segin la presente divulgacion, se puede utilizar para diagnosticar,
prevenir y/o tratar de manera eficaz cualquier enfermedad autoinmunitaria especifica de antigeno, que
incluyen, pero sin limitarse a las mismas, enfermedad de Addison, agammaglobulinemia, alopecia areata,
amiloidosis, espondilitis anquilosante, nefritis anti-GBM/anti-TBM, sindrome antifosfolipido, angioedema
autoinmunitario, disautonomia autoinmunitaria, encefalomielitis autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria,
enfermedad autoinmunitaria del oido interno (AIED, Autoimmune inner ear disease), miocarditis
autoinmunitaria, pancreatitis autoinmunitaria, retinopatia autoinmunitaria, urticaria autoinmunitaria, neuropatia
axonal y neuronal (AMAN, Axonal & neuronal neuropathy), enfermedad de Bal6, enfermedad de Behcet,
penfigoide mucoso benigno, penfigoide ampolloso, enfermedad de Castleman (CD, Castleman disease),
enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP,
Chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy), osteomielitis multifocal crénica recurrente (CRMO,
Chronic recurrent multifocal osteomyelitis), Churg-Strauss, penfigoide cicatricial, sindrome de Cogan,
enfermedad por crioaglutininas, blogueo cardiaco congénito, miocarditis por Coxsackie, sindrome CREST,
enfermedad de Crohn, dermatitis herpetiforme, dermatomiositis, enfermedad de Devic (neuromielitis optica),
lupus discoide, sindrome de Dressler, endometriosis, esofagitis eosinofilica (EoE), fascitis eosinofilica,
eritema nodoso, crioglobulinemia mixta esencial, sindrome de Evans, fibromialgia, alveolitis fibrosante,
arteritis de células gigantes (arteritis temporal), miocarditis de células gigantes, glomerulonefritis, sindrome de
Goodpasture, granulomatosis con poliangitis, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, tiroiditis de
Hashimoto, anemia hemolitica, purpura de Henoch-Schonlein (HSP, Henoch-Schonlein purpura), herpes
gestacional o penfigoide gestacional (PG), hipogammaglobulinemia, nefropatia por IgA, enfermedad
esclerosante relacionada con IgG4, purpura trombocitopénica inmunitaria (ITP, Immune thrombocytopenic
purpura), miositis por cuerpos de inclusion (IBM, Inclusion body myositis), cistitis intersticial (IC, Interstitial
cystitis), artritis juvenil, diabetes juvenil (diabetes tipo 1), miositis juvenil (JM, Juvenile myositis), enfermedad
de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis leucocitoclastica, liquen plano, liquen escleroso,
conjuntivitis lefiosa, enfermedad de IgA lineal (LAD, Linear IgA disease), lupus, enfermedad de Lyme croénica,
enfermedad de Méniere, poliangitis microscopica (MPA, Microscopic polyangiitis), enfermedad mixta del tejido
conectivo (MCTD, Mixed connective tissue disease), Ulcera de Mooren, enfermedad de Mucha-Habermann,
esclerosis multiple, miastenia gravis, miositis, narcolepsia, neuromielitis Optica, neutropenia, penfigoide
cicatricial ocular, neuritis Optica, reumatismo palindrémico (PR, Palindromic rheumatism), PANDAS,
degeneracion cerebelosa paraneoplasica (PCD, Paraneoplastic cerebelar degeneration), hemoglobinuria
paroxistica nocturna (PNH, Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria), sindrome de Parry Romberg, Pars planitis
(uveitis periférica), sindrome de Parsonnage-Turner, pénfigo, neuropatia periférica, encefalomielitis
perivenosa, anemia perniciosa (PA, Pernicious anemia), sindrome POEMS, poliarteritis nudosa, sindromes
poliglandulares tipo I, II, 1, polimialgia reumatica, polimiositis, sindrome posinfarto de miocardio, sindrome
pospericardiotomia, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, dermatitis por progesterona,
psoriasis, artritis psoriasica, aplasia pura de glébulos rojos (PRCA, Pure red cell aplasia), pioderma
gangrenoso, fendmeno de Raynaud, artritis reactiva, distrofia simpatica refleja, policondritis recidivante,
sindrome de piernas inquietas (RLS, Restless legs syndrome), fibrosis retroperitoneal, fiebre reumatica,
artritis reumatoide, sarcoidosis, sindrome de Schmidt, escleritis, esclerodermia, sindrome de Sjogren,
autoinmunidad del esperma y testicular, sindrome de la persona rigida (SPS, Stiff person syndrome),
endocarditis bacteriana subaguda (SBE, Subacute bacterial endocarditis), sindrome de Susac, oftalmia
simpatica (OS, Sympathetic ophthalmia), arteritis de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes,
purpura trombocitopénica (TTP, Thrombocytopenic purpura), sindrome de Tolosa-Hunt (THS, Tolosa-Hunt
syndrome), mielitis transversa, diabetes tipo 1, colitis ulcerosa (UC, Ulcerative colitis), enfermedad
indiferenciada del tejido conectivo (UCTD, Undifferentiated connective tissue disease), uveitis, vasculitis,
vitiligo, granulomatosis de Wegener (o granulomatosis con poliangitis (GPA)).

Se contemplan el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de otras enfermedades inmunitarias, incluidas
aquellas en las que la funcién de una o mas células inmunitarias esta sesgada, lo que da como resultado una
enfermedad del sistema inmunitario que no es necesariamente una enfermedad autocinmunitaria. Por tanto, la
plataforma de desarrollo de farmacos del presente documento también se puede utilizar para prevenir y/o
tratar de manera eficaz enfermedades que no son enfermedades autoinmunitarias. La plataforma se dirige a
enfermedades autoinmunitarias humanas. Se puede dirigir a enfermedades autoinmunitarias de seres no
humanos. Entre los ejemplos no limitantes de seres no humanos se incluyen perros, gatos, conejos, ratones,
cobayas, monos, vacas, ovejas, cabras y cebras. La plataforma de la presente divulgacion también se puede
dirigir a enfermedades del sistema inmunitario que no son enfermedades autoinmunitarias en seres humanos
y no humanos.

El paciente puede haber tenido una enfermedad autoinmunitaria durante aproximadamente 1 mes a
aproximadamente 5 afios. El paciente puede haber tenido una enfermedad autoinmunitaria durante
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aproximadamente 1, 2, 3 0 4 semanas, o dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores
mencionados anteriormente, 0 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12 meses, o dentro de un intervalo definido por dos
cualesquiera de los valores mencionados anteriormente, 0 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 afios, 0 dentro de un
intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente.

El paciente puede no haber recibido previamente ningun tratamiento para una enfermedad autoinmunitaria. El
paciente puede haber recibido previamente tratamiento (ya sea con farmacos inmunosupresores u hormonas
esteroides 0 ambos) para una enfermedad autoinmunitaria. El paciente puede haber sido tratado previamente
con éxito con farmacos inmunosupresores u hormonas esteroides o ambos para una enfermedad
autoinmunitaria. El paciente puede haber sido tratado previamente con éxito con farmacos inmunosupresores
u hormonas esteroides o ambos para una enfermedad autoinmunitaria, sin embargo, la enfermedad
autoinmunitaria ha reaparecido. El paciente puede haber sido tratado previamente sin éxito con farmacos
inmunosupresores u hormonas esteroides 0 ambos para una enfermedad autoinmunitaria.

La edad del paciente puede variar de aproximadamente 20 afios a aproximadamente 95 afios. La edad del
paciente puede variar de aproximadamente 5 afios a aproximadamente 70 afios. La edad del paciente es
menor de 5 afios. La edad del paciente puede ser mayor de 70 afios. La edad del paciente puede ser de
aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o 95 afios, o0 dentro de un
intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente. El paciente pues ser un
hombre. La paciente ser una mujer.

El EDC se puede proporcionar en forma de una composicion. La composicion de EDC se puede formular
para administracion a través de una 0 mas vias de administracion descritas en el presente documento. Las
composiciones pueden ser, sin limitaciones, soluciones inyectables estériles isoténicas acuosas y no
acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la
formulacion sea isotonica con la sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas
que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes y conservantes.

Las composiciones se pueden presentar en recipientes sellados de dosis unitaria o multidosis, tales como
ampollas y viales. Las soluciones y suspensiones inyectables se pueden preparar a partir de uno 0 mas de
polvos, granulos, cépsulas y comprimidos estériles. También se contemplan otras composiciones no
limitantes, tales como las que se administran mediante aerosol o nebulizador y parches cutaneos. La eficacia
de las composiciones se puede probar en voluntarios humanos no pacientes, modelos in vivo, modelos ex
vivo, modelos in vitro, antes de administrarlas a pacientes humanos, pacientes no humanos o ambos.

Un EDC se puede administrar diariamente, semanalmente, quincenalmente o mensualmente. El EDC se
puede administrar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 veces al dia.

La duracién del tratamiento con un EDC puede variar de aproximadamente 2 semanas a aproximadamente 4
meses. Dependiendo de la gravedad de la enfermedad, la duracién del tratamiento con un EDC puede ser de
aproximadamente 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 semanas, 0
dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente.

La eficacia del tratamiento puede variar de aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 95 %, segun lo
determinado por el nivel de autoanticuerpos circulantes y/o la cantidad de células inmunitarias especificas de
epitopo (por ejemplo, linfocitos B y T) en el paciente. La eficacia del tratamiento puede ser de
aproximadamente el 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 %, o dentro de un intervalo
definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente, segun lo determinado por el nivel
de autoanticuerpos circulantes y/o la cantidad de células inmunitarias especificas de epitopo (por ejemplo,
linfocitos B y T) en el paciente.

El volumen de la composicion de EDC puede variar de aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 10 ml. El
volumen de la composicion de EDC puede variar de aproximadamente 0,05 ml a aproximadamente 100 ml. El
volumen de la composicion de EDC puede ser de aproximadamente 0,005, 0,0075, 0,01, 0,025, 0,05, 0,075,
0,1,0,2,0,3,04,0,5,06,0,7,08,09,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 50, 100 0 150 ml, 0
dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente.

Debido a la afinidad y especificidad muy elevadas de los EDC, por ejemplo, para los BCR y los TCR, y la
accesibilidad a ubicaciones relativamente inaccesibles en el cuerpo, en algunas realizaciones, el tratamiento
eficaz de una enfermedad autoinmunitaria se consigue con una dosis mucho menor del farmaco en el EDC
en comparacion con cuando el farmaco en el EDC se administra solo. Adicionalmente, la duracion del
tratamiento requerida con un EDC es mucho mas corta en comparacion con cuando el farmaco en el EDC se
administra solo. Por ejemplo, cuando el farmaco en el EDC es un farmaco antineoplasico/antitumoral, la dosis
inicial de EDC es aproximadamente 1/10 parte de la dosis a la que se utiliza el farmaco en el EDC para el
tratamiento de tumores sélidos.
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Como los EDC tienen un acceso mucho mejor al BCR en la circulacion periférica y en los tejidos/6rganos
linfoides periféricos, la dosis inicial del farmaco en forma de EDC puede ser mucho menor que la dosis del
farmaco por si solo (por ejemplo, para tumores/canceres en ubicaciones relativamente inaccesibles del
cuerpo). Por ejemplo, la dosis inicial del farmaco en forma de EDC puede ser de aproximadamente 1/52,
1/102, 1/158, 1/208, 1/25%, 1/302, 1/352, 1/407, 1/45%, 1/502, 1/552, 1/60%, 1/652, 1/70%, 1/752, 1/802, 1/85%, 1/90°,
1/952, 1/1002, 1/2002, 1/250%, 1/500%, 1/10008, 1/2000% o 1/50002 parte, 0 dentro de un intervalo definido por
dos cualesquiera de los valores mencionados anteriormente, de |la dosis a la que se utilizaria el farmaco en el
EDC para el tratamiento de |la enfermedad.

Dichas una o mas opciones de tratamiento a base de EDC dadas a conocer en el presente documento
pueden ser rapidamente eficaces, requieren una dosis mucho menor y causan efectos adversos minimos en
comparacion con el tratamiento con farmacos inmunosupresores y/o esteroides.

Una dosis unitaria de EDC puede variar de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg. En
algunas realizaciones, una dosis unitaria de EDC puede variar de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg. Una dosis unitaria de EDC para dirigirse a los linfocitos B puede variar de
aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg. Una dosis unitaria de EDC para dirigirse a los
linfocitos T puede variar de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg. Una dosis unitaria
de EDC puede ser de aproximadamente 0,001, 0,01, 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50
mg/kg, 0 un valor dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores mencionados
anteriormente.

El EDC se puede administrar como una dosis diaria unica. El EDC se puede administrar como més de una
dosis por dia. El nimero de dosis por dia puede variar de una a seis. El nimero de dosis por dia puede ser 1,
2,3,4,5,6,7u8.

Los EDC en el presente documento se pueden utilizar para extraer y/o eliminar células autoinmunitarias
circulantes durante la plasmaféresis, la aféresis y la leucorreduccion.

Diagnéstico y monitorizacion del paciente después del tratamiento

El diagnostico de la enfermedad y la monitorizacion de la progresion de la enfermedad después del
tratamiento son fundamentales para determinar las opciones de tratamiento del paciente, la respuesta del
paciente al tratamiento y la gestion de la enfermedad del paciente.

En algunos casos, el diagnéstico y la monitorizacion de la progresion de la enfermedad del paciente después
del tratamiento se realizan utilizando procedimientos dolorosos e invasivos. Por ejemplo, el diagndstico y la
monitorizacion del paciente después del tratamiento de la progresion de la nefropatia membranosa (NM) se
basan completamente en biopsias de rifidon, que son invasivas y pueden causar hemorragia renal grave y
muchos otros efectos secundarios.

Los EDC dados a conocer en el presente documento son para el diagnéstico no invasivo y/o minimamente
invasivo y la monitorizacion después del tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

Los EDC para el diagnoéstico no invasivo y/o minimamente invasivo y la monitorizacion después del
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias comprenden uno 0 mas epitopos dados a conocer en el
presente documento. El epitopo puede estar en solucién o inmovilizado en un sustrato, 0 ambos. El sustrato
puede ser cualquiera de una variedad de sustratos, tales como columnas, perlas, microesferas, tiras de
prueba o placas de multiples pocillos que se sabe que son Utiles para ensayos para el diagnoéstico y la
monitorizacion después del tratamiento. En algunas realizaciones, el diagnoéstico y la monitorizacion después
del tratamiento de enfermedades autoinmunitarias se basan en uno 0 mas ensayos. El ensayo puede ser uno
0 mas de un inmunoensayo, tal como un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), FACS,
ImmunoSpot ligado a enzimas (ELISPOT), radioinmunoensayo, inmunoensayo magnético.

En algunas realizaciones, uno 0 mas epitopos dados a conocer en el presente documento se pueden unir a
un sustrato (por ejemplo, una placa de ELISA) utilizando procedimientos estandar. Se puede recoger una
muestra de paciente que contiene linfocitos B (por ejemplo, sangre) durante una visita a una clinica utilizando
procedimientos clinicos estandar. Las muestras de paciente se pueden afiadir a la placa de ELISA a
diferentes diluciones (por ejemplo, 1/10°, 1/100°, 1/1000° etc.) con muestras de control apropiadas. Después
de la incubacion estandar, la placa de ELISA se puede leer utilizando un lector de placas estandar.

Puede haber un aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra del paciente en relacion
con la muestra de control. Un aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo de, como minimo, el 10 %
en relacion con la muestra de control indica la presencia de una enfermedad autoinmunitaria en el paciente.
El aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra del paciente puede ser mayor del 10 %
en relacion con la muestra de control. El aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra
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del paciente puede variar de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 15 % en relacion con la muestra
de control. El aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra del paciente puede ser de
aproximadamente el 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
100 % en relacion con la muestra de control, o dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los
valores mencionados anteriormente.

Hay un aumento detectable de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra del paciente en relacién con una
muestra de control. El aumento de autoanticuerpos antiepitopo en una muestra del paciente es detectable
utilizando uno o mas de la composicion, procedimientos y/o kits para el diagnéstico dados a conocer en el
presente documento. Tal como se utiliza en el presente documento, “muestra de control” se refiere a una
muestra que es representativa de niveles normales de autoanticuerpos antiepitopo o que se obtiene de un
individuo que se sabe que estd libre de la enfermedad autoinmunitaria.

En algunas realizaciones, la muestra del paciente puede ser, por ejemplo, un fluido corporal (por ejemplo,
sangre, liquido cefalorraquideo y linfa), una muestra de biopsia de un tejido y/o un 6rgano afectado por una
enfermedad autoinmunitaria. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se puede realizar una biopsia de rifion en
un paciente con NM. En algunas realizaciones, se puede realizar una biopsia de una lesién mucocutanea en
un paciente con pénfigo vulgar.

Un ensayo basado en microscopia para el diagnéstico y la monitorizacion después del tratamiento de una
enfermedad autoinmunitaria puede comprender la obtencién de muestras de sangre del paciente. Utilizando
uno o mas EDC del presente documento la muestra de sangre puede analizarse tal cual o pueden aislarse
una o0 mas poblaciones especificas de células (por ejemplo, linfocitos B totales o linfocitos T totales) utilizando
una o mas técnicas de purificacion celular (por ejemplo, FACS) conocidas en la técnica anterior para el
andlisis para detectar la presencia de células autoinmunitarias en el paciente. Por ejemplo, pueden utilizarse
uno o mas EDC del presente documento para detectar la presencia de linfocitos B productores de
autoanticuerpos en la muestra del paciente (gjemplo 5; figura 24, y ejemplo 8; figura 29). También pueden
utilizarse uno o mas EDC del presente documento para detectar los niveles de autoanticuerpos en un
paciente.

En algunas realizaciones, el ensayo también se puede adaptar para monitorizar el estado de una enfermedad
autoinmunitaria en un paciente y/o la capacidad de respuesta a una o mas de las opciones de tratamiento
dadas a conocer en el presente documento. Por ejemplo, se puede recoger una muestra de sangre, suero y/o
plasma de un paciente en un primer punto temporal. El primer punto temporal puede ser la primera visita del
paciente a la clinica y el paciente no ha sido diagnosticado con una enfermedad autoinmunitaria y nunca ha
sido tratado previamente para la enfermedad autoinmunitaria.

En algunas realizaciones, el primer punto temporal puede ser anterior al inicio de una o0 mas opciones de
tratamiento dadas a conocer en el presente documento, en el que el paciente se haya sometido previamente
a otras formas de tratamiento. Después del inicio de una o mas opciones de tratamiento dadas a conocer en
el presente documento, se puede recoger entonces una muestra de sangre un paciente en un segundo punto
temporal, asi como en puntos temporales posteriores adicionales.

La cantidad de linfocitos B productores de autoanticuerpos antiepitopo en la muestra del paciente se puede
comparar en los diversos puntos temporales. Una disminucién en la cantidad de linfocitos B productores de
autoanticuerpos en la muestra del paciente en el segundo y/o puntos temporales posteriores en relacion con
el primer punto temporal es indicativa de una mejora de la enfermedad. Una disminucién en la cantidad de
linfocitos B productores de autoanticuerpos en la muestra del paciente en el segundo y/o puntos temporales
posteriores en relacion con el primer punto temporal puede ser indicativa de la eliminacion de linfocitos B
productores de autoanticuerpos y del 100 % del tratamiento de la enfermedad. La eliminacion de células
autoinmunitarias y la mejora de la enfermedad pueden variar de aproximadamente el 50 % al 100 %. La
eliminacion de células autoinmunitarias y la mejora de la enfermedad puede ser de aproximadamente el 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 %. La eliminacién de células autoinmunitarias
puede ser del 100 % después de solo una ronda de tratamiento. Cuando la eliminacion de células
autoinmunitarias es baja después de una ronda de tratamiento (por ejemplo, por debajo del 50 %), se pueden
proporcionar una 0 mas rondas adicionales de tratamiento para eliminar las células autoinmunitarias y/o se
puede administrar al paciente una o mas terapias adicionales.

La eficacia de un EDC puede probarse in vitro utilizando muestras de pacientes antes de administrar el EDC
a los pacientes. Por ejemplo, la eficacia de un EDC se prueba en linfocitos B aislados de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) de pacientes (figura 25;
gjemplo 6, y figura 30; ejemplo 9). Se utiliza un EDC que comprende un fluoréforo (por ejemplo, FITC) para
detectar la presencia de linfocitos B productores de autoanticuerpos en muestras de pacientes (paneles de la
izquierda en la figura 25 (muestras de pacientes con NM) y figura 30 (muestras de pacientes con pénfigo
vulgar) antes de exponer las muestras a un EDC que comprende un farmaco citotéxico. A continuacion, las
muestras de pacientes se tratan con un EDC que comprende un farmaco citotoxico (por ejemplo, MMAE). A
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continuacion, el EDC que comprende el fluoréforo se utiliza para determinar la eficacia del EDC que
comprende un farmaco citotoxico de los linfocitos B productores de autoanticuerpos en muestras de
pacientes (paneles centrales en la figura 25 (muestras de pacientes con NM) y figura 30 (muestras de
pacientes con pénfigo vulgar)).

La eficacia del EDC que comprende un farmaco citotoxico para eliminar los linfocitos B productores de
autoanticuerpos del paciente puede ser del 100 % (paneles centrales en la figura 25 (muestras de pacientes
con NM) y figura 30 (muestras de pacientes con pénfigo wvulgar)). La eficacia puede variar de
aproximadamente el 50 % al 100 %. La eficacia puede ser de aproximadamente el 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 %. Cuando la eficacia después de una primera ronda de tratamiento no es
del 100 %, se pueden realizar una 0 mas rondas adicionales de tratamiento y se puede realizar una
reevaluacion de la eficacia después de cada ronda de tratamiento.

En algunas realizaciones, los uno o0 mas EDC que comprenden un fluoréforo se utilizan como herramientas
de diagnostico para determinar la cantidad de células especificas de epitopo en un paciente. Por ejemplo, la
figura 24 muestra la utilizacién de un EDC basado en el epitopo de PLA2R y FITC como una herramienta de
diagnostico para determinar la presencia de linfocitos B autoinmunitarios en la circulacion periférica de
pacientes con NM. La figura 29 muestra la utilizacion de un EDC basado en el epitopo de Dsg y FITC como
una herramienta de diagnostico para determinar la presencia de linfocitos B autoinmunitarios en la circulacion
periférica de pacientes con PV.

En algunas realizaciones, los uno o0 mas EDC que comprenden un fluoréforo se utilizan como herramientas
de diagnostico para determinar la cantidad de células autoinmunitarias especificas de epitopo en un paciente
en un primer punto temporal. Si la cantidad de células autoinmunitarias especificas de epitopo en el paciente
en un primer punto temporal esta por encima de un umbral predeterminado (lo que indica que el paciente
requiere una o mas terapias para la enfermedad), se le puede administrar al paciente uno o mas EDC que
comprenden un farmaco ya sea por si solo 0 en combinaciéon con una o mas terapias complementarias. La
cantidad de células autoinmunitarias especificas de epitopo se vuelve a evaluar en un segundo punto
temporal utilizando los uno o mas EDC que comprenden un fluoroforo. Si la cantidad de células
autoinmunitarias especificas de epitopo en el segundo punto temporal estd por debajo del umbral
predeterminado, se interrumpe el tratamiento. Si la cantidad de células autoinmunitarias especificas de
epitopo en el segundo punto temporal esta por encima del umbral predeterminado, se continda el tratamiento
y se realiza una evaluacion posterior.

La presencia de células autoinmunitarias en un paciente se puede detectar en sangre, otros fluidos biologicos
y biopsias de tejidos y 6rganos (por ejemplo, recogidas durante una cirugia). Los EDC se pueden utilizar para
detectar cualquier poblacién celular que pueda unirse a un epitopo (por ejemplo, linfocitos B, linfocitos T,
otras células en PBMC y células en otros fluidos biologicos).

En algunas realizaciones, la plataforma del presente documento se puede adaptar a cualquier péptido,
dominio de proteina, moléculas pequefias y otros ligandos (por ejemplo, dominios de ligando o ligandos
peptidicos que se unen a receptores especificos).

En algunas realizaciones, el nivel/cantidad de linfocitos B productores de autoanticuerpos en los pacientes se
puede calcular utilizando programas informaticos automatizados estandar. En algunas realizaciones, el nivel
de linfocitos B productores de autoanticuerpos se puede comparar antes y después del tratamiento con una o
mas opciones de tratamiento dadas a conocer en el presente documento. En algunas realizaciones, uno o
mas epitopos dados a conocer en el presente documento se pueden producir y purificar en grandes
cantidades, y se pueden fabricar placas de ELISA de calidad comercial estandar y utilizarlas como un
procedimiento de rutina para el diagnéstico y la monitorizacion del paciente después del tratamiento en un
laboratorio clinico.

El ensayo es no invasivo y/o minimamente invasivo, simple, eficiente en términos de tiempo, rentable y se
puede realizar de manera rutinaria en un laboratorio clinico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ensayo
se puede realizar sin la necesidad de una biopsia renal invasiva, tal como la que se utiliza para pacientes con
NM.

Se puede disefiar un ensayo ELISA especifico del epitopo de PLA2R para el cribado e identificacion de
moléculas pequefias para el tratamiento de NM. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se pueden identificar
moléculas pequefias que bloquean especificamente la unién de autoanticuerpos de PLA2R a PLA2R. Por
ejemplo, una realizacién de la placa de ELISA proporcionada en el presente documento se puede utilizar para
cribar una o mas bibliotecas disponibles en el mercado de moléculas peguenas.

Dichas una o mas bibliotecas disponibles en el mercado de moléculas pequefias pueden comprender, sin

limitacion, metabolitos (por ejemplo, de alcaloides, glucésidos y lipidos), péptidos, fenoles naturales (por
ejemplo, flavonoides), policétidos, terpenos, esteroides y tetrapirroles.
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Cualquiera de las composiciones y/o procedimientos descritos en el presente documento se proporciona
como uno o mas kits. El kit puede comprender uno 0 mas polipéptidos, anticuerpos, sondas y otros reactivos
de ensayo descritos en el presente documento. El kit puede incluir el soporte sélido al que se pueden unir o
inmovilizar los reactivos de ensayo. Los reactivos se pueden etiquetar, opcionalmente, con un marcador
detectable. El kit puede comprender, ademas, uno o mas recipientes para contener, almacenar y/o
transportar los polipéptidos, anticuerpos, sondas y otros reactivos descritos en el presente documento.

Se dan a conocer composiciones, procedimientos y/o kits que se dirigen especificamente a las células
inmunitarias especificas de epitopo (por ejemplo, linfocitos B y T) y las eliminan. Se pueden seleccionar y
tratar uno 0 mas pacientes utilizando las composiciones, procedimientos y/o kits dados a conocer en el
presente documento para dirigirse especificamente a las células inmunitarias que reconocen epitopos (por
gjemplo, linfocitos B y T) y eliminarlas del paciente.

Nefropatia membranosa (NM)

La nefropatia membranosa (NM) (también denominada NM primaria o NM idiopatica) es una enfermedad
glomerular comun. La incidencia de NM es elevada en pacientes mayores de 40 afios. La recidiva frecuente
de la enfermedad es el principal desafio del tratamiento clinico. No existen tratamientos eficaces, excepto la
utilizacion de dosis elevadas de hormonas esteroides e inmunosupresores y los pacientes progresan a
insuficiencia renal en 5 a 10 afios con el tratamiento actual. Existen de 4.000 a 6.000 casos nuevos por afio
en los EE. UU., 10.000 casos nuevos por afio en Europa y 80.000 casos nuevos por afio en todo el mundo.

La NM es una enfermedad glomerular autoinmunitaria. Recientemente se determind que el mecanismo que
provoca la enfermedad de la NM se debe a la unién a un receptor de membrana, el receptor de fosfolipasa A2
(PLA2R), en la superficie de los podocitos renales de anticuerpos autoinmunitarios circulantes
(autoanticuerpos) generados por linfocitos B productores de autoanticuerpos. Mas del 70 % de los pacientes
son causados por autoanticuerpos anti-PLA2R. La NM a menudo reaparece y provoca insuficiencia renal en 5
a 10 afos.

Los tratamientos clinicos actuales para la NM utilizan farmacos inmunosupresores (por ejemplo, ciclosporina,
rituximab, clorambucilo, tacrolimus, ciclofosfamida, micofenolato de mofetilo) u hormonas esteroides (por
gjemplo, corticosteroides). Sin embargo, ambas opciones de tratamiento no son especificas y producen
efectos secundarios significativos. A menudo, tiene lugar la recidiva de la enfermedad cuando se reduce la
dosis de estos tratamientos. Ademas, en muchos pacientes, estos tratamientos no son eficaces. Por lo tanto,
sigue existiendo una gran necesidad de un tratamiento especifico para la NM sin efectos secundarios
perjudiciales.

Recientemente se determind que el mecanismo que causa la enfermedad de NM se debe a la unién de
autoanticuerpos circulantes a PLA2R en la superficie de los podocitos renales. Adicionalmente, los
polimorfismos M292V y H300D en el dominio 1 similar a lectina de tipo C (CTLD1) y G1106S en la region de
unién entre CTLD6 y CTLD7 pueden correlacionarse con la aparicion de NM en pacientes (Kao, L., et al).

El nivel de anticuerpos en el plasma de pacientes con NM esta directamente relacionado con la gravedad de
la enfermedad y |a respuesta del paciente al tratamiento médico. Por tanto, existe la necesidad de eliminar los
linfocitos B productores de autoanticuerpos del paciente para tratar la enfermedad, a la vez que, de manera
simultanea, se evitan efectos secundarios perjudiciales.

PLA2R es una proteina de membrana integral grande con un peso molecular de aproximadamente 180-185
kDa (SEQ ID NO: 14). En la figura 1 se proporciona una topologia propuesta de PLA2R basada en el receptor
de manosa. PLA2R contiene una parte extracelular grande glicosilada que interactda con el ligando, un Gnico
dominio transmembrana y una cola citoplasmatica corta (figura 1). La parte extracelular grande se puede
dividir adicionalmente en 10 dominios: un dominio rico en cisteina (CysR), un dominio tipo Il similar a
fibronectina (Fnll) y 8 dominios similares a lectina de tipo C repetidos (CTLD) en tandem (figura 1).

La figura 1 indica la posicion de los aminodcidos que delimitan los diversos dominios (indicados por flechas)
de PLA2R. Las secuencias de aminodcidos de algunos de los dominios se proporcionan en las SEQ ID NO:
7 - SEQ ID NO: 12 (figura 12 - figura 17). El epitopo de PLA2R (SEQ ID NO: 13), que es reconocido por
autoanticuerpos en pacientes con NM, esta ubicado en la parte extracelular del receptor, es conformacional y
sensible a la reduccién, y tiene una afinidad muy elevada por los autoanticuerpos.

Sin embargo, el epitopo de PLA2R (figura 18; SEQ ID NO: 13) cuando se expresa por si solo no se pliega
adecuadamente en la conformacion correcta. La inclusion de los dos primeros dominios permite un
plegamiento conformacional adecuado del antigeno. La proteina PLA2R de longitud completa (figura 19; SEQ
ID NO: 14) tampoco se puede expresar y purificar a gran escala, ya que no es bioquimicamente estable. Sin
embargo, los dominios 1-3 y hasta los dominios 1-6 son adecuados para expresar y obtener grandes
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cantidades de proteina. Los dominios 1-5 proporcionan una expresion optima de la proteina. Por gjemplo, se
puede obtener una conformacién plegada de manera adecuada utilizando la secuencia proporcionada en la
SEQ ID NO: 9.

La produccion de autoanticuerpos anti-PLA2R en pacientes con NM se debe a la activacion y expansion de
una poblacion especifica de linfocitos B que porta BCR especificos que reconocen un epitopo en PLA2R. La
poblacion especifica de linfocitos B se activa cuando es acoplada por una poblacion especifica de linfocitos T
cooperadores que porta un receptor de linfocitos T especifico para el mismo epitopo de PLA2R. Estos
linfocitos B y T especificos representan solo una pequefia fraccion del repertorio total de linfocitos By T.

Tratamiento de NM mediante el direccionamiento a linfocitos By T

La eliminacion de los autoanticuerpos anti-PLA2R de los pacientes puede aliviar los efectos patolégicos de
los autoanticuerpos. Sin embargo, la eliminacion de los autoanticuerpos de un paciente aun deja al paciente
vulnerable a la recidiva de la enfermedad. Esto se debe a que los linfocitos B productores de autoanticuerpos
PLA2R contindan produciendo los autoanticuerpos a pesar de la eliminacion de los autoanticuerpos
causantes de la enfermedad de la sangre del paciente. Por lo tanto, el direccionamiento especifico a las
células inmunitarias que reconocen el epitopo de PLA2R (por ejemplo, linfocitos B y T) puede eliminar la
produccion de autoanticuerpos patégenos sin afectar la funcién normal de otras células inmunitarias.

Las composiciones, procedimientos y/o kits se pueden dirigir especificamente a las células inmunitarias que
reconocen el epitopo de PLA2R vy las eliminan. Las composiciones, procedimientos y/o kits se pueden dirigir
especificamente a los linfocitos B que reconocen el epitopo de PLA2R y los eliminan. Las composiciones,
procedimientos y/o kits se pueden dirigir especificamente a los linfocitos T que reconocen el epitopo de
PLA2R y los eliminan. Las composiciones, procedimientos y/o kits se pueden dirigir especificamente a los
linfocitos B y T que reconocen el epitopo de PLA2R y los eliminan.

Los tratamientos actuales para la NM no son especificos, presentan efectos secundarios significativos y
recidivas frecuentes de la enfermedad. Los EDC del presente documento para la NM son especificos,
presentan efectos secundarios minimos o inexistentes y eliminan las recidivas de la enfermedad.

El paciente presenta, como minimo, un sintoma clinico de NM. Entre los sintomas de NM se incluyen uno o
mas entre sindrome nefrético, edema (hinchazén en cualgquier zona del cuerpo), proteinuria, aspecto
espumoso de la orina (debido a grandes cantidades de proteina), miccion (excesiva durante la noche), fatiga,
falta de apetito y aumento de peso.

El paciente puede haber tenido NM durante aproximadamente 1 mes a aproximadamente 5 afios. El paciente
puede haber tenido NM durante aproximadamente 1, 2, 3 0 4 semanas, 0 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
meses, 0 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 afos, o dentro de un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores
mencionados anteriormente.

El paciente puede no haber recibido previamente ningun tratamiento para NM. El paciente puede haber
recibido previamente tratamiento (ya sea con farmacos inmunosupresores u hormonas esteroides o ambos)
para NM. El paciente puede haber sido tratado previamente con éxito con farmacos inmunosupresores u
hormonas esteroides 0 ambos para NM. El paciente puede haber sido tratado previamente sin éxito con
farmacos inmunosupresores u hormonas esteroides 0 ambos para NM.

El paciente puede someterse a una biopsia renal para confirmar que el paciente tiene MN. El paciente puede
someterse a una biopsia renal incluso si hay un aumento detectable de autoanticuerpos anti-PLA2R en la
muestra del paciente en relacion con la muestra de control. En algunas realizaciones, el paciente puede no
someterse a una biopsia renal si hay un aumento detectable de anti-PLA2R en la muestra del paciente en
relacion con la muestra de control.

El PLA2R de longitud completa (figura 19; SEQ ID NO: 14) es dificil de purificar y, por lo tanto, tiene una
aplicacion limitada en entornos clinicos. Por tanto, las composiciones, los procedimientos y/o los kits para
eliminar linfocitos B productores de autoanticuerpos de una muestra de paciente pueden comprender un
fragmento purificado de PLA2R de longitud completa. El fragmento puede comprender CysR, Fnll y uno o
mas CTLD (figura 2).

El fragmento comprende, como minimo, os dominios 1-5 de PLA2R. En algunas realizaciones, la secuencia
del fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 1 (aproximadamente 658 aminoacidos de
longitud) (figura 6). La secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 2. La
secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 2 (figura 7) y aproximadamente del
5 % a aproximadamente el 95 % de la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 3 (figura 8). La secuencia
de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 2 (figura 7) y aproximadamente el 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 % de la secuencia proporcionada en la SEQ ID

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3014985 T3

NO: 3 (figura 8).

La secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 4 (aproximadamente 805
aminoacidos de longitud) (figura 9). La secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID
NO: 5 (figura 10). La secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 5 (figura 10} y
aproximadamente del 5 % a aproximadamente el 95 % de la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 6
(figura 11). La secuencia de un fragmento es tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 5 y
aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95% de la
secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 6 (figura 11).

Las composiciones, procedimientos y/o kits que se dirigen especificamente a las células inmunitarias que
reconocen el epitopo de PLA2R y las eliminan comprenden uno o mas fragmentos de PLA2R dados a
conocer en el presente documento como portador de uno o mas farmacos (EDC) (figura 4). Los fragmentos
de PLAZ2R dirigirian especificamente el farmaco a los linfocitos B especificos y los linfocitos T cooperadores
correspondientes que son responsables de la produccion de autoanticuerpos anti-PLA2R en pacientes. El
EDC puede unirse a los receptores especificos en los linfocitos B y T de |a superficie y entrar en las células a
través de endocitosis.

Se puede introducir un residuo de cisteina libre en el extremo C del fragmento de PLA2R. A continuacion, el
grupo tio de la cisteina libre se conjuga con un enlazador escindible. El enlazador escindible puede ser un
enlazador de valina-citrulina. El enlazador de valina-citrulina se puede preconjugar con un farmaco. El
farmaco puede ser un andlogo de duocarmicina. En algunas realizaciones, se introduce un residuo de
cisteina libre en el extremo C del fragmento de PLA2R y el grupo tio de la cisteina libre se conjuga con un
enlazador de valina-citrulina escindible preconjugado con un analogo de duocarmicina.

Se puede introducir una secuencia corta de CXPXR en el extremo C del fragmento de PLA2R. El residuo de
cisteina se puede convertir en una etiqueta de aldehido de formilglicina. El residuo de cisteina se puede
convertir en una etiqueta de aldehido de formilglicina utilizando una enzima generadora de formilglicina. La
etigueta de aldehido de formilglicina se puede conjugar, a continuacién, con un farmaco-enlazador mediante
un enlace no escindible. La etiqueta de aldehido de formilglicina se puede conjugar con el farmaco-enlazador
mediante un enlace no escindible a través de la quimica de oximas. La etiqueta de aldehido de formilglicina
se puede conjugar con el farmaco-enlazador mediante un enlace no escindible a través de la reacciéon de
Pictet-Spengler. El farmaco en el farmaco-enlazador puede ser un reactivo citotoxico.

Un farmaco se puede conjugar con el fragmento de PLA2R en una region fuera del sitio de interaccion de
BCR. Un farmaco se puede conjugar con el fragmento de PLA2R en una region fuera del sitio de interaccion
de BCR a uno o mas residuos de lisina. Un farmaco se puede conjugar con el fragmento de PLA2R en una
region fuera del sitio de interaccion de BCR a uno o mas residuos de lisina a través de enlaces amida a un
éster de N-hidroxisuccinimida (NHS) unido a un farmaco-enlazador.

Por ejemplo, el EDC se puede administrar en la circulacion del paciente por via intravenosa. La union del
EDC a los linfocitos B productores de autoanticuerpos que reconocen PLA2R puede desencadenar la
internalizacién rapida del complejo receptor-EDC a través de endocitosis (figura 5). La union del EDC a los
linfocitos T que reconocen PLA2R desencadena la internalizacion rapida del complejo receptor-EDC a través
de endocitosis. En el endosoma, el complejo receptor-EDC internalizado se digiere provocando la liberacion
del farmaco conjugado. El farmaco liberado provoca, a continuacion, la muerte de los linfocitos B productores
de autoanticuerpos que reconocen PLA2R (figura 5). El farmaco liberado puede provocar, a continuacion, la
muerte de los linfocitos T que reconocen PLA2R. El farmaco puede provocar la muerte de los linfocitos By T
por apoptosis. El farmaco puede provocar la muerte de los linfocitos B y T mediante mecanismos no
apoptoticos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos no son limitantes y se presentan Unicamente para ilustrar la presente invencion y
para ayudar a un experto en la materia a realizar y utilizar la presente invencion. Los ejemplos no tienen por
objeto limitar de ninguna manera el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1

Se recoge sangre de un paciente con NM. Se aislan linfocitos B totales de la sangre. Se utiliza FACS para
identificar y separar células que expresan el receptor para el epitopo de PLA2R. Se afiade EDC a las células
que portan el receptor para el epitopo de PLA2R. Las células que no expresan el receptor para el epitopo de
PLA2R se utilizan como control. El EDC se afiade a cada poblacion celular a una dosis que es la 1/1.0002
parte de la dosis normal del farmaco en el EDC. Las poblaciones de células se incuban durante una noche
con el EDC. Las células que expresan el receptor para el epitopo de PLA2R son destruidas por el EDC,
mientras que las células que no expresan el receptor no se ven afectadas y sobreviven. Las células se
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pueden tefiir con azul de tripano para evaluar la eficacia del EDC en la destruccion de células que expresan
el receptor para el epitopo de PLA2R.

Ejemplo 2

Se recoge sangre de un paciente con NM. Las células que expresan el receptor para el epitopo de PLA2R se
marcan con un epitopo de PLA2R marcado con fluorescencia. Las células marcadas y no marcadas se
separan mediante microscopia. Las células no marcadas se utilizan como control. El EDC se afiade a cada
poblacion celular a una dosis que es la 1/1.000? parte de la dosis normal del farmaco en el EDC. Las
poblaciones de células se incuban durante una noche con el EDC. Las células que expresan el receptor para
el epitopo de PLA2R son destruidas por el EDC, mientras que las células que no expresan el receptor no se
ven afectadas y sobreviven. Las células se pueden tefir con azul de tripano para evaluar |a eficacia del EDC
en la destruccion de células que expresan el receptor para el epitopo de PLA2R.

Ejemplo 3

En un ejemplo, después del tratamiento con una o méas opciones de tratamiento proporcionadas en el
presente documento, un paciente con NM se recuper6é en aproximadamente 1 mes en comparacion con
aproximadamente 6 meses con regimenes de tratamiento anteriores. La recuperacion del paciente se midié
por los niveles de proteina en la orina.

Ejemplo 4 - Disefio de un epitopo de PLA2R modificado para conjugacién quimica especifica del sitio

El epitopo de PLA2R contiene, como minimo, 3 dominios, a saber, el dominio rico en cisteina N-terminal
(CysRY), el dominio tipo Il similar a la fibronectina (Fnll) y el dominio 1 similar a la lectina tipo C (CTLD1) (figura
1, figura 2 y figura 23). La naturaleza de la interaccion o interacciones del epitopo con autoanticuerpos y/o
receptor de linfocitos B (BCR) no ha quedado clara. Es fundamental que la conjugaciéon de una sustancia
quimica con el epitopo no interfiera con la interaccion anticuerpo-antigeno.

Para conseguir esto, se desarroll6 un sitio especifico en el epitopo de PLA2R para la conjugacion.
Especificamente, se disefid una cisteina libre en la cola C-terminal del epitopo para desarrollar un sitio
especifico para la conjugacion quimica. También se disefiaron un sitio de escision por TEV y una etiqueta de
His (6 residuos de histidina) en la proteina C-terminal del epitopo a la cisteina introducida para la purificacion
de proteinas. La figura 23 (arriba) muestra un esquema del disefio de una construccion de epitopo de PLA2R
modificado para la purificacion de proteinas y la conjugacion a farmacos. La figura 23 (centro) muestra un
esquema de como se conjuga un farmaco (agente citotoxico) con el epitopo de PLA2R purificado.

La evaluacion de la expresion de proteinas mostrd que el epitopo de PLA2R modificado se expreso bien y
reacciond fuertemente a los autoanticuerpos anti-PLA2R, lo que indica que la cisteina introducida no tuvo
efecto en el plegamiento del epitopo. A continuacion, la construccion se expreso en las células HEK293 y la
proteina del epitopo se purificé utilizando columnas de niquel y filtracion en gel, seguidas de escision por TEV
para eliminar la etiqueta de His. A continuacion, la proteina se acoplé con un agente fluorescente (por
gjemplo, FITC) o un reactivo citotoxico (por ejemplo, monometil auristatina E (MMAE)).

La figura 23 (arriba) muestra el disefio de una construccion de epitopo de PLA2R modificado para la
purificacion de proteinas y la conjugacion de farmacos. Se introdujo un sitio de conjugacion especifico del
sitio en el epitopo de PLA2R, seguido de un sitio de escision por TEV y una etiqueta de His en el disefio de
EDC con PLA2R. La figura 23 (centro) muestra como se conjuga un farmaco con el epitopo de PLA2R
purificado. La proteina del epitopo purificada se conjug6 con un agente citotoxico de una manera especifica
del sitio. La figura 23 (abajo) muestra la pureza de la proteina del epitopo de PLA2R después de la
purificacion. Las proteinas del epitopo de PLA2R conjugadas se purificaron y se resolvieron en SDS-PAGE.
El epitopo se analizd6 en una SDS-PAGE al 7% que mostré una Unica banda de proteina en el peso
molecular correcto (aproximadamente 37 kDa) (figura 23; abajo a la izquierda).

En un experimento separado (figura 23; abajo a la derecha), se resolvieron cantidades iguales de proteinas
de epitopo, epitopo conjugado con FITC y epitopo conjugado con MMAE en una SDS-PAGE en condiciones
no reductoras, se transfirieron a una membrana y se sondaron con un suero de paciente que contenia
autoanticuerpos anti-PLA2R. Las proteinas de epitopo de PLA2R no conjugadas y conjugadas se resolvieron
en una SDS-PAGE al 4-20 % en condiciones no reductoras y se sondaron con un suero de paciente que
contenia autoanticuerpos anti-PLA2R (figura 23, abajo a la derecha). Los resultados mostraron que el epitopo
de PLA2R conjugado con farmaco se unia fuertemente a los autoanticuerpos con tanta fuerza como el
epitopo de PLA2R no conjugado (figura 23; abajo a la derecha).

La transferencia Western con autoanticuerpos anti-PLA2R mostré6 que el epitopo de PLA2R reaccioné

fuertemente con autoanticuerpos anti-PLA2R, lo que indica que la cisteina introducida no habia afectado el
plegamiento del epitopo (figura 23 (abajo a la derecha; transferencia Western)). A continuacion, la

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3014985 T3

construccion se expreso en las células HEK293 y la proteina del epitopo se purificéd utilizando columnas de
niquel y filtracién en gel, seguidas de escision por TEV para eliminar la etiqueta de His. A continuacion, la
proteina se acoplé con un agente fluorescente (por ejemplo, FITC) o un reactivo citotdxico (por ejemplo,
monometil auristatina E (MMAE)) (figura 23).

Ejemplo 5 - Evaluaciéon de la unidén del epitopo de PLA2R-FITC a los linfocitos B de memoria aislados de
pacientes con NMP

La NMP es una enfermedad autoinmunitaria mediada por linfocitos B. Los autoanticuerpos patégenos son
secretados por las células plasmaticas derivadas de un grupo de linfocitos B de memoria que poseen
receptores de linfocitos B (BCR) Unicos que se unen especificamente al epitopo de PLA2R. Para distinguir
este grupo de linfocitos B de memoria y evaluar si el conjugado de farmaco con el epitopo de PLA2R podria
unirse de manera efectiva a los BCR en la superficie de este grupo de linfocitos B de memoria, se realizé un
ensayo de union utilizando el andlisis de epitopo de PLA2R-FITC en los linfocitos B totales aislados de
muestras de sangre de pacientes con NMP. Los linfocitos B totales aislados de la sangre periférica del
paciente se cultivaron durante una noche en el medioc RPMI suplementado con suero bovino fetal y
antibiéticos a 37 °C, 5 % de CO.. A continuacion, las células se dispersaron pipeteando hacia arriba y hacia
abajo, se recogieron y se lavaron dos veces con PBS enfriado en hielo. Posteriormente, las células se
incubaron con epitopo de PLA2R-FITC en PBS durante 1 hora a 4 °C. Las células se lavaron 3 veces con
PBS enfriado en hielo y se obtuvieron imagenes con un microscopio de fluorescencia a una longitud de onda
de excitacion de 488 nm y una longitud de onda de emision de 520 nm. La figura 24 muestra una poblacién
de linfocitos B que se marcaron con epitopo de PLA2R-FITC, lo que indica la presencia de una poblacion
especifica de linfocitos B de memoria que se unen al epitopo de PLA2R en pacientes con NMP, y la fuerte
union de epitopo de PLA2R-FITC a los BCR en la superficie de estos linfocitos B de memoria.

Ejemplo 6 - Evaluacién de la eficacia de epitopo de PLA2R-MMAE en los linfocitos B de memoria aislados de
pacientes con MNP

Se evalu6 la eficacia del epitopo de PLA2R-MMAE en la eliminacién de los linfocitos B de memoria
especificos del epitopo de PLA2R aislados de pacientes con NMP. La MMAE es un potente agente citotoxico
que bloquea la polimerizacion de la tubulina provocando la muerte celular. La MMAE se ha utilizado para
desarrollar un conjugado anticuerpo-farmaco, Brentuximab vedotin (nombre comercial Adcetris) para el
tratamiento del linfoma, y fue aprobado por la FDA en 2011. Los linfocitos B totales aislados de la sangre
periférica del paciente se cultivaron durante una noche en medio RPMI y, a continuacion, se dividieron en
partes iguales en dos pocillos en una placa de cultivo celular de 12 pocillos (2 ml/por pocillo). Un pocillo de
células se incub6 con MMAE vy el otro se incub6 con el epitopo de PLA2R-MMAE durante 24 horas en una
incubadora de cultivo celular. A continuacion, se recogieron las células de ambos pocillos, se lavaron con
PBS enfriado en hielo y se incubaron con el epitopo de PLA2R-FITC durante 1 hora a 4 °C. Las células se
lavaron 3 veces con PBS enfriado en hielo y se obtuvieron imagenes con un microscopio fluorescente a una
longitud de onda de excitacion de 488 nm y una longitud de onda de emision de 520 nm.

La preincubacion con MMAE solo dio como resultado que varios linfocitos B se tifieran con el epitopo de
PLA2R-FITC (figura 25). Por el contrario, la preincubacion con el epitopo de PLA2R-MMAE no mostr6 tincion
con el epitopo de PLA2R-FITC, lo que indica el direccionamiento especifico y |a eliminacién de los linfocitos B
de memoria especificos del epitopo de PLA2R por el epitopo de PLA2R-MMAE (figura 25). Las imagenes de
microscopio optico de linfocitos B tratados con el epitopo de PLA2R-MMAE también indicaron que el EDC
produjo poco efecto en la mayoria de los linfocitos B (figura 25).

Ejemplo 7 - Desarrollo de un tratamiento con EDC para el pénfigo vulgar (no segun la presente invencion)

A efectos de conservar los sitios de union a calcio en el epitopo de Dsg3, que son criticos para la unién a
autoanticuerpos, se seleccionaron los dominios EC1-4 de Dsg3 (450 aminoacidos; figura 32; SEQ ID NO: 17)
como el epitopo para la conjugacion con farmacos. A efectos de desarrollar un sitio de conjugacion especifico
en EC1-4 de Dsg3, todas las cisteinas enddgenas (subrayadas en la figura 32) se reemplazaron por un
aminodcido estructuralmente similar, la serina. Ademads, se reemplazaron 2 sitios de N-glicosilacion
endogenos (Asn61 y Asnl31; subrayados en la figura 32) por un aminodcido estructuralmente similar, la
glutamina. Se adopto6 el mismo enfoque para disefiar el epitopo de Dsg1 para la conjugacion con farmacos, y
se seleccionaron los dominios EC1-3 de Dsg1 modificados (336 aminoéacidos) (figura 31; SEQ ID NO: 16).
Los epitopos generados se denominaron Dsg1 EC1-3 y Dsg3 EC1-4. El peso molecular del epitopo Dsg1
ECI-3 fue de aproximadamente 35 kDa y el peso molecular del epitopo Dsg3 EC1-4 fue de aproximadamente
60 kDa.

A continuacion, se disefié una cisteina libre en la cola C-terminal de cada uno de los epitopos para desarrollar
un sitio especifico para la conjugacion gquimica. También se disefiaron un sitio de escision por TEV y una
etigueta de His (6 His) en la proteina del epitopo después de la cisteina introducida para la purificacion de la
proteina (figura 27).
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Los epitopos disefiados se expresaron en las células HEK 293 y se purificaron a partir de los medios de
cultivo utilizando columnas de afinidad de niquel y filtracion en gel, seguidas de escision por TEV para
eliminar |a etiqueta de His (figura 28, panel izquierdo; azul de Coomassie). A continuacion, los epitopos se
acoplaron con un agente fluorescente (por ejemplo, FITC) o un reactivo citotoxico (por ejemplo, MMAE).

Debido a que los autoanticuerpos para Dsg1 y Dsg3 se unen, de manera preferente, a las proteinas Dsgil o
Dsg3 no desnaturalizadas, las formas conjugadas con FITC o MMAE purificadas de los dos epitopos antes
del tratamiento con TEV se mezclaron con un suero de paciente con PV mucocutéaneo en tampén PBS para
formar complejos inmunitarios y, a continuacion, se inmunoprecipitaron con las perlas de proteina G. Se
mezclaron cantidades iguales de las formas conjugadas purificadas de los epitopos de Dsg1 y Dsg3 (antes
de la escision con TEV) con un suero de paciente con PV mucocutaneo en tampén PBS durante 2 horas a
4 °C y se inmunoprecipitaron con perlas de proteina G. Las perlas se lavaron exhaustivamente y los epitopos
unidos se eluyeron con tampon de muestra con SDS, se resolvieron en una SDS-PAGE, se transfirieron a
una membrana y se sondaron con un anticuerpo anti-etiqueta de His (figura 28, paneles central y derecho;
transferencia Western). Los resultados de la transferencia Western mostraron que los epitopos disefiados y
conjugados quimicamente de Dsg1 y Dsg3 reaccionaron fuertemente con los autoanticuerpos y fueron
inmunoprecipitados bien por las perlas de proteina G, lo que indica que el disefio y la conjugacion quimica de
las proteinas del epitopo no tuvieron interferencia con las interacciones autoanticuerpo-antigeno.

Ejemplo 8 - Evaluacién de la unién del epitopo de Dsg-FITC a los linfocitos B de memoria_aislados de
pacientes con PV mucocutaneo

Se evalud la capacidad de union del epitopo Dsg-FITC a los BCR especificos en los linfocitos B de memoria
aislados de muestras de sangre de pacientes con PV mucocutaneo. Se aislaron en primer lugar células
mononucleares de sangre periférica de la sangre completa utilizando centrifugacion por densidad
(Histopague-1077), seguida de un aislamiento de linfocitos B totales utilizando un kit de aislamiento negativo
de linfocitos B. Los linfocitos B totales aislados se cultivaron, a continuacion, durante una noche en el medio
RPMI suplementado con suero bovino fetal y antibidticos a 37 C, 5 % de CO.. A continuacién, se procesaron
las células, se tifieron con el epitopo de Dsg-FITC en PBS durante 1 hora a 4 °C y se obtuvieron imagenes
bajo un microscopio fluorescente a la longitud de onda de excitacion de 488 nm y la longitud de onda de
emision de 520 nm. La figura 29 muestra que el epitopo de Dsg-FITC tifi6 fuertemente un grupo de linfocitos
B, lo que indica la fuerte unién del epitopo de Dsg-FITC a los BCR en la superficie de estos linfocitos B de
memoria.

Ejemplo 9 - Evaluacién de |a eficacia del epitopo de Dsg-MMAE en los linfocitos B de memoria _aislados de
pacientes con PV mucocutaneo (no segun la presente invencion)

Se evalud la eficacia del epitopo de Dsg1 y Dsg3 conjugados con MMAE para eliminar los linfocitos B de
memoria especificos del epitopo de Dsgl y Dsg3, respectivamente, aislados de los pacientes con PV
mucocutaneo. Los linfocitos B totales aislados de la sangre periférica del paciente se cultivaron durante una
noche en medio RPMI y, a continuacion, se dividieron en partes iguales en dos pocillos en una placa de
cultivo celular de 12 pocillos (2 ml/por pocillo). Un pocillo de células se incubd con MMAE y el otro se incubo
con epitopo de Dsg1 y Dsg3-MMAE durante 24 horas en una incubadora de cultivo celular. A continuacion, se
recogieron las células de ambos pocillos, se lavaron con PBS enfriado en hielo y se incubaron con epitopo de
Dsg1 y Dsg3-FITC durante 1 hora a 4 °C. Las células se lavaron 3 veces con PBS enfriado en hielo y se
obtuvieron imagenes con un microscopio fluorescente a una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una
longitud de onda de emisién de 520 nm.

La preincubacion con MMAE sola dio como resultado que varios linfocitos B se tifieran con epitopo de Dsg1 y
Dsg3-FITC (figura 30). Por el contrario, la preincubaciéon con epitopo de Dsg1 y Dsg3-MMAE no mostréd
tincién con epitopo de Dsg1 y Dsg3-FITC, lo que indica el direccionamiento especifico y la eliminacion de los
linfocitos B de memoria especificos de epitopo de Dsg1 y Dsg3 por epitopo de Dsg1 y Dsg3-MMAE (figura
30). Las imagenes de microscopio optico de linfocitos B tratados con epitopo de Dsg1 y Dsg3-MMAE también
indicaron que EDC produjo poco efecto en la mayoria de los linfocitos B (figura 30).

Tal como se utilizan en el presente documento, los encabezados de las secciones son solo para fines
organizativos y no deben interpretarse, de ninguna manera, como limitantes de la materia descrita. Cuando
las definiciones de los términos en las referencias incorporadas parezcan diferir de las definiciones
proporcionadas en las presentes ensefianzas, prevalecera la definicion proporcionada en las presentes
ensefianzas. Se entenderd que hay un ‘“aproximadamente” implicito antes de las temperaturas,
concentraciones, tiempos, etc., descritos en las presentes ensefianzas, de modo que las desviaciones leves e
insustanciales estan dentro del alcance de las presentes ensefianzas en el presente documento.

En la presente solicitud, la utilizacion del singular incluye el plural, a menos que se indique especificamente lo

contrario. Ademas, la utilizacién de “comprender”, “comprende”, “que comprende”, “contener”, “contiene”,
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“que contiene”, “incluir’, “incluye” y “que incluye” no pretende ser limitante.

Tal como se utilizan en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones, las formas singulares “un’,
“una” y “el” o “la” incluyen referencias plurales, a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

Tal como se utiliza en el presente documento, “aproximadamente” significa una cantidad, nivel, valor, nimero,
frecuencia, porcentaje, dimension, tamafo, cantidad, peso o longitud que varia hasta en un 20, 15, 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2 0 1%, con respecto a una cantidad, nivel, valor, niumero, frecuencia, porcentaje, dimension,
tamafio, cantidad, peso o longitud de referencia.

Aunque la presente invencion se ha dado a conocer en el contexto de determinadas realizaciones y ejemplos,
los expertos en la materia entenderan que la presente invencion se extiende mas alla de las realizaciones
especificamente dadas a conocer a otras realizaciones alternativas y/o utilizaciones de la presente invencion
y modificaciones obvias y equivalentes de la misma. Debe entenderse que diversas caracteristicas y
aspectos de las realizaciones dadas a conocer se pueden combinar con, o sustituir por, otros a efectos de
formar modos o realizaciones variables de la presente invencion dada a conocer. Por tanto, se pretende que
el alcance de la presente invencion dada a conocer en el presente documento no se limite a las realizaciones
dadas a conocer particulares descritas anteriormente, sino que se defina Unicamente por las reivindicaciones.

Debe entenderse, sin embargo, que esta descripcion detallada, si bien indica realizaciones preferentes de la
presente invencion, se proporciona sélo a modo de ilustracion.

La terminologia utilizada en la descripcion presentada en el presente documento no pretende ser interpretada
de ninguna manera limitada o restrictiva. Mas bien, la terminologia simplemente se utiliza junto con una
descripcion detallada de realizaciones de los sistemas, procedimientos y componentes relacionados.
Ademas, las realizaciones pueden comprender varias caracteristicas novedosas, ninguna de las cuales es
responsable Unicamente de sus atributos deseables o se cree que es esencial para la préactica de las
invenciones descritas en el presente documento.

Los expertos en la materia entenderan que las concepciones y realizaciones especificas descritas en la
descripcion anterior pueden utilizarse facilmente como base para modificar o disefiar otras realizaciones para
llevar a cabo los mismos propositos de la presente invencion.

Todos los términos cientificos y técnicos utilizados en la presente solicitud tienen significados utilizados
habitualmente en la técnica, a menos que se especifique lo contrario. Tal como se utilizan en la presente
solicitud, las siguientes palabras o frases tienen los significados especificados.

Tal como se utiliza en el presente documento, un “marcador detectable” o “marcador” es una molécula unida
a un reactivo o sintetizada como una parte de él. Esta molécula deberia ser detectable de forma Unica y
permitird que el reactivo se detecte como resultado. Estos restos detectables son a menudo radiois6topos,
moléculas quimioluminiscentes, enzimas, haptenos o incluso secuencias de oligonucledtidos Unicas.

Tal como se utiliza en el presente documento, “polipéptido” incluye proteinas, fragmentos de proteinas y
péptidos, ya sean aislados de fuentes naturales, producidos mediante técnicas recombinantes o sintetizados
quimicamente. Los polipéptidos comprenden habitualmente, como minimo, aproximadamente 6 aminoacidos.
Los polipéptidos mas cortos, por ejemplo, aguellos de menos de aproximadamente 50 aminoacidos de
longitud, se denominan habitualmente “péptidos”.

Un polipéptido de la presente invencion puede, en algunas realizaciones, comprender una variante de una
proteina nativa. Una “variante” de polipéptido, tal como se utiliza en el presente documento, es un polipéptido
que difiere de una proteina nativa en una o mas sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones, de modo
que la eficacia terapéutica del polipéptido no se ve sustancialmente disminuida. En otras palabras, |a eficacia
puede verse mejorada o no sufrir modificaciones, en relacién con la proteina nativa, o puede verse disminuida
en menos del 50 % y, de manera preferente, menos del 20 %, en relaciéon con la proteina nativa. Entre las
variantes preferentes se incluyen aqguellas en las que se han eliminado una o mas partes, tales como una
secuencia lider N-terminal. Entre otras variantes preferentes se incluyen variantes en las que se ha eliminado
una parte pequefa (por gjemplo, 1-30 aminoacidos, de manera preferente, 5-15 aminodacidos) del extremo
N-terminal y/o C-terminal de la proteina madura. Las variantes de polipéptidos muestran, de manera
preferente, como minimo, aproximadamente el 70 %, de manera mas preferente, como minimo,
aproximadamente el 90 % y, de la manera mas preferente, como minimo, aproximadamente el 95 % de
identidad (determinada tal como se describi6é anteriormente) con los polipéptidos identificados. Tal como se
conoce en la técnica, las variantes también se pueden seleccionar para optimizar la afinidad del polipéptido
por un compariero de union.

De manera preferente, una variante contiene sustituciones conservadoras. Una “sustitucion conservadora” es
aquella en la que un aminoacido se sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo
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que un experto en la materia de la quimica de péptidos esperaria que la estructura secundaria y la naturaleza
hidropatica del polipéptido no sufrieran cambios sustanciales. Las sustituciones de aminoacidos se pueden
realizar, en general, en base a la similitud en la polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o
la naturaleza anfipatica de los residuos. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido
aspartico y acido glutamico; los aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los
aminoacidos con grupos de cabeza polares no cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares
incluyen leucina, isoleucina y valing; glicina y alanina; asparagina y glutamina; y serina, treonina, fenilalanina
y tirosina. Otros grupos de aminoacidos que pueden representar cambios conservadores incluyen: (1) Ala,
Pro, Gly, Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Thr; (2) Cys, Ser, Tyr, Thr; (3) Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe; (4) Lys, Arg, His;
y (5) Phe, Tyr, Trp, His. Una variante puede contener también, o de manera alternativa, cambios no
conservadores. En una realizacion preferente, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por
sustitucion, delecion o adicion de cinco aminoacidos o menos. Las variantes pueden modificarse también (o
de manera alternativa) mediante, por ejemplo, la delecion o adicion de aminoacidos que tienen una influencia
minima sobre la inmunogenicidad, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido.

La terminologia utilizada en la descripcion presentada en el presente documento no pretende ser interpretada
de ninguna manera limitada o restrictiva. Mas bien, la terminologia simplemente se utiliza junto con una
descripcion detallada de las realizaciones de los sistemas, procedimientos y componentes relacionados.
Ademas, las realizaciones pueden comprender varias caracteristicas novedosas, ninguna de las cuales es la
Unica responsable de sus atributos deseables 0 se cree que es esencial para la préctica de las invenciones
descritas en el presente documento.

Debe entenderse, sin embargo, que esta descripcion detallada, si bien indica realizaciones preferentes de la
presente invencion, se proporciona sélo a modo de ilustracion.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para el diagnéstico de la nefropatia membranosa (NM) en un individuo que comprende:

incubar una muestra que contiene linfocitos B de memoria obtenidos del individuo con un epitopo de PLA2R
unido a un fluoréforo, y

detectar una union del epitopo de PLA2R a las células en la muestra,

diagnosticando de este modo la NM en el individuo,

en el que el epitopo de PLA2R comprende la SEQ ID NO: 13.

2. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el fluoréforo se selecciona
entre el grupo que consiste en FITC, hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul cascada, azul
pacifico, naranja pacifico, amarillo lucifer, NBD, NBD-X, R-ficoeritrina (PE), conjugados PE-Cy5, conjugados
PE-Cy7, Red 613 (PE-Texas Red), proteina de clorofila peridinina (PerCP), TruRed (conjugado
PerCP-Cy5.5), FluorX, fluoresceina, BODIPY-FL, Cy2, Cy3, Cy3B, Cy3.5, Cyb5, Cyb5.5, Cy7, TRITC,
X-rodamina, lisamina rodamina B, Texas Red, aloficocianina (APC) y conjugados APC-Cy?7.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, en el que el fluoroforo es FITC.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la unién se detecta utilizando
la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) o microscopia de fluorescencia.

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra es una muestra
de sangre, linfa 0 una muestra de biopsia renal.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el epitopo de PLA2R comprende la SEQ ID NO: 9.
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MLLSPRLLLLLLLGAPRGCAEGVAAALTPERLLEWQDKGIFVIQ SESLKR G
QAGKSVLTLENCOKUANKHMLWHWONHGLFNIGGSGOLGLNF SARRQP
LELYECDETLVESLRWRONRKMITGPLOY SVOVAHDNTVVASRKYIHKWS
YGSGGOMOEYLHKDLHTIKGNTHGMPOMPRPFOYRHOWHHECTREGRE
DDLLWOATTSRYERDEKWOFOPDPTRAEVGCOTIWEKDLNSHICYOFNL
LSSLEWSEAHSSCOMOGGTLLSITOETEENFIREHMESKTVEVIWMGLNG
LDEHAGWQWSDGTPLNYLNWSPEVNFEPFVEDHCGTFSEFMPSAWRS
ROCESTURYICKKY LNHIDHENVERDAWKY YATHCERGYNPYNRNOYRLQ
KEERKTWHEALRSCQADNSALIDITSLARVEFLVTLLGDENASETWIGLESN
KIFVAFEWERNDSSVIFTRNWHTLERHIFPNRSQLOVSAEQSEGHWRVENG
EERLFYIOKKAGHVLSDAESGCROEGWERHGOROYRIDTVLRSFROASSG
YYGPRALVTITNRFEGAFITSLUSSVWWERMKDSYFWIALQIINUTOREYTWKP
VOORPEPVOY THWNTHOPRYSOGOVAMRGRNPLGRWEVERURNFKA
MSLOKQRVENQERAEYEER (SEQ D N 1)
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PR Y
MLLEPSLLLLLLLGAFRGCARGVARALTFERLLEWQDKGIFVIQSESLKKL
LRAGRSVLTLENCRQARNKHMUWKWSNHGUPNIGLRSGULGLNFSARERP
LSLYECDSTLVOLRWRONREMITGRLAYSVOVAHDNTVVASREKYIHEWIS
YEHGGREDICEYIHEDLHTIKGNTHGMPCOMEFPFQYNHQWHMEDTREGRE
DRLLWOATTORYERDERKWGFCPLDFTSARVGCOTRVERDLNSHICYQEFNL
LESLOWREANSSCOMOGHGTULSITORETRENFIREHMSSKTVEVWMGLNG
LOEHAGWOWSRDGTRINYLNWSPFEVNFERFVERMOGTRFOSFMPSAWRES
RODCESTUPYICKEYLNHIDHE (SEQ ID NOL @)
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VEKDAWKY YATHCEPGWNPYNRNCYKLOKEEK TWHEALRSOOQADNSA
LIDITSLAEVEFLVTLLGDENASE TWIGLSSNKIPVSFEWSNDSBVIF TRWH
TLEPHIFPNRSOLOVSAEQSEGHWKVENCEERLEYICKKAGHVLEDAESS
COEGWERHGOFOYKIDTVLRSFDOASSCGYYCPPALVTITNRFEQAFITSLE
SEVVKMKDSYFWIALODOND TGEY TWKPVGOKPERVOY THWNTHORR
YSGOOVAMRGRHPLORWEVKHCRHFKAMSLOKQPVENQEKAEYEER
(SEQ D NO: 3
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MLLSPSLLLLLLLGAPRGCAEGVAAALTPERLLEWQDRGIFVIREESLERK
DAGKSVLTLENCKOQANKHMLWKWYSNHGLFNIGGSGULGLNFSAREQP
LSLYECDOTLVELRWRONREMITGPLOYSVOVAHDNTVWASREYIHKWS
YOSGLRGDICEYLHKDLHTIKGNTHGMPOMPFFLRYNHOWHHEOTREGRE
DRLLWCATTORYERDERWGFCRRFTSARVGUDTIWERKDLNSHICYQFNL
LESSLEWHEAHSSCOMQGLTLLSITDETEENFIREHMSSKTVEVWMGLNG
LODEHAGWOWERDGTRPUNYLNWEOPEVNFEPFVEDHUGTRERSFMPSAWRS
ROCESTLFYICKKY UNHIDHENVERDAWKYYATHCEPGWNFYNRNCYKLQ
KEEKTWHEALRSCQADNSALIDITRLAEVEFLVTLLCDENASETWIGLESN
KIFVSFEWSNDSSVIFTNWHTLEPHIFPNRSQLOVSARQSEGHWKVKNG
EERLFYICKKAGHVLSDARSGCQELOWERHGGFOYRIDTVLRSFDQASSE
YYCRRALVTITNRFEOARTSLISSVVKMKUSYRFWIALQDONDTGEYTVWER
VOURPEPVOY THWNTHQOPRY SGGOVAMRGRHPLGRWEVRHUORHFRA
MOLOKOPVENQERARYEERWRFHPOYLDWESERPGLASURRVENSRERVL
MERTWREAEAFCEREFGAHLASFAHIEEENFVNELLHGKFNWTEERQOFW
GFNKRENPLNAGSWEWSDRTPVVESFLDNTYFGRDARNUCAVY EANKTLL
PLHCGSKREWICKIPROVEKPK {SEQ D NO: &)
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FIG |

4

MLLSPSLLLLLLLGAPRGCAEGVAAALTRERLLEWQDRGIFVIQGESLKKT]
GAGKEVLTLENCROANKHMUDWRWVENHGLFNIGGBGOLGLNFSAPEQP

LSLYECDESTLVALRWRONRRKMITGRLAY SVOVAHDNTWALSREYIHKWES
YGSGOGHMCEYLHEDLHTIKGNTHGMPOMEPFQYNHNOWHNEDTREGRE
DRLLWCOATTORYERDERWGFOPOFTSAEVG OO TIWERDLNSHICYQFNL
LSSLSWEEAHSSCOMOQGGTLLSITDETEENFIREHMSSKTVEVWMGLNG
LOEHAGWOWSHGTRPLNY LNWEPEVNFERPFVEDHCGTFSSFMPEAWRS

RDCESTUPYIOKKYLNHIDHENE (SEQ IR NQ §)
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FHG 1

KOAWKY YATHOERPGWNPYNRNOYKLOKEEK TWHEALRSC QADNSALID!
TRLAEVEFLVTLLGDENASE TWIGLSSNKIPVSFEWSNDSSVIFTNWHTLE
PHIEPNREOLCVSAEQSEGHWRKVKNCEERLEYICKKAGHVLSDAESGOQ
EGWERHGOFOYRKIDTVLRSFDOASSGYYCPPALVTITNRFEQAFITSLISS
VWEKMKDSY EWIALODOND TREY TWKPVGOKPERVOY THWNTHOPRYS
GOOVAMRGRHPLGRWEVKHORHEKAMSLCKQPVENGEKAEYEERWRE
HPCYLDWESERPGLASCEKVFHSERVLMKRTWREAEAFCEEF GAHLASFA
HIEEENFVNELLHSKFNWTEERGFWIGENKRNPLNAGSWEWSDRTRPWWS
SELDNTYEGEDARNCAVYKANKTLLPLHCGSKREWICKIPROVKPK (SEQ
D NO: 8)
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FHGOIR

MLLOPSLLLLLLLGAPRGCAEGVAAAL TPERLLEWODKGIFVIOSESLKKC!
QAGKSVLTLENCKOQANKHMLWKWYSNHGLFNIGOSGCLGLNFSAPEQR
LSLYECDSTLVSLRWRCNRKMITGPLOYSVOVAHDNTYVASRKYIHEWIS
YGRGOGDICEYLHKDLHTH{SEQ ID NO: 7)
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FIG 13

MLLSPSLLLLLLLGAPRGUAEGVAAALTRERLLEWQDRGIFVIQBESLEKD

CAGKOVLTLENCKOQANKHMLWKWVENHGLFNIGGSGOLGLNFBAPEQR

LSLYECDRSTUVSLRWRONREMITGRPLAQY SVOVAHDNTVWASREYIHEWS

YESGOGHICEYLHRDLHTIKGNTHGMPOMFPFQYNRQWHHECTREGRE

DDULWCATTORYERDERKWGFUOPDPTSAEVG (SEQ ID NO: 8
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Wil Y
FG 14

o
£,

MLLEPSLLLLLLLGAPRGCAEGVAAALTPERLLEWG DK GIFVIRGESLEROH
LAGKSVLTLENCROQANKHMUWKWYSNHGLUFNIGGSGULGLNFSAREGP
LSLYECDSTLVELIRWRONREMITGPLOYSVOVARDNTVVASREYIHKWIS
YOSGLOGMCEYLHKDUMTIKGNTHGMPOMFRFFQYNHOQWHHEDTREGRE
DRLLWCATTORYERDERWGFCPDFTSAEVGUOTIWERKDLNSHICYQFNL
LSSLSWSEAHSSCOMQGOTILSITOETRENFIREMNMESKTVEVWMGLNG
LDEHAGWOWSDGTRLNYLNWSPEVNFERFVERDHUGTRRSFMPOAWRS
ROUCESTLRYICEKYUNHIDHEVE (SEQID ND 8

v,
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MLLSPSLLLLLLLGARRGOARGVAAALTRERLLEWGQDKGIFVIQSRESLKKC
CAGKSVLTLENCKQARKHMUWRKWWENHGLFNIGGSGULGLNERAPEGP
LaLYECDSTLVSIRWRONREMITORPLAQYSVQVAHDNTVWARRRYIHRWIS

YORSGLODICEYLINKDLNTIKGNTHOMPOMFPFQYNHQWHHECTREGRE
DRLLWOATTORYERDERWGFOPLFTSARVGCOTIVERDLNSHICYQFNL
LOSLOWSEAHSSCOMOQGOGTLLSITOETEENFIREHMSSKTVEVWAGLNG
LDEHAGWOWSRDGTRLNYLNWOREVNFERFVERDHCGTFSSFMPSAWRE
ROCESTULPYICKKYLNHIDHENVERDAWKYYATHCEPGWNPYNRNCYRLOQ
KEEKTWHEALRSCOADNSALIITSLAEVEFLVTLLOGDENASETWIGLEEN
KIPYSFEWSNDSEVIFTRWHTLEPHIFPNRSQLOVEAEQSEGHWEVKNG
SERLFYICKKAGHVLED (884 1D NG 1)
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R I8
MLLEPSLLLLLLLGAPRGUAEGVARALTPFERLLEWODKGIFVIQSESLERL

QAGKSVLTLENCERQANKHMLWKWVYSNHGLFNIGGRGCLGLNFSAREQR
LOLYECDSTLVOLRWRONREMITGRPLOQYSVOVARDNTVWWABREYHEWES
YESGOOMCEYLHEDUHTIRGNTHGMPCOMPPFQYNHQWHHECTREGRE
DULLWCATTORYERDEKWGFOPDPTSARVGUDTIWEKDUNSHIOYQFNL
LESLEWSEAHSECOMOQGETLLSITDETEENFIREHMESKTVEVWMGLNG
LDEHAGWOWESDGTPLNY LNWSPEVNFEPFVEDHUGTFSSFMPSAWRS
ROCESTUPYICKEKYLNHIDHEIVEKDAWRKYYATHCEPGWNPYNRNCYKLG
KEERTWHEALRSCOADNSALINTSLABVEFLVTLLGDENASETWIGLSEN
KIPVEFEWONDSSVIFTRNVWHTLEPHIFPNEBQLOVEAEQSEGHWEVENC
EERLFYICKEAGHVLSDAESGCQEOWERNHQGFCOYKIDTVLRSFDQASSEG
YYCRPALVTITNRPEQAFITSLISSVWVEMEKLSYRFWIALQDONDTGEYTWKR
VOQEPERVOY THWNTHOPRYSGOOVAMRGREPLGRWEVEKHUORMFRA
MSLOROPVENQE (BEQ D NO: 11
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G 17

MLLSFOLLLLLLLGAPRGCARGVAAALTRPERLLEWQDKGIFVIQSESLEKG
QAGKEVLTLENCRKOANKHMLWRWVIONHGLFNIGRSGULGLNFSAPROR
LOLYECDSTLIVELRWRONRKMITGPLOY SVRVARHDNTVWVASRRYIHRWIG
YOESGGHMOEYLHKDLHTIKONTHGMPOMEPRFQYNHQWHHECTREGRE
DOLLWOATTSRYERDEKWOFCPDRTSAEVGCDTIWERDLNSHICYQFNL
LOSLEWEREAHSEUQMOQGETLLRITRETEENFIREHMESKTVEVWMGLNG
LDEHAGWOWSDOTRLNYLNWSPEVNFERFVEDRCOTF SSFMPSAWRS
ROGESTURFYICKKYLNHIDHENERDAWKYYATHOEPGWHNREYNRNOYKLQ
KEERKTWHEALRSCQADNSALIDITSLARVERLVTLLODENASETWAGLEEN
KIFVSFEWSNDSSVIFTHNWHTLEPHIFPNRSOLOVERARQSREGHWKVRNC
EERLFYICKRAGHVLGDAESGOQEGWERHGGFOYKIDTVIRSFDQASSG

YYOPRPALVTITNRFEQAFITSLUSSWVWERMEDSYFWIALQDQNDTGEYTWRER
VGOEPEPVOYTHWNTHOPRYSGOOVAMRGRHPLGRWEVKHURHFEA
MOLCKOPVENDQEKARYEERWRFHPOYLDWESEFGLASURKVRFHEERVL
MEKRTWREAEAFCEEFGAHLASFAHIEEENFVNELLHEKFNWTEERQFW
GFNERNPLNAGSWEWSDRTPFVVASFLONTYFOEDARNUAVYRANKTLL
RPLHOGSKKEWICKIPRIVERK {(SEQ D ND 1)
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£
oy
5

COTAVEKDLNSHICYOFNLLSSLEWSEAHSSCOMOGOTLLSITDE TEENF
REMMSSKTVEVIWMGLNOLDEHAGWOWS DG TPLNY LNWSPEVNFEPFY
EDHCGTFSSFMPBAWRSRDCESTLRYICKKY LNHIDHEIVE (SEQ 1D NO:
13)
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i 18

MLLSPSLLLELL \553R{:‘.&i?&&i%‘v?‘%f&i%&??ii‘?%iii‘l ‘Q“‘?({S‘?\?i} SESLEEG
QAGKSVLTLENCRQANKHMUWKWVONHGLENIGGRGOLGLINERA "‘%W»‘il‘
M:;\LY{Z{\Q*TA SLERWRE N?’%K\‘ii"&s?&i‘\’&% AAVAHDNTVVASREYIHEWIS
‘f“ {Mmm GE ‘f’k %%K&}i HIIRG ?@%“i &3?\ MM“%‘T}\{'NR ‘s%%%«i%% TREGRE

TLEYICH

EEKTWHEALRSCOADNSALIMTSL e’-\%\r% \ ?ii i?i%\*\%i TV \iw \&ii‘\
IFVEFEWENDSSVIFTNWHTLEPHIFPNRSQLOVSAEQSEG! ‘%X‘x%{\; KNCE

ERL *‘:‘{i SKEKAGHWVL \Q&E:&{Z%&Z{Qfﬁmﬁ‘ “53?{%%*\“3&3%: X’i{ DTVLRSFDOASEEY
YEPPALVTITNRFEQAFITSLISSVWWRMKDSY FWIALQDONDTGEY TWKPY

L0 “ﬁ?&f{}ﬂ‘"?ﬁi é‘\éﬁﬁw?}??bTGGV*‘&’%R&@%?NQ&\‘V\*XH RHFEKAM
SLOKOPVENQEKAEY EERWPFHPOYLDWESERPGLASCEKVEHSEKVLM
KRTWREABAFCEEFGAMLASFAMIEEENFVNELLHGKFNWTEERGQFWIG
ﬁ‘?\%%(?i?%i?“i“%\i&\{ﬁS&*ﬁﬁ‘s"\fﬁ}fﬁ\ TEVVESFLONTYFGEDARNCAVYKANKTLLFL
COSKEREWICKRIPRDVEPKIFFWYQYIVPWIFYQUARYLEHTFASEWLN
s §;§ VOSWLHSDLLTIHSAHEQEFIHEKIKALSKYGASWWIGLOQEERANDER
*‘:\?:X“*R{\{‘“??‘X*’“{Q*\Ei’ VOTOGRERTVNNOSQROGHISSITGLWGSERTSVEMP
SICKRRKRKYWLIEKKEKDTRROHGTORRGWLYFNYROLLLNIFRKDROESWKN
WTHAQHFOAREGGTIVAIESEVEQAFITMNLFGQTTESVWIGLANDDYEY
VWLNGKFWY SNWEPFOINIPSHNTTEVOKHIPLCALLSONPFNEHFTGRKW
YFEQUGHESYG ?X**’W%{X?Q{}?“& SHOVNTSDMY PMPNTLEYGNRTYRINA
NMTWY AAIKTOLMHKAQLYSITROYHQOFLTVWVLARLGYARVIGLETTRN
GLNFDWSDGTRESSF i%“\s\ﬁ\{}&&&&i& ADOVEADSNGRWHSTACESFLAG
AICHVPPETRQSEHPELOEETSIPWIKFKONCY SFSTVLDEMEFEAAHERD
KEEGSNULTIKDEAENAFLLEELFAFGSSVOIMVWLNAGFROGNNETIRKWEFD
GTPTDRSNWGIRKPDTRYFKPHHOVALRIPEGLWQLSPOQEKRGFICEM
§~EA{}§?‘%?&E@%i\\.??%(ﬁ?’& SSHPLAVVLTUVVAICTLEFCIYKHNOGFFRRLAG
FREPYYPATNFSTVYLEENILISDLERSDOQ (BEQ 1D NO!U 14
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MOSYLLMWGLLTRFIMVPGUQARLCRDDPREIPHATFRAMAYKEGTML
ECERGFRREICSGSLYRMLCTOHSEHSSWDNQCUCTSSATRETTKOINVTRG
PEEQKERKTTEMOSPMORPVDUASLFGHOREFRPWENEATERIYHFVVG
QMY YOOVQRGYRALHRGPAESVOKMTHGKTRWTQNQLICTGEMETSBQF
PLEEKPOASPEGRPESETROLVTTTORQIQTEMAATMETSIFTTRYQVAY
RGLT {E’;&ZQ 0 NQUIR
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4%
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Enlazador

Epitopo &\\\\\\\\\\ Agente de tratamiento
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Linfocito B Linfocito T
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Piel

Ganglio linfatico
Drenaje al P
vaso linfatico

Linfa aferente N

Linfa eferente
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FiG 2

%
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Enlazador
Epitopo de PLAZR Agente citotdxico .
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Epitopo de PLAZR

Microcopio de Microscopio
fluorescencia aptico

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3
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Enlazador

Epitopo de PLAZR \\\\\\\\\ MBAR

Microscopio de Microscopio
fluorescencia optico

N Ay R,
3 SR A 3 \\_‘ S
PR Y W i
R \'*" LA W W N

N

Faciente 1

N
3

.

Paciente 2
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Sitio de escision por TEV

¥

Sitioc de
conjugacion
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Enlazador
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Fis 28

Azul de Coomassie Transferencia Western
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SN ey

Enlazador

Epftopo de Dsg

Microgcopio de Microscopio
flucrescencia éptico

Paciente 1

Paciente 2 -

Paciente 3
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Enlazador

Epitopo de Dsg \\\\\\\\\\\\ MVAE

Microscopio de Microscapio
fluorescencia Sptico

Paciente 1 k\ -
& N
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|

Paciente 2
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s 3

EWIKFAAACREGEDNSKRNPIAKIHSD. AANQQUTYRISGVGIDQPPYGIF
VINQKTGEINITSIVDREVTRPEEIY O RALNSMGQDLERPLELRVRVLDINDN
PPVESMATFAGQIEENS NANTLVMILNATDADEPNNLNSKIAFKIRQEPSD

%i”i“““ N?\\ifv% R%%‘d%\?xi%* §§§<§“Q\KQQ\{§\§\ ”\\ Q&.}bi}&{@&}{‘; *‘XP"%??N&%&«&

FE Si?ié NEGNWEFEIEMNERTY i\\*‘{? HLEVVKE L Y EAMQSLGLRICVRNKARYF
HHSIMBQYRKLEASAISVTVINVIEGRVE {(BEQ 1D NQ!U 18]
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EWVRKFAKPLREGEDNOSKRNFAKITSYOATORITYRISGVGHMIPPERGIF
VVRENTGUINITANWDREETPSFUT U RALNAQGLDVEKPLUILTVIILDINDNP
PYRSQOQIFMGRIEENSASNSUVRMILNATOAREPNHLNGRIAFKIV %0% SAG
TPMFLLORNTGEVRTLTNSLDREQASSYRUWSGADRDGEGLETQUELN
IRVEDWVNINFPMFRDSQYSARIEENLESSELLRFOVTIN &SV”}”W\%‘* A‘x"‘r‘
FRTRONEGNWFEIQTDPRTNEGH KVWKALDYROLGSVRLSIAVKNKAERH
GEVISRYRVQSTRVTIOVINVREGIAFRPASK TR TVRKGIGSKKLVRY §CT
‘z"{.}»{\ii\* if* ?"%%{s\s'\é\%‘v K\f\o &?b?\ii\ii} &‘? ii‘\? i}\%{?f\% %‘{%X %‘i?’é%&«‘\é& }$?§

»s?}

55



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - CLAIMS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS
	Page 39 - DRAWINGS
	Page 40 - DRAWINGS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS
	Page 44 - DRAWINGS
	Page 45 - DRAWINGS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS

