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-1-

DESCRIPCION

La presente invencidn se refiere a un péptido y a su utilizacion en el tratamiento y/o
la prevencion de la esclerosis multiple. La presente invencion se refiere asimismo a una
composicion farmacéutica que comprende varios de estos péptidos tolerogénicos.

ANTECEDENTES

En una respuesta inmunitaria adaptativa, los linfocitos T pueden reconocer los
epitopos internos del antigeno de una proteina. Las células presentadoras de antigeno
(APC) toman los antigenos de la proteina y los degradan en pequefnos fragmentos de
péptidos. Un péptido se puede unir a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en
una molécula de clase | 6 Il en el interior de la célula y ser transportado a la superficie
celular. Cuando se presente a la superficie celular conjuntamente con una molécula del
MHC, el péptido puede ser reconocido por una célula T (a través del receptor de la célula
T (TCR), en cuyo caso el péptido es un epitopo de la célula T.

Los epitopos de la célula T juegan un papel principal en la respuesta inmunitaria
adaptativa a cualquier antigeno, tanto si es propio como extrafio. El papel principal que
desempenan los epitopos de la célula T en las enfermedades de hipersensibilidad (que
incluyen alergia, enfermedades autoinmunes y rechazo de transplantes) se ha demostrado
mediante la utilizacion de modelos experimentales. Es posible inducir enfermedades
inflamatorias o alérgicas mediante una inyeccién de péptidos sintéticos (basados en la
estructura de los epitopos de la célula T) junto con un adyuvante.

Por el contrario, se ha demostrado que es posible inducir una tolerancia
inmunoldgica para epitopos de péptidos concretos mediante la administracion de epitopos
de péptidos en forma soluble. Se ha demostrado que la administracion de antigenos de
péptidos solubles es un mecanismo eficaz para la inhibicion de enfermedades en
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE- a model for multiple sclerosis (MS))
(Metzler y Wraith (1993) Int. Inmunol. 5:1159-1165; Liu y Wraith (1995) Int. Inmunol.
7:1255-1263; Anderton y Wraith (1998) Eur. J. Inmunol. 28:1251-1261); y en modelos
experimentales de artritis, diabetes, y uveoretinitis (revisada en Anderton y Wraith (1998)
como anteriormente). Esto también se ha demostrado como un mecanismo para el
tratamiento de enfermedad en curso en EAE (Anderton y Wraith (1998) como se ha
indicado anteriormente).

La utilizacién de péptidos tolerogénicos para el tratamiento o la prevencién de
enfermedades ha concentrado una atencion considerable. Una de las razones para ello es
que se ha demostrado que algunos epitopos tolerogénicos pueden actuar disminuyendo
las respuestas de las células T para distintos antigenos dentro del mismo tejido. Este
fenémeno, conocido como “supresion especifica” significa que deberia ser posible inducir
la tolerancia a mas de un epitopo (preferentemente todos los epitopos) en un antigeno en
particular, y a mas de un antigeno para una enfermedad en particular, utilizando un
péptido tolerogénico concreto (Anderton y Wraith (1998) como anteriormente). Esto
evitaria la necesidad de identificar todos los antigenos patdégenos en una enfermedad
concreta.
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Los péptidos también son una buena opcién para la terapia debido a su coste
relativamente bajo y al hecho de que los analogos de péptido se pueden producir con
propiedades inmunoldgicas alteradas. Por lo tanto, los péptidos se pueden modificar para
alterar sus interacciones tanto con MHC como con TCR.

Un posible problema con este enfoque es que se ha demostrado que no todos los
péptidos que actian como epitopos de la célula T son capaces de inducir tolerancia. El
péptido de la proteina bésica de la mielina (MBP) 89-101 es un antigeno inmunodominante
después de la inmunizacién y también es un inmunogeno eficaz tanto en términos de
activador de la reactividad de la célula T como de induccion de la EAE. Sin embargo, este
péptido ha demostrado ser ineficaz para la induccién de la tolerancia cuando se administra
en solucion (Anderton y Wraith (1998) como se ha indicado anteriormente).

Se han propuesto varias explicaciones para la jerarquia observada en la capacidad
de los epitopos de la célula T para inducir tolerancia (revisada en Anderton y Wraith
(1998) como se ha indicado anteriormente). En particular, se ha propuesto que existe una
correlacion entre la afinidad del péptido para el MHC y la tolerogenicidad (Liu y Wraith
(1995) como se ha indicado anteriormente), pero esto no coincide con algunas de las
observaciones. Por ejemplo, la MBP[89-101], que no es tolerogénica, se une a |-A° con
una afinidad relativamente elevada. Por consiguiente, no es facil predecir qué péptidos
induciran la tolerancia.

Si existiera una explicacion racional de por que s6lo una proporcién de epitopos de

péptidos son capaces de inducir la tolerancia, esto facilitaria la seleccién de péptidos
tolerogénicos utiles para el tratamiento y la prevencion de la esclerosis multiple.

SUMARIO DE LA INVENCION

En el contexto de la presente invencién se ha demostrado que si un epitopo de
péptido presenta un tamafio adecuado para ser presentado por una APC inmadura sin
procesamiento del antigeno, puede inducir la tolerancia inmunolégica. La observacion de
que algunos epitopos de células T son tolerogénicos y otros no pueden inducir la
tolerancia se puede explicar por tanto por el hecho de que algunos epitopos necesitan
mas procesamiento antes de que sean capaces de ser presentados por una molécula de
MHC. Estos epitopos que necesitan més procesamiento no inducen tolerancia cuando se
administran en forma soluble, a pesar de su capacidad de inducir enfermedades cuando
se inyectan en combinacion con un adyuvante.

Los epitopos que no requieren un procesamiento posterior son capaces de inducir
tolerancia, y se han clasificado como “apitopos” (Antigen Processing Independent
epiTOPES) (epiTOPOS independientes del procesamiento del antigeno) en el contexto de
la presente invencion.

Este descubrimiento proporciona un procedimiento de base de reglas para la
seleccién de epitopos tolerogénicos de células T que evita la necesidad de examinar la
capacidad tolerogénica de un péptido in vivo. Esto resulta particularmente ventajoso en el
desarrollo de estrategias para tratamiento o la prevencién de enfermedades para las que
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no se dispone de modelos animales. Incluso para las enfermedades en las que se dispone
de modelos animales, el procedimiento de seleccidon deberia simplificar y hacer mas
seguro el desarrollo de las composiciones inductoras de tolerancia, porque proporciona un
mecanismo por el cual la capacidad de induccién de tolerancia de un péptido se puede
probar en las células T humanas (reconociendo el antigeno conjuntamente con las
moléculas MHC humanas) in vitro, antes de su utilizaciéon in vivo.

En un primer aspecto, por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un
péptido tolerogénico humano, capaz de unirse a una molécula MHC de clase | 6 Il sin
procesamiento posterior del antigeno, para su utilizacién en el tratamiento y/o prevencion
de la esclerosis multiple, en el que el péptido se selecciona de entre los péptidos
siguientes de la proteina basica de la mielina (MBP): 83-99 y 131-145.

Se conocen varios procedimientos en la técnica para el cribado de péptidos que
pueden actuar como epitopos de las células T para un antigeno determinado.
Comunmente, por consiguiente, el procedimiento se utilizara para seleccionar un péptido
tolerogénico a partir de varios péptidos que comprenden cada uno un epitopo de células
T.

Para investigar si un péptido es capaz de unirse a una molécula del MHC de clase |
O Il sin procesamiento posterior, se puede estudiar la capacidad del péptido de unirse a
una molécula del MHC de clase | 6 Il utilizando un sistema de presentacion independiente
del procesamiento del antigeno (APIPS). En un aspecto preferido, el procedimiento
comprende, por consiguiente, las siguientes etapas:

(i) tratamiento de un APIPS con un péptido; y

(i) andlisis de la union del péptido a las moléculas del MHC de clase | 6 Il dentro
del APIPS

En el contexto de la presente invencidbn se ha conseguido identificar varios
epitopos para la proteina basica de la mielina, que es un autoantigeno de la esclerosis
multiple.

Es conocido que algunos péptidos son capaces de inducir tolerancia para otros
epitopos del mismo antigeno, e incluso otros epitopos de un antigeno distinto (mediante el
fenémeno conocido como supresion especifica). Sin embargo, en el contexto de la
presente invencion se ha previsto que para suprimir adecuadamente todas las células T
autoreactivas, seria ventajoso administrar al paciente una combinacién de varios epitopos
para el tratamiento y/o prevencidén de la esclerosis multiple. En un segundo aspecto, por
consiguiente, la presente invencidn proporciona una composicidon farmacéutica que
comprende una variedad de péptidos segun el primer aspecto de la invencion, estando
cada péptido basado en un epitopo de la célula T.

Una estrategia general para el tratamiento y/o la prevenciéon de una enfermedad en
un sujeto puede comprender las etapas siguientes:

(i) identificacion de un antigeno para la enfermedad
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(i) identificacion de un epitopo para el antigeno; y

(iii) administracién del epitopo al sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 representa un ejemplo tipico del perfil cinético para el derivado de
proteina purificada (PPD) de Mycobacterium tuberculosis y la MBP en pacientes con
esclerosis multiple (EM) y en individuos sanos. Se comprueba la capacidad de
proliferacion de las células mononuclerares de sangre periférica (PBMC) aisladas de un
paciente con EM (A) y un individuo normal (B) en presencia de PPD y la MBP total; el perfil
cinético de la respuesta de proliferacién a la MBP se compara con el PPD del antigeno
secundario.

La figura 2 es una tabla que resume las respuestas PBMC a la MBP y de sus
péptidos en pacientes con EM. Algunos individuos son analizados en tres periodos de
tiempo distintos, con un periodo de aproximadamente 4 a 7 meses entre cada punto.

La figura 3 es una tabla que resume las respuestas de PBMC a la MBP y a
péptidos de la MBP en individuos sanos. Transcurrieron entre 4 y 7 meses entre cada
punto.

La figura 4 representa un ejemplo de un paciente con EM (EM 49) que responde a
multiples péptidos en 2 periodos de tiempo distintos, pero para quién el perfil de
reconocimiento durante el segundo punto, medido 4 meses después, difiere
significativamente. Las PBMC se cultivaron en presencia de MBP y un panel de péptidos
atravesando la longitud completa de la MBP, y se midi6 la proliferacion mediante el
consumo de °H-timidina. La amplia respuesta proliferativa de células T observada en el
primer periodo fue significativamente diferente a la respuesta medida 7 meses después
(segundo periodo).

La figura 5 representa un ejemplo de un paciente cuya amplia respuesta de
epitopos (primer periodo) retrocede (segundo periodo) y reaparece después de un periodo
de doce meses (tercer punto).

La figura 6 representa un mapa de la especificidad precisa de las regiones de los
péptidos identificados en el ensayo de la respuesta cinética que se obtiene a través de la
utilizacién de TTC generada por pacientes con EM e individuos sanos. La mayoria de los
péptidos utilizados en los ensayos de exploracién son de 15-mer de longitud, sin embargo,
unos pocos son de 10-mer, y 1 péptido es de 17-mer. La especificidad de cada TTC se
comprueba por Io menos dos veces.

La figura 7a es una tabla que representa la caracterizacion de los epitopos de las
células T con la proteina basica de la mielina reconocida por linfocitos T en pacientes con
EM.

La figura 7b es una tabla que muestra que todos los epitopos de las células T no
son necesariamente presentados mediante unos APC fijos y por consiguiente no todos
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son epitopos.

Las figuras 8 y 9 representan la presentacion de varios péptidos de MBP para
clones de células T mediante un APC vivo y fijo. Figura 8A-30-44, figura 8B-110-124,
figura 9A-130-144, figura 9B-156-170.

La figura 10 es una tabla que representa los valores pico del indice de estimulacion
(IE) para la MBP y péptidos de la MBP en pacientes con EM obtenidos en tres periodos
distintos. Las muestras para el segundo punto de tiempo se recogieron 4-8 meses
después del primer periodo de tiempo, y las muestras para el tercer periodo se obtuvieron
3-5 meses después del segundo periodo. Se midié la cpm de fondo de cada dia y ésta
estaba comprendida entre 80-700 cpm; una respuesta positiva (negrita) se definié segun
IE>3 y dcpm>1000. (No fue posible recoger muestras para los tres puntos de los
pacientes EM19 y EM67.)

La figura 11 es una tabla que representa los valores pico del indice de estimulacion
(IE) para la MBP vy los péptidos de la MBP en individuos sanos. Se midié la cpm de fondo
de cada dia y ésta estaba comprendida entre 80-700 cpm; una respuesta positiva (negrita)
se definié segun IE>3 y &¢cpm >1000.

La figura 12 muestra la respuesta de las células T aisladas de un raton transgénico
DR2:MBP82-100 en la presentacion de péptidos de la MBP anidados en la regién 77-100
mediante APC.

La figura 13 muestra la respuesta del clon de la célula T MS17:A3 en la
presentacion de péptidos de la MBP anidados en la regién 125-148 mediante APC.

La figura 14 es una ilustracion del reconocimiento del epitopo de la célula T dentro
de la secuencia de la MBP 89-101. Existen tres epitopos distintos pero superpuestos de
las células T dentro de la secuencia: 89-94, 92-98 y 95-101. Se muestra el potencial para
la segmentacion entre los residuos 94 y 95 mediante la accion de la asparaginil
endopeptidasa (AEP).

La figura 15 muestra la capacidad de los péptidos de la MBP 87-96 (A) y 89-101
(B) para actuar como un epitopo para las células T que responden al epitopo 89-94.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para la
seleccién de un péptido tolerogénico.

Tolerancia

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “tolerogénico” significa
capaz de inducir tolerancia.

La tolerancia es la incapacidad de responder a un antigeno. La tolerancia a los
propios antigenos es una caracteristica esencial del sistema inmunolégico, cuando ésta se
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pierde, se puede dar una enfermedad autoinmune. El sistema inmunol6égico adaptativo
debe mantener la capacidad de responder a una enorme variedad de agentes infecciosos
mientras que impide un ataque autoinmune de los propios antigenos presentes dentro de
sus propios tejidos. Esto esta controlado en gran parte por la sensibilidad de los linfocitos
T inmaduros a la muerte celular apoptética en el timo (tolerancia central). Sin embargo, no
todos los antigenos propios son detectados en el timo, de forma que la muerte de
timocitos autoreactivos permanece incompleta. También existen por consiguiente unos
mecanismos mediante los cuales se debe adquirir tolerancia por parte de los linfocitos T
autoreactivos maduros en los tejidos periféricos (tolerancia periférica). En Anderton et. al.
(1999) (Inmunological Reviews 169:123-137) se presenta una revision de los mecanismos
de la tolerancia central y periférica.

La tolerancia puede ser debida a la induccién de anergia o bien estar caracterizada
por ella en por lo menos una porcién de las células T CD4+. Para activar una célula T un
péptido se ha de asociar con un APC “profesional” capaz de suministrar dos senales a las
células T. La primera sefal (sefial 1) es suministrada por el complejo péptido-MHC en la
superficie celular del APC y es recibida por la célula T a través del TCR. La segunda sefal
(sefal 2) es suministrada por moléculas coestimuladoras en la superficie del APC, como
CD80 y CD86, y es recibida por CD28 en la superficie de la célula T. Se cree que cuando
una célula T recibe la senal 1 en ausencia de la sefial 2, no se activa y, de hecho, se
vuelve anérgica. Las células T anérgicas son refractarias a un estimulo antigénico
posterior, y pueden ser capaces de suprimir otras respuestas inmunes. Se cree que las
células T anérgicas estan implicadas en la mediacion de la tolerancia de la células T.

Sin la intencién de vincularse a una teoria, en el contexto de la presente invencién
se predice que los péptidos que requieren un procesamiento antes de que se puedan
presentar conjuntamente con moléculas del MHC no inducen tolerancia porque deben ser
procesados por células que presentan antigenos maduros. Las células que presentan
antigenos maduros (como macroéfagos, células B y células dendriticas) son capaces de
procesar el antigeno, pero también de suministrar ambas sefales 1 y 2 a una célula T,
llevando a una activacion de la célula T. Los epitopos, por otra parte, serdn capaces de
unir un MHC de clase Il a una APC inmadura. Por consiguiente, estaran presentes en las
células T sin coestimulacién, conduciendo a una anergia de la célula T y tolerancia.

Por supuesto, los epitopos también son capaces de unirse a moléculas MHC en la
superficie celular de una APC madura. Sin embargo, el sistema inmunol6gico contiene una
cantidad mayor de APC inmadura que madura (se ha sugerido que se activan menos del
10% de las células dendriticas, Summers et. al. (2001) Am. J. Pathol. 159: 285-295). La
posicion por defecto para un epitopo sera, por consiguiente, anergia/tolerancia, mas que
activacion.

Se ha demostrado que, cuando la tolerancia se induce mediante la inhalacién del
péptido, la capacidad de proliferacion del antigeno especifico CD4+ de la célula T se
reduce. También, la produccion de IL-2, IFN-y y IL-4 por parte de estas células esta
disminuida pero la produccién de IL-10 aumenta. La neutralizacion de la IL-10 en ratones
en un estado de tolerancia inducida por el péptido ha demostrado que restablece
completamente la susceptibilidad a la enfermedad. Se ha propuesto que una poblacién de
células reguladoras persiste en el estado de tolerancia que produce la II-10 y media en la
regulacion inmunologica (Burkhart et. al. (1999) Int. Immunol. 11: 1625-1634).
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La induccién a la tolerancia se puede monitorizar, por consiguiente, mediante
varias técnicas que incluyen:

(a) susceptibilidad reducida de contraer la enfermedad para la que el péptido es
un epitopo diana in vivo;

(b) la induccion de anergia en las células T CD4+ (que se puede detectar
mediante una estimulacion posterior in vitro);

(c) cambios en la poblacion de la célula T CD4+, que incluye
(i)  reduccion de la proliferacion;
(i)  disminucién de la produccion de IL-2, IFN-y y IL-4;y

(i) aumento de la produccién de IL-10.

Epitopos independientes del procesamiento de antigenos (APITOPOS)

El procedimiento de la presente exposicién comprende la etapa de seleccién de un
péptido que puede unirse a una proteina MHC de clase i 6 |l sin procesamiento posterior.
Estos péptidos son denominados en la presente memoria como “apitopos” (epitopos
independientes del procesamiento de antigenos).

La presentacion de péptidos en la superficie celular derivada de un antigeno dado
no es aleatoria y tiende a estar dominada por un pequeno niamero de epitopos que surgen
frecuentemente. La dominancia de un péptido particular dependera de muchos factores,
como la afinidad relativa para unirse a la molécula MHC, el punto espacio-temporal de
generacion dentro de la APC vy la resistencia a la degradacion. La jerarquia del epitopo
para un antigeno puede cambiar con la progresién de una respuesta inmunolégica, que
presenta unas implicaciones importantes para la autotolerancia y la autoinmunidad. Las
regiones inmunodominantes determinantes son probablemente tolerégenos buenos. Por lo
tanto, en una forma de realizacién preferida, el apitopo de la presente invencion esta
basado en un epitopo dominante.

Sin embargo, después de una respuesta inmunoldgica primaria a los péptidos
inmunodominantes, la “propagacién” del epitopo puede darse para determinantes
subdominantes (Lehmann et. al. (1992) Nature 358: 155-157). La presentacion de
epitopos subdominantes puede ser importante para activar la autoinmunidad. El apitopo
de la presente invencion puede, por consiguiente, estar basado en un epitopo
subdominante.

Por cada antigeno concreto, también pueden existir epitopos cripticos. Los
epitopos cripticos son los que pueden estimular una respuesta de la célula T cuando se
administran como un péptido pero que no pueden producir esta respuesta cuando se
administran como un antigeno completo. Puede ser que durante el procesamiento del
antigeno en péptidos en la APC el epitopo criptico se destruya. En el contexto de la
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presente invencion se ha demostrado que el péptido 92-98 es un péptido criptico para la
MBP (Ejemplo 2C). Curiosamente existe un punto de segmentacién putativo para la
asparaginil endopeptidasa en la region de este péptido, que puede significar que durante
el procesamiento natural, no se genera por parte de la APC ningun péptido que contiene
esta region.

Un epitopo criptico puede actuar como un apitopo in vitro, en el sentido de que
puede ser capaz de unirse a una molécula MHC sin procesamiento posterior, y de inducir
anergia en una célula T que reconoce el epitopo criptico. Sin embargo, seria improbable
que este apitopo fuera terapéuticamente Gtil porque seria incapaz de inducir tolerancia en
las células T que reconocen un epitopo del antigeno procesado de forma natural.

Los epitopos para un antigeno se pueden identificar midiendo la respuesta de la
célula T a los péptidos superpuestos que atraviesan todo el antigeno (ver a continuacion)
cuando son presentados por la APC. Estos estudios normalmente dan como resultado
“grupos anidados” de péptidos, y el epitopo minimo para una linea/clon de células T se
puede evaluar midiendo la respuesta a los péptidos truncados.

No se puede asumir que un epitopo minimo de un antigeno se comportara como
un apitopo. Puede ser posible que los aminoacidos que flanquean el epitopo minimo sean
necesarios para una unién éptima al MHC. El apitopo se deberia disefiar para cubrir la
posibilidad de que existan muchas diferencias sutiles entre los epitopos minimos de
diferentes clones de células T.

Se deberia destacar que puede no ser posible identificar un apitopo para todos los
epitopos. Existen claras evidencias de que algunos epitopos se unen al MHC de una
forma que depende de la carga de MHC en los endosomas y por tanto necesitan
procesamiento (Viner et. al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 2214-2218). Esta es otra
razén por la que no se puede asumir que cada epitopo minimo se comportara
inevitablemente como un apitopo.

Identificacion de péptidos que contienen epitopos de células T

Existen varios procedimientos conocidos en la técnica para identificar los epitopos
de la célula T en un antigeno concreto.

Los epitopos procesados de forma natural se pueden identificar mediante un
andlisis por espectrometria de masa de péptidos eluidos de una APC cargada de
antigeno. Estas son APC que o bien se han estimulado para coger un antigeno, o bien se
han forzado para producir la proteina intracelularmente mediante transformacion con el
gen adecuado. Normalmente, las APC se incuban con proteina en solucién o dirigidos
adecuadamente a la superficie celular de la APC. Después de la incubacién a 37°C las
células se lisan en detergente y se purifica la proteina de clase Il mediante, por ejemplo,
cromatografia por afinidad. El tratamiento del MHC purificado con un medio quimico
adecuado (por ejemplo, condiciones acidas) da como resultado la elucién de péptidos del
MHC. Este grupo de péptidos se separa y el perfil se compara con el péptido de la APC
control tratada de la misma manera. Se analizan los picos exclusivos de las células que
expresan/alimentan la proteina (por ejemplo, mediante espectrometria de masa) y se
identifican los fragmentos de péptido. Este procedimiento genera normalmente



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2353347 T3

informacion sobre el rango de péptidos (normalmente encontrados en “grupos anidados”)
generado a partir de un antigeno concreto mediante procesamiento del antigeno.

Otro procedimiento para identificar epitopos es el de cribar una biblioteca sintética
de péptidos que superponen y extienden la longitud del antigeno en un ensayo in vitro. Por
ejemplo, se pueden utilizar péptidos que presentan 15 aminoacidos en longitud y que se
superponen mediante 5 6 10 aminoacidos. Los péptidos se comprueban en un sistema
con la presentacion de antigenos que comprende células presentadoras de antigenos y
células T. Por ejemplo, el sistema de presentacién de antigenos puede ser un preparado
de esplenocito murino, un preparado de células humanas de la amigdala o PBMC.
Alternativamente, el sistema con presencia de antigenos puede comprender una linea/clon
de la célula T y/o un antigeno concreto que presenta el tipo de célula.

La activacion de la célula T se puede medir a través de la proliferacion de la célula
T (por ejemplo, utilizando la incorporacién de *H-timidina) o la produccién de citoquina. La
activacion de las células T CD4+ de tipo TH-1 puede, por ejemplo, ser detectada a través
de la produccién de IFNy que se puede detectar mediante técnicas habituales, como un
ensayo ELISPOT.

Los estudios sobre péptidos solapados indican normalmente el area del antigeno
en la que se encuentra el epitopo. Se puede evaluar después el epitopo minimo para una
célula T particular midiendo la respuesta a los péptidos truncados. Por ejemplo, si se
obtiene una respuesta para el péptido que comprende los residuos 1-15 en la biblioteca
solapada, los grupos que estan truncados en ambos extremos (es decir, 1-14, 1-13, 1-12,
etc. y 2-15, 3-15, 4-15, etc.) se pueden utilizar para identificar el epitopo minimo.

En el contexto de la presente invencion se predice que la identificacién de la
regiones inmunodominantes de un antigeno utilizando ensayos in vitro (especialmente los
que utilizan lineas celulares T) presentara un patrén irregular de reactividad del péptido.
En el estudio sobre la identificacién de epitopos de la MBP que se describe en los
ejemplos, los inventores utilizaron un ensayo de respuesta cinética en el que la
proliferacion de PBMC de pacientes con EM e individuos sanos se mide en relacién a una
biblioteca de péptidos que se solapan. Este ensayo estd basado en el hallazgo que,
aunque las células T de individuos normales y de pacientes con EM responden de una
forma similar a un antigeno de proteina purificado, responden de distinta manera a los
péptidos basados en la secuencia de la MBP. Las células T de los pacientes con EM
responden con mayor magnitud y una cinética més rapida a los antigenos péptidos
cuando se comparan con donantes sanos normales. Esto permite la exploraciéon y la
identificacion del péptido al que un paciente concreto responde en un momento dado. En
el estudio descrito en el presente documento, este enfoque ha revelado varias regiones
que contienen epitopos que no se habian identificado utilizando técnicas convencionales.
Ademas, se ha demostrado que el reconocimiento de células T presenta un patron ciclico,
que aparece en un momento, que retrocede y posteriormente, reaparece mas tarde.

El ensayo cinético descrito en la presente memoria proporciona una herramienta
valiosa porque revela el epitopo al que responde un paciente en un momento concreto.
Esta informacién se puede utilizar para confeccionar un enfoque terapéutico de
administracién de epitopos para un paciente concreto identificando y administrando un
apitopo para el epitopo pertinente (si es que existe uno). Esta informacién también puede
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permitir formar un patron general para la progresién de la enfermedad, de forma que la
composicion terapéutica se pueda disefar para incluir los apitopos a los epitopos que
tengan posibilidades de estar presentes en una etapa concreta durante la enfermedad.

Sistemas de presentacion independiente del procesamiento de antigenos (APIPS)

Cuando ya se ha identificado un epitopo, la etapa siguiente es investigar si también
se comporta como un apitopo. Un apitopo ha de presentarse a las células T sin necesidad
de un procesamiento del antigeno. Al haberse identificado los péptidos que contienen
epitopos de células T, los apitopos se pueden identificar utilizando un sistema sin
procesamiento. Se pueden ensayar los péptidos truncados y los péptidos analogos para
encontrar activacién utilizando un sistema de presentacién independiente del
procesamiento de antigenos (APIPS).

Ejemplos de APIPS incluyen:
a) APC fijada (con o sin anticuerpos para CD28);

b) Membranas lipidicas que contienen moléculas MHC de Clase | 6 Il (con o sin
anticuerpos para CD28); y

c¢) MHC purificado natural o recombinante en forma de placa (con o sin
anticuerpos para CD28).

Es conocido que se utiliza APC fijada para investigar las respuestas de las células
T, por ejemplo, en estudios para investigar el epitopo minimo en un polipéptido, midiendo
la respuesta a los péptidos truncados (Fairchild et. al. (1996) Int. Immunol. 8: 1035-1043).
La APC se puede fijar utilizando, por ejemplo, formaldehido (normalmente para
formaldehido) o glutaraldehido.

Las membranas lipidicas (que pueden ser membranas planas o liposomas) se
pueden preparar utilizando lipidos artificiales o pueden ser membranas plasméaticas o
fracciones de microsoma de la APC.

En su utilizacion, el APIPS se puede aplicar a los pocillos en una placa de cultivo
tisular. Después, se afiaden los antigenos de péptidos y se detecta la union al péptido de
la porcion de MHC del APIPS mediante la adicion de lineas o clones de células T
seleccionadas. La activacion de la linea o clon de la célula T se puede medir mediante
cualquier procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, a través de la incorporacién
de ®H-timidina o la secrecién de citoquina.

Péptidos

La invencion se refiere a un péptido para su utilizacién en la prevencién y/o el
tratamiento de la esclerosis multiple. El término “péptido” se utiliza en el sentido normal
que significa una serie de residuos, normalmente aminoacidos L, conectados entre si
habitualmente mediante enlaces peptidicos entre los grupos a-amino y carboxilo de los
aminoacidos adyacentes. El término incluye péptidos modificados y analogos sintéticos del
péptido.
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Un péptido para la utilizacion en la prevencién y/o tratamiento de la esclerosis
multiple puede ser de cualquier longitud capaz de unirse a una molécula MHC de clase | 6
[l sin procesamiento posterior.

Los péptidos que se unen a las moléculas MHC de clase | son normalmente de una
longitud de 7 a 13 aminoacidos, mas normalmente de 8 a 10 aminodacidos. La union del
péptido se establece en sus dos extremos mediante el contacto entre &tomos en la cadena
central del péptido y los sitios invariantes en la ranura de la unién del péptido de todas las
moléculas MHC de clase |. Existen sitios que no varian en ambos extremos de la ranura
que une el amino y carboxilo terminales del péptido. Las variaciones de la longitud del
péptido las proporciona un enroscamiento del esqueleto del péptido, frecuentemente una
prolina o residuos de glicina que permiten la flexibilidad necesaria.

Los péptidos que se unen a las moléculas MHC de clase Il son normalmente de
entre 8 a 20 aminoacidos de longitud, mas normalmente de entre 10 a 17 aminoéacidos de
longitud, o pueden ser mas largos. Estos péptidos yacen en una formacién extendida a lo
largo de la ranura de la unién del péptido a las MHC Il que (al contrario que la ranura de la
union del péptido a las MHC de clase |) esta abierta en ambos extremos. El péptido se
mantiene colocado en su lugar principalmente mediante contactos de atomos de la cadena
principal con residuos conservados presentes en la ranura de unién del péptido.

El péptido para su utilizacion en la presente invencién se puede elaborar utilizando
procedimientos quimicos (Peptide Chemistry, A Practical Textbook, Mikos Bodansky,
Springer-Verlag, Berlin). Por ejemplo, los péptidos se pueden sintetizar mediante técnicas
de fase solida (Roberge JY et. al. (1995) Science 269: 202-204), fragmentaciones de la
resina, y purificado mediante la preparacion de una cromatografia liquida de alto
rendimiento (por ejemplo, Creighton (1983) Proteins Structures And Molecular Principles,
WH Freeman and Co, New Cork NY). Se puede conseguir una sintesis automatizada
utilizando, por ejemplo el Sintetizador Peptidico ABI 43 1 A (Perkin Elmer) segun las
instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Alternativamente, el péptido se puede obtener mediante mecanismos
recombinantes, o mediante la escisiébn de un polipéptido mas largo. Por ejemplo, el
péptido se puede obtener mediante la fragmentacion del antigeno diana. la composicion
de un péptido se puede confirmar mediante un analisis de aminoacidos o secuenciacién
(por ejemplo, el procedimiento de degradacién de Edman).

En una forma de realizacién preferida, el péptido es derivable de un antigeno
diana. Un antigeno diana es una molécula (por ejemplo, una proteina o glicoproteina) que
es procesada por la APC y reconocida por las células T durante el transcurso de la
enfermedad. El antigeno diana dependera, por supuesto, de la enfermedad diana.
Preferentemente, el péptido es derivable de un fragmento del antigeno que aparece por
procesamiento natural del antigeno por una APC.

Por razones practicas, existen otras caracteristicas que el péptido deberia
presentar. Por ejemplo, el péptido deberia ser soluble a una concentracion que permita su
uso in vivo. Preferentemente, el péptido deberia ser soluble a concentraciones de hasta
0,5 mg/ml, mas preferentemente el péptido deberia ser soluble a concentraciones de
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hasta 1 mg/ml, y mas preferentemente el péptido deberia ser soluble a concentraciones
de hasta 5 mg/ml,

Para la administracion intranasal el volumen maximo de la dosis que se puede
tomar utilizando los procedimientos actuales es de aproximadamente 200 pl por orificio
nasal. Si el péptido es soluble a 1 mg/ml, una dosis doble en cada orificio nasal permite
administrar 800 ug al paciente. No es habitual administrar mas de 5 mg/ml en ninguna
dosis individual.

También es importante que el péptido sea suficientemente estable in vivo para ser
terapéuticamente Gtil. En el contexto de la presente invencion se ha descubierto que en in
vivo, 30 minutos después de la administracion la cantidad total de una prueba del péptido
de ensayo cae aproximadamente el 50%, 4 horas después de la administracién la
cantidad cae aproximadamente el 30%, pero que después de 5 dias el péptido todavia es
detectable (a aproximadamente 5%). La vida media del péptido in vivo deberia ser de por
lo menos 10 minutos, preferentemente de por lo menos 30 minutos, mas preferentemente
de por lo menos 4 horas, méas preferentemente todavia de por lo menos 24 horas.

En el contexto de la presente invencion se ha descubierto que después de la
administracién intranasal, la cantidad de péptido en el nédulo linfatico alcanza su pico
aproximadamente 4 horas después de la administracién, sin embargo el péptido todavia
es detectable (a niveles de aproximadamente 5% como maximo) después de 5 dias.
Preferentemente el péptido es suficientemente estable para estar presente a una
concentracion terapéuticamente activa en el nddulo linfatico drenado el tiempo suficiente
para ejercer un efecto terapéutico.

El péptido también deberia presentar una buena biodisponibilidad in vivo. El
péptido deberia mantener una conformacion in vivo que le permita unirse a una molécula
MHC en la superficie celular sin obstaculos.

Es probable que un apitopo para un MHC de clase Il sea particularmente util en las
enfermedades que estan mediadas por las respuestas de las células T CD4+. Por
ejemplo, las enfermedades que se originan o se mantienen debido a una respuesta
inadecuada o excesiva de las células T CD4+.

El péptido es para su utilizacion en el tratamiento y/o prevencidon de la esclerosis
multiple (EM). La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica que se
caracteriza por multiples lesiones desmielanizantes a lo largo de la sustancia blanca del
SNC y que tiene lugar en varios sitios y momentos (McFarlin and MFarland, 1982 New
England J. Medicine 307: 1183-1188 y 1246-1251). Se cree que la EM esta mediada por
células T autoreactivas.

El péptido puede ser derivable de uno de los autoantigenos, en particular la
proteina basica de la mielina (MBP) o la proteina proteolipidica (PLP). La MBP es
posiblemente mas apropiada que la PLP, porque la PLP es altamente hidrofdbica y los
péptidos derivados de ella tienden a formar grupos compactos. La MBP es inmunogénica
y los linfocitos T especificos de la MBP presentan una actividad encefalogénica en
animales (Segal et. al., 1994 J. Neuroimmunol. 51: 7-19; Voskuhl et. al., 1993 J.
neuroimmunol. 42: 187-192; Zamvil et. al., 1985 Nature 317: 355-8).
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Los apitopos de MHC de clase | se pueden utilizar, por ejemplo, para modificar las
respuestas de un CD8+ antivirico de una forma tolerogénica.

Composicion farmacéutica

En el contexto de la presente invencion esta previsto que, a pesar de la “supresién
especifica”, puede ser necesario fijar como objetivo varios clones distintos de células T
para inducir eficazmente una tolerancia. Por consiguiente, se pueden administrar varios
péptidos a un individuo para prevenir o tratar una enfermedad.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién
farmacéutica para el tratamiento/prevencién de la esclerosis multiple que comprende
varios apitopos, en los que por lo menos uno de los péptidos es un péptido de la MBP 83-
99, o un péptido de la MBP 131-145. La composicion farmacéutica puede comprender, por
ejemplo, entre 2 y 50 apitopos, preferentemente entre 2 y 15 apitopos. Los apitopos
pueden ser derivados del(de los) mismo(s) antigeno(s) diana o de uno distinto.
Preferentemente, los apitopos son o bien todos capaces de unirse a una MHC de clase |,
0 bien todos capaces de unirse a una MHC de clase Il, sin procesamiento posterior. En
una forma de realizacion preferida, todos los apitopos en la composicién farmacéutica son
capaces de unirse a una MHC ya sea de clase | o de clase Il sin procesamiento posterior.

La composicién farmacéutica puede presentarse en forma de equipo, en el que
alguno o cada uno de los apitopos se proporciona separadamente para una
administracién simultanea, separada o secuencial.

Alternativamente (0 ademas), si la composicion farmacéutica (o cualquiera de sus
partes) se ha de administrar en dosis multiples, cada dosis se puede empaquetar
separadamente.

La composicion farmaceéutica puede comprender una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz del apitopo, o de cada apitopo, y opcionalmente un vehiculo,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

También, en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, el apitopo,
0 cada apitopo, se puede mezclar con cualquier aglutinante(s), lubricante(s), agente(s) de
suspension, agente(s) de recubrimiento o agente(s) de solubilizacién aceptable.

Administracion

El péptido se deberia administrar en una forma soluble en ausencia de un
adyuvante.

Preferentemente, el péptido se administra a través de la via mucosa.

Los estudios han demostrado que el péptido, cuando se administra en una forma
soluble intraperitonalmente (i.p.), intravenosamente (i.v.) o intranasalmente (i.n.) u
oralmente puede inducir tolerancia a la célula T (Anderton y Wraith (1998) como
anteriormente; Liu y Woraith (1995) como anteriormente; Metzler y wraith (1999)
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Immunology 97: 257-263).
Preferentemente el péptido se administra intranasalmente.

Los estudios en ratones han demostrado que la duracién de la administracién del
péptido requerida para inducir tolerancia depende de la frecuencia del precursor de las
células T en el recipiente (Burkhart et. al. (1999) como anteriormente). En muchos
estudios experimentales, se ha demostrado que se requieren repeticiones de la dosis del
péptido para inducir tolerancia (Burkhart et. al. (1999) como anteriormente). La dosis
exacta y el numero de dosis del péptido dependeran, por lo tanto, del individuo, sin
embargo, en una forma de realizacién preferida se administran varias dosis.

Si se administran varios péptidos simultaneamente, pueden estar en la forma de un
“céctel” que es adecuado para la administracion de dosis Unicas o multiples.
Alternativamente puede ser preferible administrar dosis mdultiples pero variar las
concentraciones relativas de los péptidos entre las dosis.

En una forma de realizacién preferida, se puede seguir un protocolo de “escalado
de dosis”, en el que se administra al paciente varias dosis en concentraciones
ascendentes. Este enfoque se ha utilizado, por ejemplo, para péptidos de la fosfolipasa A2
en aplicaciones inmunoterapéuticas para combatir la alergia al veneno de la abeja (Muller
et. al. (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 101: 747-754 y Akdis et. al. (1998) J. Clin. Invest.
102 : 98-106).

EJEMPLOS
Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo de la
presente invencién. La invencidn particularmente se refiere a unas formas de realizacion

especificas descritas en estos ejemplos.

EJEMPLO 1 — Identificacion de epitopos de células T en MBP

Materiales y métodos

Antigenos

Se prepara una MBP humana de sustancia blanca del cerebro tal como se describe
en Deibler et. al. (Deibler et. al., 1972 Preparative Biochemistry 2: 139), y se evalla su
pureza mediante SDS-PAGE. Se utilizan la MBP y un derivado de la proteina purificada de
Mycobacterium tuberculosis (PPD) (UK Central Veterinary Laboratory, Surrey) en unos
ensayos de proliferacibn a concentraciones Optimas previamente determinadas: la
concentracion 6ptima para cada antigeno es de 50 pg/ml. Se sintetiza un panel de
péptidos 15-mer superpuestos que se extienden sobre toda la molécula de la MBP
utilizando quimica F-moc estandar en un sintetizador de péptidos multiples Abimed AMS
422 (Abimed, Langenfeld, germany). Cada péptido se desplaza por 5 aa y se superpone
por 10 aa. Se producen 33 péptidos que se agrupan en grupos de 3 y los grupos se
evaluan a la concentracion optima de 50 pug/ml, de forma que cada péptido in vitro esta
presente a una concentracion de 16,6 pg/ml.
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Pacientes v sujetos control

Los sujetos en este estudio consisten en 12 pacientes con EM confirmada
clinicamente o confirmada por laboratorio (Poser et. al., 1983), con un rango de edad de
29-51 anos. Ocho de los 12 pacientes estan implicados en un ensayo de interferén-B, y
por otra parte todos los otros pacientes con EM no recibieron tratamiento con
corticosteroides durante por lo menos 3 meses antes del comienzo del estudio. El grupo
de control consistia en 13 individuos sanos con un intervalo de edad de 25-55 afos, y
ninguna habia recibido terapia inmunosupresora durante por lo menos 3 meses antes de
que se obtuviera la muestra de sangre.

Medio de cultivo tisular

Como medio de cultivo tisular se utiliza medio RPMI-1640 suplementado con
Hepes 20 mM (Sigma, Poole, UK), penicilina (100 U/ml), sulfato de estreptomicina (100
mg/ml), y L-glutamina 4 mM (todos de Life technologies, Paisley, Scotland). Para la lavar
las células linfoides y la TCL se utiliza medio sin suero. Para todas las condiciones de
cultivo y ensayos, el medio se complementa con plasma autélogo inactivo al 10% caliente.

Condiciones de cultivo y ensayos de proliferacion de células T

Se recoge una muestra de sangre periférica con citrato (50-100 ml) mediante
venopuncién de cada sujeto después de que se haya conseguido el consentimiento
informado por escrito. Las células mononucleres de sangre periférica (PBMC) se aislan de
la sangre mediante centrifugacion por densidad en un Histopaque-1077 (Sigma, Poole,
UK), y se cultivaron en 1,5 volumenes en placas de cultivo de 24 pocillos (Nunc
International, Costar, Coming Inc. New Cork, USA) a una concentraciéon de 1x10° células
por ml que contenian o PPD, o MBP o péptidos de la MBP. Las placas se incubaron a
37°C en una atmésfera humeda al 5% CO./95% de aire. Entre los dias 5 y 14 se retiraron
de cada cultivo las alicuotas duplicadas de 100 ul, se transfirieron a una placa de 96
pocillos de microtitulacién con fondo redondeado y se marcaron con [*H]-Timidina 0,4 pCi
(Amersham International, Amersham, UK). Después de 18 horas, las células se recolectan
en una estera de fibra de vidrio (LKB-Wallac, Turku, Finland) utilizando un recolector Mach
111 96 (Tomtec, Orange, New Jersey, USA). La incorporacién de [*H]-Timidina se
determina utilizando un contador de centelleo liquido Microbeta (LKB-Wallac). Los pocillos
de la prueba que contienen antigeno se consideran positivos cuando el dcpm > 1000 y el
Indice de estimulacion (IE) > 3, en el que IE = cultivo CPM que contiene antigeno /cultivo
CPM que sin antigeno.

Generacion de lineas de células T y clones de células T

Las lineas de células T especificas para MBP (TLC) se generan a partir de 8
pacientes con EM y 2 donantes control sanos. Se separd la PBMC de cada sujeto como
se ha descrito anteriormente y se colocaron a 1x10° células en placas de 6 pocillos en
presencia de MBP (50 pg/ml); una porcibn de PBMC de cada sujeto se congela
regularmente y se guarda para reestimulaciones posteriores. Siete dias después las
células se alimentan con un medio fresco que contiene 2% de IL-2 (Lymphocult-HT;
Biotest LTD, Birmingham, UK), y al dia 12 de cultivo todas las células se reestimulan con
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antigeno, IL-2 y PBMC autélogas irradiadas (2500 Rad) como una fuente de células
presentadoras de antigenos (APC), a una proporcion celular de célula IT: 5 APC. Las
células se expanden en IL-2 cada 3-4 dias, y el dia 14 se reestimulan con antigeno, IL-2 y
PBMC, como se ha descrito anteriormente. El dia de la primera reestimulacién las células
se examinan para comprobar su proliferacién especifica a la BMP. Brevemente, 2x10*
células Ty 1x10° de PBMC autologas irradiadas se cultivan por triplicado, en placas de 96
pocillos de fondo redondo, en presencia de MBP. Las células se cultivan durante 2 dias y
se marcan con (°H)-Timidina a 0,4 pCi/pocillo durante las Gltimas 18 horas de cultivo. Las
células se reservan tal como se describe anteriormente, y se considera que una TCL es
especifica a la MBP con una &cpm > 1000 y una (IE) > 3.

Después de 3 ciclos de reestimulacién/expansién se clonaron las TCL utilizando
PHA (Sigma, Poole, Dorset, UK) en presencia de PBMC antélogas irradiadas como APC.
Las células T se colocaron bajo condiciones limitantes de dilucién a 0,1 célula/pocillo, 0,3
célula/pocillo y 1 célula/pocillo y se cultivaron en placas Terasaki (Nunc International,
Costar) con 1x10* de PBMC irradiadas, 5 pg/ml de PHA, y 2% de IL-2. Después de 10-12
dias, los pocillos con un crecimiento positivo se extienden sobre placas de 96 pocillos con
base redonda, utilizando 1x10° de PBMC irradiadas, 5 pg/ml de PHA y IL-2. Tres dias
después, los pocillos se llenan con medio fresco que contiene IL-2, y el dia 7 los clones se
extienden sobre placas de 48 pocillos utilizando 5x10° de PBMC irradiadas, PHA y IL-2; en
este punto, los clones se comprueban en ensayos de proliferacién para respuestas
especificas a MBP. Los clones especificos de la MBP se extienden una semana después
en placas de 24 pocillos, utilizando 1x10° de PBMC irradiadas, con PHA o Dynabeads
(Dynal, UK) y IL-2. Los clones se mantienen en placas de 24 pocillos utilizando un ciclo de
reestimulacion/expansiéon de 7-10 dias, esencialmente como se ha descrito anteriormente.
Se comprueba la capacidad de los clones de las células T (TCC) para reconocer el panel
de péptidos de la MBP mediante ensayos de proliferaciéon, tal como se ha descrito
anteriormente.

Resultados

Reconocimiento de péptidos de la MBP en pacientes con EM e individuos sanos

En el contexto de la presente invencidn utilizan un ensayo de respuesta cinética en
el que se comprueba la capacidad de las PBMC de pacientes con EM e individuos sanos
de responder a un panel de péptidos sintéticos de 15-mer superpuestos que se extienden
a través de la longitud total de la MBP humana. Se examina la respuesta de proliferacién
de BPMC de cada cultivo en 5 puntos durante un periodo de 2 semanas, y se compara el
perfil cinético de la respuesta a la MBP y a los péptidos con la respuesta a la PPD,
representando ésta ultima un antigeno de respuesta/memoria secundario. No se
encontraron diferencias significativas en la respuesta de la PBMC a MBP y/o péptidos
entre pacientes con Interferon-f y pacientes sin tratamiento (no se muestran los datos). La
respuesta a la MBP tanto en pacientes con EM como en pacientes control sanos alcanzé
su pico después que la respuesta a la PPD, siguiendo, de este modo, las caracteristicas
cinéticas de la respuesta a un antigeno de no-recuerdo. La figura 1 muestra un ejemplo
tipico del perfil cinético a la PPD y a la MBP en pacientes con EM e individuos sanos.

Como se muestra en la figura 2, los dos péptidos mas habitualmente reconocidos
en los pacientes con EM son 90-114 y 75-99 (6/12 pacientes cada uno), seguido de las
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regiones 30-54, 135-159 y 150-170 (5/12 pacientes), y 1-24 y 105-129 (4/12 pacientes).
Tres pacientes respondieron a los aminoacidos 15-39 y 120-144. Dos pacientes
reconocieron 45-69, y ninguno de los pacientes con EM respondi6 a la regién 60-84.

Segun la figura 10, cuando todos los pacientes son HLA-DR2 positivo, los dos
péptidos que los pacientes con EM reconocen mas habitualmente son 90-114 y 75-99
(6/11 pacientes cada uno), seguido de las regiones 120-144, 135-159 y 150-170 (5/11
pacientes), y 1-24 y 15-39, 30-54 y 105-129 (4/11 pacientes). Tres pacientes respondieron
a los aminoacidos 45-69 y otra vez, ninguno de los pacientes con EM respondié a la regién
60-84.

En cambio, los individuos sanos reconocieron significativamente menos péptidos,
con solo 2 sujetos control que respondieron a mas de 2 péptidos (C. y J; figura 3). Los
individuos control C y J fueron los unicos que reconocieron los aminoacidos 60-84, una
regibn no vista por este grupo de pacientes. Curiosamente, estos dos individuos
expresaban el alelo DRB1* 0701. Las regiones 45-69 y 105-129 no fueron reconocidas por
ninguno de los donantes sanos, mientras que las 75-99 y las 150-170 fueron reconocidas
por 4 individuos sanos; 135-159 fueron reconocidas por tres individuos sanos; 1-24, 30-54,
60-84 y 120-144 fueron reconocidas por dos individuos sanos; y las 15-39 y 90-114 fueron
reconocidas por un individuo. En total, 8/13 individuos sanos no responden a ninguno de
los péptidos superpuestos, mientras que sélo 1/12 de los pacientes con EM (EM 19)
fallaron sistematicamente a la hora de reconocer los péptidos de la MBP. El caso de este
paciente que no responde a la proteina de la MBP es particularmente Unico.

La figura 11 también muestra la respuesta de individuos sanos a los péptidos de la
MBP. En este estudio s6lo 1 sujeto de control responde a mas de 2 péptidos (N11). N11
es también el Unico individuo que reconoce 60-48 aa, una regién no vista por este grupo
de pacientes. Las regiones 15-69, 45-69 y 105-129 no son reconocidas por ninguno de los
donantes sanos, mientras que las 120-144 y 135-159 son reconocidas por dos de los
individuos sanos; y 1-24, 30-54, 60-84, 75-99, 90-114 y 150-170 son reconocidas por un
individuo. En total, 9/12 de los individuos sanos no responden a ninguno de los péptidos
superpuestos.

En total, el dia en el que la respuesta a la MBP y/o a los péptidos alcanzd su pico
no difiere significativamente entre los individuos sanos y los pacientes, y las cinéticas en
ambos grupos se parecen a las de una respuesta antigénica primaria. Ademas, la
magnitud de la respuesta a la MBP y a los péptidos entre pacientes e individuos sanos no
diferia.

Cambios en el reconocimiento del péptido de la MBP con el tiempo

Habiendo establecido que los pacientes con EM responden a un amplio abanico de
péptidos de la MBP, en el contexto de la presente invencién se ha decidido examinar si el
reconocimiento de las PBMC en los mismos individuos permanece centrado y es estable
durante el transcurso de aproximadamente 4-12 meses. Tal como se muestra en las
figuras 2, 10 y 3 ninguno de los pacientes con EM o de los individuos sanos presentaban
el mismo patrén de reconocimiento del péptido.

La figura 4 representa un ejemplo de un paciente con EM (EM 49) que responde a
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varios péptidos en dos periodos de tiempo distintos, pero el perfil de reconocimiento
durante el segundo punto, medido 4 meses después, difiere significativamente. Esto es,
en el segundo ensayo cinético, la respuesta de las PBMC a los aminoacidos 15-39, 30-54
y 150-170 persiste, sin embargo, la respuesta a 75-99 y 105-129 remite y cambia a las
regiones 90-114 y 135-159.

La figura 5 (EM 60) ilustra un ejemplo de un paciente cuya amplia respuesta al
epitopo remite a una respuesta focalizada durante un periodo de 4 meses. Los individuos
sanos que se evaluaron la segunda vez no respondieron a ninguno de los péptidos (figura
3).

En total, los resultados demuestran que los pacientes con EM no presentan una
serie de patrones de reconocimiento. En cada paciente, la respuesta de la PBMC a varios
péptidos puede persistir, remitir y cambiar a nuevas regiones de la MBP, como se puede
observar en el paciente EM 49.

Ciclos en el reconocimiento de péptidos

Cuando se analiza la respuesta de las PBMC a los péptidos en 3 0 mas periodos
de tiempo durante un periodo de 12 meses, resulta evidente que en algunos pacientes el
reconocimiento del epitopo parece fluctuar mas que cambiar irreversiblemente a nuevas
regiones del péptido. Por ejemplo, tal como se muestra en las figuras 2 y 10, el paciente
EM 60 presenta un patron ciclico de reconocimiento de los aminoacidos 120-144 y 135-
159; esto es, los residuos 120-144 y 135-159 estan entre los muchos que se reconocen en
la evaluacién del primer periodo de tiempo, la respuesta a estas 2 regiones remite durante
el segundo periodo de tiempo y después reaparece en el tercer punto de tiempo medido 4
meses después. El perfil cinético del paciente EM 41 demuestra, igualmente, que el
reconocimiento de los aminoacidos 135-159 fluctia durante varios periodos de tiempo (ver
figuras 2y 10).

Entre el grupo control de individuos sanos (figura 3), un individuo (M) presenta una
fluctuacién de la respuesta a las regiones 75-99 y 135-159, un segundo individuo (F)
reconoce la 75-99 en dos de los tres puntos de tiempo analizados, mientras que un tercer
sujeto (D) muestra una respuesta ciclica al residuo 15-39.

Mapa preciso de la respuesta a la MBP

Las TCC se generaron a partir de 8 pacientes con EM y 2 individuos sanos, y se
utilizé para aclarar la especificidad precisa de las regiones de péptidos identificadas en el
ensayo de la respuesta cinética. La especificidad de cada TCC se comprueba por su
respuesta proliferativa al panel de 15-mer péptidos. El clon SD:A7 reconoce la regién 1-24,
y en esta region esta TCC respondi6 a los aminoacidos 5-19. La region 30-54 es
reconocida por 4 clones (EM49:D3, EM49:C8, EM49:A8, EM49:B6) y el epitopo en esta
region es 30-44. Un clon (EM39:D7) de un paciente con EM reconoce el péptido 60-74, y
curiosamente un individuo sano respondi6é a esta region (60-84) en nuestro ensayo de la
respuesta cinética. Cinco clones (EM43:A7, EM41:B6, EM41:A2, EM41:C6, N5:8)
reconocen los aminoacidos 83-99 que estan contenidos en la regién 75-99. Un paciente
produjo TCC especifica para los amino&cidos 110-124 (EM60:A2, MS60:B3), contenido en
el grupo 105-129, y otra TCC del mismo paciente es especifica a 130-144 (EM60:E1),
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encontrada en la region 120-144. Cinco individuos produjeron clones que reconocen
epitopos dentro de la regién 135-159: EM60:F7, EM60:D1, EM59:F1 y N5:19 reconocen
los aminoacidos 140-154; EM57:A1 es especifico para 140-149, y TCC EM17:A3 responde
a la secuencia 130-144. Este panel de clones demuestra claramente la presencia de por lo
menos 2 epitopos de célula T en la regién 135-159 de la MBP. Por ultimo, la regiéon 150-
170 es reconocida por 2 clones especificos para los aminoacidos 156-169. La
especificidad de todas las TCC se resume en la figura 6.

EJEMPLO 2 — Identificacion de apitopos en la MBP

Materiales y Procedimientos

Ensayo de presentacion del antigeno utilizando un APIPS

La presentacion de los péptidos a los clones de las células T se mide mediante
proliferacion. Las APC se fijan en paraformaldehido al 0,5% de y se colocan a una
distribucién de 1x10° células por pocillo en una placa de cultivo tlsular de 96 pocillos. Los
clones de las células T se colocan a una distribucién de 2x10* células por pocillo en
presencia de diferentes concentraciones de péptido. Después de la incubacién durante
48h a 37°C, se mide la proliferaciéon mediante la incorporacion de [°H] timidina durante 16-
20h. Los resultados se comparan con la capacidad de las células T de responder al
epitopo presentado mediante APC vivo.

La presentacién de péptidos a las células T aisladas del ratén transgénico
DR2:MBP82-100 fue esenmalmente tal como se ha descrito anteriormente exceptuando
que la APC se colocé a 5x10° células por pocillo, las células T se colocaron a 1x10°
células por pocnlo y se permitié que la incubacién transcurriera durante 72h antes de la
adicién de [°H] timidina.

Resultados

En este experimento, los péptidos que se han identificado como epitopos en el
ejemplo anterior se examinan para comprobar su capacidad para que sean presentados
utilizando un APIPS. Los resultados se representan en la figura 7b. De los cinco epitopos
examinados hasta este momento, se descubrié que cuatro eran apitopos (30-44, 80-94,
110-124 y 130-144) y se descubrié que uno actia como un epitopo pero no como un
apitopo (156-170).

Ejemplo 2A - Investigacion de péptidos de la MBP 30-44, 110-124, 130-144 y 156-170

Para investigar si varios péptidos de la MBP son apitopos, se investiga su
capacidad para ser presentados a las células T mediante APC fijada. Las células Mgar
vivas o premarcadas (HLA-DR2+ve) se premarcan con el péptido en suero, o sélo con
suero durante 3,5 horas. Después, se extrae el exceso de péptido de las células y se
anade el clonde lacélula T adecuado La respuesta de proliferacion de la célula T se mide
mediante la adquisicién de [°H] timidina.

Tal como se muestra en las figuras 8 y 9, los péptidos 30-44 (figura 8 A), 110-124
(figura 8 B) y 130-144 (figura 9A) se pueden presentar mediante APC fijada sin
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procesamiento posterior. Estos péptidos son, por consiguiente, apitopos por definicion. El
péptido 156-170, por otro lado, requiere procesamiento posterior para la presentacion a
las células T (figura 9B). Las APC fijadas no pueden presentar este epitopo a las células
T, de modo que el 156-170 no es un apitopo.

Ejemplo 2B — Identificacién de apitopos en las regiones 77-100 y 125-148 de la MBP

Para cualquier epitopo, pueden existir uno 0 mas apitopos, capaces de presentarse
a la APC sin procesamiento posterior. Se investiga la presencia de apitopos en dos
regiones de la MBP mediante la incubacion de células vivas o Mgar fijada con p-
formaldehido (HLA-DR2+ve) con péptidos superpuestos en suero de las regiones 77-100
de la MBP (figura 12) y 125-148 (figura 13) o sélo con suero. Se anadieron las células T y
después de 72 horas (figura 12) o después de 48h (figura 13) se mididé la respuesta
proliferativa de la célula T mediante la adquisicion de °H timidina. Para la MBP 77-100, se
aislaron las células T de un DR2: ratén transgénico MBP 82-100, mientras que para la
MBP 130-144 se utilizé un clon de la célula T EM17:A3.

Para la region MBP 77-100 los siguientes péptidos se definen como apitopos:

MBP 83-99 ENPVVHFFKNIVTPRTP

MBP 80-84 TQDENPVVHFFKNIV

MBP 81-95 QDENPVVHFFKNIVT

MBP 82-96 DENPVVHFFKNIVTP

MBP 83-97 ENPVVHFFKNIVTPR

MBP 84-98 MPVVHFFKNIVTPRT

La secuencia de MBP minima reconocida por las células T del ratén transgénico
DR2 MBP 82-100 es la region 85-94.

Para la region MBP 125-148 los siguientes péptidos se definen como apitopos:
MBP 130-144 RASDYKSAHKGFKGV
MBP 131-145 ASDYKSAHKGFKGVD
MBP 132-146 SDYKSAHKGFKGVDA
MBP 133-147 DYKSAHKGFKGVDAQ

La secuencia de MBP minima reconocida por el clon EM 17:A3 de las células T es
la regién 133-144.
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Ejemplo 2C — Investigacion de la reqién 89-101 de la MBP

En el contexto de la presente invencién se ha demostrado previamente que, a
diferencia de otros epitopos de células T de la mielina, la administraciéon del péptido 89-
101 en forma soluble no previene la encefalomielitis murina experimental autoinmune
(EAE) inducida con toda la mielina o con el péptido 89-101 mismo (Anderton y Wrath
(1998) Eur. J. Immunol. 28: 1251).

MBP 89-101 que comprende tres epitopos de células T

Para investigar la reactividad de la célula T para la region 81-111 de la MBP,
células de los nédulos linfaticos de ratones cebados con 81-111se estimulan in vitro con
estos péptidos 81-111 y estas células se ensayan con el panel de los péptidos solapados
10-mer con dos cambios de residuos que comprenden la region 81-111 (principalmente:
81-90, 83-92, 85-94, 87-96, 89-98, 91-100, 93-102, 95-104, 97-106, 99-108 y 101-111). EL
patron de respuesta a los péptidos que comprenden la region 89-101 muestra una
capacidad estimuladora para 5 péptidos adyacentes (N terminal 87-96 a través de 95-104)
que refleja la presencia de por lo menos dos (y quizés tres) epitopos diferentes.

Para poder investigar mas esta region, se generan tres sublineas de la linea de
células T respondedoras a 81-111 original y éstas se vuelven a ensayar con el panel de
los péptidos solapados 10-mer con un cambio de residuos que comprenden la region 84-
106. Los resultados muestran la existencia de tres epitopos de células T pero que se
solapan dentro de la secuencia 89-101: 89-94, 92-98 y 95-101 (ver figura 14).

Péptido MBP 92-98 es un epitopo criptico

Las tres lineas células T epitdépo-especifica (TCL) muestran unas diferencias
interesantes cuando se ensaya la reactividad al péptido 89-101 y a la MBP recombinante
total. Las tres TCL responden al péptido (89-101) pero sélo la 89-94 y 95-101 especifica
de TCL responden a la MBP total. Esto indica que el antigeno que procesa la MBP intacta
genera preferentemente unos ligandos para las células T que reconocen 89-94 y 95-101
pero no los que reconoce 92-98. Esto sugiere que el epitopo 92-98 es criptico (es decir no
se puede generar por el procesamiento de un antigeno nativo). Parece que el péptido 89-
101 puede participar en tres interacciones diferentes con la molécula MHC que da como
resultado ligandos péptido/MHC que son reconocidos por tres poblaciones de células T
diferentes. El procesamiento de la MBP sin embargo sélo genera unos ligandos de estas
poblaciones de células T (ver figura 14).

La induccién de EAE requiere el reconocimiento de las células T de los epitopos
autoantigénicos expresados en el SNC como resultado de la degradacién de la MBP
intacta. La inmunizacion de ratones con péptidos que comprenden so6lo uno de los tres
epitopos de las células T identificados previamente muestra que sélo los que contienen un
epitopo procesado naturalmente (89-94 6 95-101) son capaces de inducir EAE. Esto
refuerza ademas el hallazgo de que 92-98 es un epitopo criptico.
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El péptido 92-98 de MBP es el epitopo dominante para la region 89-101 de la MBP

Como se ha mencionado anteriormente, la regién 89-101 contiene tres péptidos
diferentes pero que se solapan. De éstos, el péptido 92-98 es el dominante para esta
region. Por ejemplo, cuando los clones de las células T se generan a partir de ratones
cebados con el péptido 89-101, los seis clones que se generan responden al 92-98.
Utilizando los péptidos analogos de 89-101 que contienen unas sustituciones individuales
de alanina en cada posicion, se ha observado que la sustitucién de una de las posiciones
92-98 conduce a una ausencia de respuesta, que muestra que la alteracién de unos de los
residuos dentro del nucleo 92-98 tiene unos efectos notables sobre el reconocimiento de
este epitopo.

Péptido MBP 89-101 no consigue crear tolerancia de las células T EAE pertinentes que
reconocen el epitopo MBP procesado naturalmente

Para resumir los hallazgos anteriores, se ha descubierto que a) la secuencia 89-
101 presenta el potencial para generar 3 epitopos distintos de las células T; b) sélo dos de
estos epitopos (89-94 y 95-101) son generados por el procesamiento del antigeno que
procesa la MBP intacta (tanto in vitro como in vivo); c) sélo los péptidos que contienen los
epitopos procesados naturalmente y los que no contienen un epitopo criptico son eficaces
induciendo EAE; d) el péptido 89-101 no consigue proteger frente a los experimentos de
terapia con péptidos.

Esta informacion proporciona una base para investigar la hip6tesis de que el
péptido 89-101 no consigue crear tolerancia frente a EAE al no conseguir ligar
directamente las células T que indican enfermedad. Para apoyar la hipotesis, el péptido
(89-101) debe fracasar en la induccién de la tolerancia al epitopo encefalitogénico
principal (89-94) puesto que no se unira directamente al elemento de restriccion del CMH
(I-A%) en la conformacién adecuada. En otras palabras, 89-101 no actuara como epitopo
para las células T que responden a 89-94.

Para comprobar esta posibilidad, se llevaron a cabo unos experimentos de
tolerancia con los péptidos 89-101 y 87-96 (Fig. 15 A y B). El péptido 87-96 contiene el
epitopo (89-94) mas efectivo induciendo EAE.

Métodos

Los ratones recibieron 200 ug de péptido en PBS o PBS soélo intraperitonealmente
a los dias -8, -6 y -4 antes de los 100 ug de péptido en adyuvante completo de Freund el
dia 0. Después de 10 dias, se cultivaron células de los nédulos linfaticos (6 x 10° por
pocillo) en medio X-Vivo 15 suplementado con 2-mercaptoetanol 5 x 10° M y L-glutamina
2M con o sin antigeno durante 72 horas. Los cultivos se marcan durante las 16 horas
finales con 0,5 pCi timidina ®°H y se mide la incorporacién utilizando el contador de
centelleo liquido. Los resultados se expresan como cuentas medias por minuto para unos
cultivos por triplicado.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2353347 T3

-23-

Resultados

El cebado con 87-96 indujo una respuesta de recuerdo fuerte por si misma y una
respuesta mas débil a 89-101 (Fig 15 Ay B oy o respectivamente). Esto concuerda con
la necesidad de procesamiento de un antigeno para generar 89-94 desde 89-101. LA
utilizacién de 87-96 como un tolerbgeno antes del cebado con 87-96 suprimié las
respuestas de recuerdo tanto para 87-96 como para 89-101 (Fig. 15 A m y e). Esto
concuerda con las células T reactivas 89-94, una vez que se hayan insensibilizado in vivo,
fracasando en la respuesta in vitro a 89-94 cuando han sido generados a partir de 89-96 6
89-101. De forma crucial, sin embargo, la utilizacion de 89-101 como toler6geno antes del
cebado con 87-96 fracasa en la inhibicién de repuestas de recuerdo ya sea para 87-96 o
89-101 101 (Fig. 15 A m y e). Estos datos demuestran que la administracién de péptido
89-101 en la forma tolerogénico no consigue crear tolerancia al epitopo encefalitogénico
procesado naturalmente basado en la secuencia 89-94: el péptido 89-101 no consigue
comportarse como un apitopo para el epitopo 89-94.

Sin deseo de vincularse a una teoria, se cree que las observaciones se pueden
explicar mediante la posicién del péptido 89-101 en el sitio de union del péptido CMH. Si el
péptido se une preferentemente de modo que la regién 92-98 en la bolsa de unién del
péptido, entonces serad reconocido por las células T especificas de MBP 92-98. ESto
podria explicar porque, cuando los ratones son cebados con el péptido MBP 89-101, todos
los clones de las células T generadas reconocen el epitopo MBP 92-98. De igual modo,
cuando se utiliza 89-101 para crear tolerancia de las células T, adquiriran tolerancia
principalmente las células que reconocen el epitopo MBP 92-98. Si el epitopo MBP 92-98
es un epitopo criptico, no se genera por procesamiento natural de todo el antigeno y las
células T que reconocen este epitopo probablemente no existiran in vivo. Incluso si las
células T especificas de MBP 92-98 no existen in vivo, no resultaria relevante para la
enfermedad. De ahi, 89-101 no consigue evitar el EAE inducido con la MBP total.

EJEMPLO 3- Terapia peptidica para un modelo murino de EM

Se ha demostrado previamente que una dosis Unica de antigeno de péptido
administrada por via sistémica ya sea por via intraperitoneal (Liu and Wraith (1995) Int
Immunol 8:1255-1263) o intranasal (Metzler and Wraith (1993) 5: 1159-1165) protegera
eficazmente al ratén de la encefalomielitis autoimmune (EAE) durante un periodo de hasta
tres meses (Metzler and Wraith (1999) Immunology 97:257-263). Se requieren por lo
menos 5 dosis de péptido para inducir tolerancia en un ratén transgénico Tg4 (Burkhart et
al (1999) 11:1625-1634) que expresa un receptor T especifico de EAE (Liu et al (1995)
Immunity 3:407-415). Trabajos recientes han demostrado que la via intranasal (IN) es mas
segura que la via intraperitoneal (IP) en el ratén Tg4, incluso si ambos enfoques son
seguros al mismo nivel en el ratdén no transgénico.

El péptido 83-99 de la MBP se ensaya en el ratdn transgénico Fug/D6 que expresa
tanto la molécula de CMH de clase Il HLA-DR2 y un TCR de un clon celular especifico
para este péptido. Los ratones son tratados con un péptido segun o bien la dosis estandar
utilizada para el tratamiento del ratdén transgénico Tg4 (protocolo Tg4) o el protocolo de
desensibilizacion con escalado de dosis del péptido que se ha utilizado en el tratamiento
de pacientes que sufren alergia (protocolo de desensibilizacién).
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Protocolo Tg4: Los grupos de ratones se tratan mediante administracion intranasal
del péptido 83-99 (4 mg/ml en suero salino tamponado (PNS) o PBS solo en un volumen
total de 25 pl.

Los ratones son tratados cada primer y quinto dia de la semana durante 5
semanas proporcionando un total de 10 dosis. Al principio de la semana 6 se inyecta a
cada ratén el péptido 83-99 en adyuvante completo de Freund (FCA) y también recibe una
inyeccion IP de toxina Pertussis (200 ng) al dia 1 y 3. La progresién de EAE se supervisa
durante por lo menos 30 dias.

Protocolo de desensibilizacién: Grupos de ratones son tratados mediante
administracién intranasal de una dosis de escalado del péptido 83-99 o PBS solo en un
volumen total de 25 pl. El escalado de dosis empieza a la dosis de 0,1 ug y sigue a través
de 1, 3, 6, 12 50 y después tres veces 100ug. Los ratones son tratados cada primer y
quinto dia de la semana durante 5 semanas proporcionando un total de 10 dosis. Al
principio de la semana 6 se inyecta a cada ratén el péptido 83-99 en Adyuvante completo
de Freund (FCA) y también recibe una inyeccion IP de toxina Pertussis (200 ng) al dia 1y
3. La progresion de EAE se supervisa durante por lo menos 30 dias.

EJEMPLO 4: Administracién nasal de un coctel de epitopo en pacientes con EM

Se prepara una vacuna que comprende péptidos MBP 30-44, 83-99, 110-124 y
130-144 (es decir algunos de estos epitopos de MBP que han sido identificados como
apitopos). La vacuna se ha proporcionado a treinta y cinco pacientes en un ensayo clinico
de fase la/lb. EL ensayo es un ensayo clinico cruzado en el que los pacientes estan sin
recibir tratamiento durante tres meses después de una dosis Unica de péptido (la).
Después los pacientes se monitorizan durante tres meses después de la dosis Unica de
vacuna para evaluar su seguridad. El tratamiento después consiste en la administracién
dos veces por semana mediante deposicidén intranasal. Para cada paciente: la actividad
clinica se analiza mensualmente mediante imagen por resonancia magnética; la actividad
inmunoldgica se monitoriza utilizando un ensayo de respuesta cinética para la proliferacion
y la produccién de citoquina se monitoriza utilizando un ensayo ELISA basado en la célula.

El ensayo clinico implica inicialmente el tratamiento de 5 pacientes que padecen
una enfermedad crénica progresiva (CP). Estos pacientes se seleccionan en funcién de la
actividad de IRM baja y son tratados primero con la dosis mayor de péptidos. El
tratamiento se inicia en el grupo de paciente CP porque son los que mas probablemente
demuestran unos posibles efectos dafinos como se evidencia mediante un incremento de
la actividad de IRM. El tratamiento de los pacientes con recaidas que remiten se inicia
cuando es claro que tanto el tratamiento con una dosis Unica como una dosis multiple es
seguro en el grupo CP. Un grupo mayor de 30 pacientes de recaias que remiten se incluye
en base a que sufren una potenciacion de las lesiones en IRM durante un periodo de
monitorizacion de 3 meses. Estos se dividen en tres grupos para ser tratados con una
dosis elevada, media o baja de péptido.
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Periodo de tiempo (meses)

Pacientes crénicos
progresivos (CP)

Pacientes con recaidas
que remiten (RR)

0 Se inicia la monitorizacién
mensualmente
3 Se inicia la fase la (dosis
Unica de péptido) con una
IRM a 1-2 semanas
después del tratamiento y
la monitorizacién
mensualmente
6 Se inicia la fase Ib (dosis Se inicia la monitorizacién
dos veces por semana de | mensualmente y se
péptido) y sigue la incluyen paciente con
monitorizacion lesiones potenciadas
mensualmente
9 Se inicia la fase Ib (dosis
dos veces por semana de
péptido) y sigue la
monitorizacion
mensualmente
12 Fin del tratamiento y sigue
la monitorizacion mensual
durante 6 meses mas
15 Fin del tratamiento y sigue

la monitorizacién mensual
durante 6 meses mas

Abreviaturas: APC: células presentadoras de antigeno; CMH: complejo mayor de
histocompatibilidad; TCR: Receptor de la célula T; EAE = encefalomielitis autoinmume
experimental; APITOPE= epitopo independiente del procesamiento del antigeno; APIPS =
sistema de presentacién independiente del procesamiento del antigeno; aa = aminoacido;
EM = esclerosis multiple; MBP = proteina basica de la mielina; PLP= proteina
proteolepidica; TCL = linea celular T; PBMC = células mononucleares de sangre
periférica; PPD = derivado de proteina purificada de Mycobacterium tuberculosis; PHA =
fitohemaglutinina.
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Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro
1 5 ' 10 15

<210>5

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe'Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg
1 5 ‘ 10 15

<210>6

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr
1 5 10 : 15

<210>7

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Arg Ala Ser Asp Tyr Lys Sexr Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val
1 5 10 15

<210>8

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ala Ser Asp Tyr Lys Ser Ala His lys Gly Phe Lys Gly Val Asp
1 : 5 10 15

<210>9

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9



10

15

20

ES 2353347 T3

-28-

Ser Asp Tyr Lys Ser Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val Asp Ala
1 5 o 10 15

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Asp Tyr Lys Ser Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val Asp Ala Gln

1 5 10

<210> 11

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro
1 5 . 10

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2353347 T3

-29-

REIVINDICACIONES

1. Péptido tolerogénico humano que puede unirse a una molécula MCH de clase
| o Il sin procesamiento posterior del antigeno, para su utilizacién en el tratamiento y/o la
prevencion de la esclerosis multiple, en el que el péptido se selecciona de entre los
péptidos de la proteina basica de la mielina (MBP) siguientes: 83-99 y 131-145.

2. Péptido segun la reivindicacion 1 para su utilizacién en el tratamiento y/o la
prevencion de la esclerosis multiple, que es MBP 83-99.

3. Péptido segun la reivindicacion 1 para su utilizacion en el tratamiento y/o la
prevencion de la esclerosis multiple, que es MBP 131-145.

4. Composicion farmacéutica para el tratamiento/prevencién de la esclerosis
multiple que comprende un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

5. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 4 para su utilizaciéon en el
tratamiento y/o la prevencion de la esclerosis multiple, que comprende una pluralidad de
péptidos tolerogénicos humanos de la MBP.

6. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5 para su utilizacién en el
tratamiento y/o la prevencion de la esclerosis multiple, que comprende entre 2 y 15
péptidos tolerogénicos humanos de la MBP.

7. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6 para
su utilizacién en el tratamiento y/o la prevencién de la esclerosis multiple, en forma de un
kit, en la que se proporcionan alguno o cada uno de los péptidos separadamente para la
administracién simultanea, separada o secuencial.

8. Péptido o composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para su utilizacién en el tratamiento y/o la prevencion de la esclerosis multiple,
para la administracion intranasal.
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Respuesta de PBMC a PPD y MBP

Control PPD MBP

FIG. 1A
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1er periodo de tiempo EM49: respuesta de PBMC a los péptidos MBD
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TCC Regién MBP Péptido especifico
EM 39 : A7* 1-24 5-19
EM 49 : D3* 30-54 30-44
EM 49 : C8* 30-54 30-44
|EM 49 : A8* 30-54 30-44
EM 48 : B6* 30-54 30-44
EM 39 : D7* 60-84 60-74
EM 43 : A7* 75-99 83-99
EM 41 : B6* 75-99 83-99
EM 41 : A2* 75-99 83-99
EM 41 :C6* 75-99 83-99
N5 . 8** 75-99 83-99
EM 60 : A2* 105-129 110-124
EM 60 : B3* 105-129 110-124
EM 60: E1* 120-144 130-144
EM 17 : A3* 120-144 130-144
EM 60 : F7* 135-159 140-154
EM 60 : D1* 135-159 140-154
EM 57 : A1* 135-169 140-154
EM 59 : F1* 135-169 140-154
N5 : 19** 135-169 140-154
EM 43 . A3* 150-170 156-169
EM 43 : D2* 150-170 156-169

FIG. 6
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REGION DE LA PROTEiNA EPITOPOS IDENTIFICADOS
UTILIZANDO CLONES DE
ESTUDIADA CELULAS T
1-24 5-19
15-39 No comun
30-54 30-44
45-69 No comun
60-84 60-74
80-94
75-99 8389
90-114 No comun
105-29 110-124
120-144 130-144
130-144
135-159 140-154
150-164
150-170 156-169

FIG. 7A

EPiITOTO ESTUDIADO EPiTOTO ESTUDIADO

5-19 No hecho

30-44 ++

60-74 No hecho

80-94 ++

83-99 ++

110-124 ++

130-144 ++

140-154 No hecho

156-170 -

FIG. 7B
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Mgar no fijada

Mgar fijada

Péptido 30-44 Suero

FIG. 8A
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FIG. 8B
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Mgar no fijada

Mgar fijada

Péptido 130-144 Suero

FIG. 9A

Mgar no fijada

Mgar fijada

Proliferacién de células T (incorporacién
de 3H-timidina/ccpm)

FIG. 9B

Péptido 126-170
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Célula T que

no responde 89-101 +
a MBP 81-111 +
MBP -

EAE -

HFF KNI VTPRTP
89-94 Sitio potencial  05.101
de segmentacion
para AEP 89-101 +
Célula | Célula 81-111 +
T queresponde T que responde MBP +
a MBP a MBP EAE +

FIG. 14
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