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Preliminar (IPEA).
Traduccidn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
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LIGANDOS PEPTOIDES PARA EL AISLAMIENTO Y EL TRATAMIENTO DE
CELULAS T AUTOINMUNES

RESUMEN

(00237] La presente invencién proporciona la identificacidén de
poblaciones de células T autorreactivas de individuos que
tienen enfermedades autdinmunes, tales Como esclerosis
multiple y EAE. Se pueden utilizar peptoides reconocidos por
celulas T autorreactivas para identificar diversos tipos de
enfermedades autoinmunes, y también se pueden utilizar para

dirigir las terapias contra tales poblaciones.
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DESCRIPCION

LIGANDOS PEPTOIDES PARA EL AISLAMIENTO Y EL TRATAMIENTO DE
CELULAS T AUTOINMUNES

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de las Solicitudes
Provisionales de Patente Estadounidense ntmero de serie
61/182,368 presentada en Mayo 29, 2009 y numeroc de serie
61/260,608 presentada en Noviembre 12, 2009, cada una de las

cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

[0002] Esta invencidén se realiza con el apoyo gubernamental en
virtud del otorgamiento no. NO1-HV28185 del Instituto Nacional de
Corazdn, Pulmén y Sangre, y otorgamiento no. DP10D00066301 de los
Institutos Nacionales de la Salud. El gobierno tiene ciertos

derechos en la invencién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencién

[0003] La presente invencidén se relaciona de manera general con
los campos de la biologia molecular, inmunologia y medicina. Mé&s
particularmente, se relaciona con la identificacidén de peptoides
que son reconocidos por las células T autoinmunes. Se pueden
utilizar estos peptoides para identificar sujetos que sufren de o

estdn en riesgo de enfermedades autoinmunes, asi como también

para dirigir estas «células para el retiro, inhibicidn o
destruccidn.
2. Descripcidén de la Técnica Relaciocnada

[0004] Permanece desconocida la base molecular de muchas
enfermedades autoinmunes. Debido en parte a esta carencia de la
comprensién del nivel molecular, estd lejos de ser oOptime el
estado de la técnica en el desarrcllo de agentes diagnésticos y
terapias efectivas para enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, no

existe marcador de proteina en suero altamente confiabI®para el
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diagnéstico de la mayor parte de enfermedades autoinmunes. Casi
sin excepcidén, los férmacos empleados para tratar estas
afecciones inhiben un evento posterior de la respuesta autoinmune
en si misma, tal como inflamacidn, o intenta medular o suprimir
el sistema inmune completo en forma no selectiva (Hemmer &
Hartung, 2007, con efectos colaterales indeseables
significativos. Para las aplicaciones diagndésticas y
terapéuticas, uno podria en forma ideal tener moléculas que estéan
dirigidas a las células B autorreactivas (y los anticuerpos que
ellas producen) y directamente c¢élulas T, pero ignoran las
células B y T que reconocen los antigenos externos. Se pueden
emplear tales moléculas como agentes diagndsticos y herramientas
de investigacién para 1la deteccién vy enriquecimiento de
anticuerpos autoinmunes, células B y c¢élulas T. Adicionalmente,
estas moléculas pueden servir como la base para un programa de
desarrollo de farmaco novedosc gque ayuda a erradicar estas

células autorreactivas sin afectar la funcidén apropiada del

sistema inmune.

[0005] Asi, subsiste una necesidad de procedimientos diagndsticos
para ambas enfermedades que son (i) exactos y objetivos, (ii)

simples y reproducibles, y (i1ii) utiles en caso de etapa temprana

o tardia.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] La presente invencidn proporciona métodos para utilizar
moléculas sintéticas, es decir, ligandos, que unen las unidades
estructurales de unién de ligando, tales como proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos, o células no adherentes presentes en
mezclas bioldgicas complejas, como biomarcadores para un estado

fisicldégico particular. En ciertos aspectos, un ligando es un

peptoide

[0007] Asi, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona

un método para identificar un ligando o peptoide gque se reconoce

especificamente por las células T autoinmunes que comprende (a)
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proporcionar una primera poblacién de células T de un sujeto
saludable, en donde dicha poblacién se marca con una primera
marca detectable; (b) proporcionar una segunda poblacién de
células T de un sujeto que tiene una enfermedad autoinmune, en
donde dicha poblacidn se marca con una segunda marca detectable;
(¢} poner en contacto dicha primera y segunda poblacidén de
células T con una pluralidad de dichos peptoides candidatos; vy
(d} evaluar la unidén de dicha primera y segunda poblacidén de
células T a dicho peptoide candidato, en donde si dicho peptoide
se une a dicha segunda poblacién de células T pero no a dicha
primera poblacién de células T, dicho peptoide se reconoce por

ser células T autoinmunes pero no células T saludables.

[0008] Las enfermedades autoinmunes pueden ser esclerosis maltiple
0 artritis reumatoide. El ligando o peptoide puede ser un 3-mer,
un 4-mer, un 5S5-mer, un 6-mer, un 7-mer, un 8-mer, un %9-mer © un
10-mer. Las primeras y segundas marcas pueden ser fluorescentes o
quimieoluminiscentes, © puntos cuanticos. El1 peptoide se puede
unir a un soporte, tal como una micrcesfera, un chip, un filtro,
una barra, una membrana, una matriz polimérica o un pozo. La
etapa de poner en contacto puede comprender poner dicho soporte
en contactec con dicha primera y segunda poblacién de células T al
mismo tiempo. La poblacidén de células T puede comprender células

T CD4*. Los sujetos pueden ser humanos o murinos.

[0009] En otra realizacién, se proporciona un método para retirar
una celula T autoinmune de un sujeto que sufre de una enfermedad
autoinmune que comprende (a) proporcionar un ligando o peptoide
gque se une especificamente a c¢élulas T autcinmunes, en donde
dicho ligando o peptoide se une a un soporte; (b) poner en
contacto una muestra que contiene células T de dicho sujeto con
dicho peptoide unido al soporte durante un tiempo suficiente para
permitir la unién de células T autoinmunes a dicho ligando unido
al soporte o peptoide; y (¢) separar dicho soporte de dicha
muestra. El método puede comprender adicionalmente regresar la
muestra de la etapa (c) a dicho sujeto. Las enfermedades

autoinmunes pueden ser esclerosis maltiple o artritis reumatoide.
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[0010] El1 ligando o peptoide puede ser un 3-mer, un 4-mer, un 5-
mer, un 6-mer, un 7-mer, un 8-mer, un 9-mer o¢© un 10-mer. EIl
soporte puede ser una microesfera, un chip, un filtro, una barra,
una membrana, una matriz polimérica o un pozo. La muestra puede
ser sangre, fluido cerebroespinal o semen. Cuande la muestra es
sangre, esta se puede obtener de dicho sujeto, se trata ex vivo,
y se regresa a dicho sujeto, y adicionalmente, la sangre se puede
perfundir a través de dicho ligando unido al soporte o peptoide y
se regresa a dicho sujeto en un circuito cerrado. El método puede
comprender adicicnalmente obtener dicha muestra de dicho sujeto.

El sujeto puede ser humano o murino.

[0011] En todavia otra realizacidn, se proporciona un método para
matar una célula T autoinmune obtenida de un sujeto que sufre de
una enfermedad autoinmune gque comprende (a) proporcionar un
ligando o peptoide que se une especificamente a células T
autoinmunes, en donde dicho ligando o peptoide se conjuga con una
toxina; y (b) poner en contacto una muestra que contiene células
T de dicho sujeto con dicho conjugado durante un tiempo
suficiente para permitir la unidén de por lo menos una célula T
autoinmune a dicho conjugado, en donde dicho conjugade provoca la
muerte de dicha célula T autoinmune. La muestra se puede tratar
ex vivo, y dicho método puede comprender adicionalmente regresar
la muestra a dicho sujeto. Las enfermedades autoinmunes pueden

ser esclerosis multiple o artritis reumatoide.

[0012] El1 ligando o peptoide puede ser un 3-mer, un 4-mer, un 5-
mer, un 6-mer, un 7-mer, un 8g-mer, un 9-mer o wun 10-mer. La
toxina puede ser ricina, toxina de la difteria o toxina del
chlera., Alternativamente, la toxina puede ser una toxina
fotoactivada, tal como rutenio (II) tris-bipididilo, y la etapa
(b) puede comprender adicionalmente exponer dicha muestra a la
luz visible. La muestra puede ser sangre, fluido cerebroespinal o
semen. El método puede comprender adicicnalmente obtener dicha

muestra de dicho sujeto. El sujeto puede ser humano o murino.
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{0013] En todavia otra realizacidn, se proporciona un método para
matar una célula T autoinmune obtenida de o en un sujeto que
sufre de una enfermedad autoinmune que comprende (a) propercionar
un ligando o© peptoide que se une especificamente a c¢élulas T
autoinmunes, en donde dicho ligando o peptoide se conjuga con una
molécula que contiene Fc IgG; y (b)) poner en contacto una
poblacidén de células T autoinmunes con dicho conjugado durante un
tiempo suficiente para permitir la unidén de por lo menos una
célula T autoinmune a dicho conjugado, en donde dicho ceonjugadoe
recluta efectores inmunes a dichas células T autoinmunes que
resulta en la muerte de las mismas. La poblacidon de células T
autoinmunes se pueden tratar ex vivo, y el método puede
comprender adicionalmente regresar la muestra de la etapa (b) a
dicho sujeto. Las enfermedades autoinmunes pueden ser esclerosis

maltiple o artritis reumatoide.

[0014] El ligando o peptoide puede ser un 3-mer, un 4-mer, un 5-
mer, un 6-mer, un 7-mer, un 8-mer, un 9-mer o un 10-mer. La
molécula que contiene Fc IgG puede ser un anticuerpo, un
anticuerpo de cadena sencilla, o un fragmento Fc, por ejemplo, un
anticuerpo ¢ un anticuerpo de cadena sencilla, y dicho ligando o
peptoide se ancla al sitio de unién de antigeno de dicho
anticuerpo, o un fragmento Fc que <carece de las regiones
variables 1gG, y dicho ligando © peptoide se ancla al terminal
carboxi de dicho fragmento Fc. La muestra puede ser sangre,
fluidoe cerebroespinal o© semen. El método puede comprender
adicionalmente obtener dicha muestra de diche sujeto. El sujeto

puede ser humano o murino.

[0015] En ciertas realizaciones, los compuestos de la invencidn
tienen las siguientes férmulas, gue incluyen sales

farmacéuticamente aceptables de las mismas:
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Férmula I
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R4 0 Rr2 Q O
Férmula I

en donde n es 0-B; L es ligador; Y es toxina o fragmentos de
anticuerpo; Z es un NH;, N(alquilo C;-Cg¢)z, OH o Of{alguilo C;1-Cs):
y R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 (con cada valor de n por encima
de 4 agregado al siguiente grupo R en orden numérico a la Fdérmula
I o Férmula II), puede ser hidrégeno; alquilo; alilo; metilo:
etilo; n-propilo; isopropilo; n-butilo; isobutilo; sec-butilo:

tert-butilo; pentilo; hexilo; isopentilo; arilo; heterocarilo;

furanilo; indolilo; tiofenilo; tiazolilo; imidazolilo;
isoxazoilo; oxazoilo; piperonilo; plrazoilo; pirrolilo;
pirazinilo; piridilo; pirimidilo; pirimidinilo; purinilo;
cinnolinilo; benzofuranilo; benzotienilo; benzotriazolilo:

benzoxazolilo; quinelina; isoxazolilo; isoquinolina cicloalquilo:
alquenilo; cicloalquenilo; fenilo; piridilo; metoxietilo; (R)-
metilbenzilo; alquilo C;-C¢ sustituido © no sustituido con NHp,
OH, SH, N(alquile C;-C4)2, Ofalguilo C;-Cg), o© S{alquilo C;-Cg):
alguinilo C;-C¢ sustituido o no sustituido con NH;, OCH, SH,
N{alguilo C;-Cg)z, Of{alquilo C;-Cg¢), © S{algquilo C;-Cg); alquenilo
C2=C¢ sustituido o no sustituido con NH;, OH, SH, N(alquile C;-

Cel2, Ofalguilo C;-Cg), o S{alquilo C;-Cg).

[0016]) En ciertos aspectos, R1, R2, y/0 R3 pueden ser
independientemente alguilo C;-Cg sustituido o no sustituido con
NHz, OH, SH, N{alquilo Ci-Cg),, Ofalguilo C;-Cg¢), o S{alguilo C;-
Ce¢)r algquinilo C;-Cg sustituido o no sustituido con NH;, OH, SH,

N(alguilo C1-C¢)2, Of(alquilo C1-Cs), o S(lalquilo C;-C¢):s alquenilo
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C;-C¢ sustituide o no sustituido con NH,, OH, SH, N{alguilo C;-

Cg¢)2, Ofalquilo C1-Cs), o S{alquilo C;-Cs).

[0017) En ciertos aspectos, Rl es alquilo C;-Cg terminalmente

sustituido con un NH2, particularmente 4 aminobutano.

[0018] En aspectos adicionales, R2 es alquilo C;~Cg terminalmente

sustituido con un NH2, particularmente 4 aminobutanc.

[0019] En todavia aspectos adicionales, R3 es alguilo C;-Cg,
alquinile C3-Cgs, o alquenilo C3-C¢. En ciertos aspectos R3 es

isobutilo.

[0020] En ciertos aspectos, R4 es alquilec €;-C¢ terminalmente

sustituido con un NHZ, particularmente 4 aminobutano.
[0021] En aspectos adicionales, R5 es (R)-metilbencilo.
[0022] En todavia aspectos adicionales, R6 es furanilo.

[0023] En ciertos aspectos, R7 es alquile C;-C¢ terminalmente

sustituido con un NHZ, particularmente 4 aminobutano.

[0024] En aspectos adicionales RSB es alguilo C1-Cs Y

particularmente isobutilo.

(0025] Ciertas realizaciones de la invencidén incluyen 8-mer en
donde R1l, RZ2, R4, y R7 son 4-aminobutano; R3 y R8 son isobutilo:
R5 es (R)-metilbencilo; y R6 es furanilo {compuesto AGl2A). El
AGl2A puede terminar en un grupo lisilo (4-aminobutano},

hidroxilo, ¢ carboxilo.

[0026] En otros aspectos el grupo terminal R termina en un grupo

lisilo, carboxilec, o hidroxilo. ‘ EU@@]S



[0027] Se contempla que se puede implementar cualquier método o
composicidn descrita aqui con respecto a cualquier otro método o

composicidn descrita aqui.

[0028]) El uso de la palabra “un” o “una” cuando se utiliza en
conjunto con el término “que comprende” en las reivindicaciones
yv/o la especificacién puede significar “uno,” pero también es
consistente con el significado de “uno o mas,” “por lo menos

uno,” y “uno o mas de uno.”

[0029] Se contempla que cualquier realizacidén discutida en esta
especificacidén se puede implementar con respecto a cualguier
método o] composicidn de la invencién, y viceversa.
Adicionalmente, se pueden utilizar las composiciones y equipos de

la invencidén para lograr métodos de la invenciédn.

[0030] A través de esta solicitud, el término “aproximadamente” se
utiliza para indicar gue un valor incluye la variacién inherente
de error para el dispositivo, el método se emplea para determinar

el valor, o la variacidén que existe entre los sujetos de estudio.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[003]1] Los siguientes dibujos forman parte de la presente
especificacién y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencién. La invencidn se puede
entender mejor en referencia a uno o mas de estos dibujos en
combinacién con la descripcidén detallada de las realizaciones

especificas presentadas aqui.

[0032] FIGURAS 1A-D: Identificacién de los peptoides de unién de
células T autorreactivas utilizandoc un protococlc de deteccidédn en
microglébulo bicolor. (FIGURA 1A) Representacidén esquematica del
protocole de deteccién de peptoides. (FIGURA 1B) Imagenes
microscédpicas fluorescentes de glébulos de peptoides después de
deteccidédn y lavado (100X de magnificacién; filtro DAPI); (i) vy

{ii): los dos glébulos se seleccionan como aciertos qﬁ?} e
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observan unen solo las células tefiidas con rojo; (iii): una unidén
de glébulo a células T CD4' de ratones saludables y ratones EAE.
(FIGURA 1C) Estructuras guimicas de los dos aciertos
identificados en la deteccidén. (FIGURA 1D} Imégenes microscédpicas
fluorescentes de glébulos Tentagel gque exhiben AGl2A unido a
células T autorreactivas; (i): las células T CD4' de ratones de
control tipo natural B10.PL no unen a las microesferas de
peptoide AGl2A; (i) i: células T CD4" de ratones transgénicos TCR
MBP Acli-11 Vwx2.3/VP8.2 que se unen a las microesferas de
peptoides AGlZA,

[0033] FIGURAS 2A-C: AGl2A se une a células T especificas MBP Acl-
11 con afinidad micromolar moderada y alta especificidad. (FIGURA
2A) BAnalisis de citometria de flujo de células T CD4* tipo
natural Bl0.PL vs. transgénicas Vo2.3/V(38.2 MBP Acl-11 TCR en la
presencia de concentraciones incrementadas de biotina-DOPA-AGL2A.
Las células se preincuban con concentraciones de 1 pM, 10 pM, 100
pM, 250 pM, o 500 pM de biotina-DOPR-AGLl2A, se entrecruzan y se
tifien con anti-CD4-PerCP-Cy5.5 v anti-estreptavidina-
aloficocianina (APC). Se utiliza citometria de flujo de dos
coleores para determinar la afinidad de unidén estimada de AGl2A
biotinilado para células T CD4" autorreactivas. Los resultados se
describen comc la superposicidén de los histogramas con la linea
verde que representa células T transgénicas Vo2.3/VBR8.2 MBP Acl-
11 TCR y la linea azul que representa células T CD4" tipo natural
B10.PL. La linea roja representa un control negativo no peptoide.
Se determina la intensidad flucrescente media (MFI) para cada
concentracién de peptoide probade utilizando el software Flowjo.
Sclo se encuentra gque las células T transgénicas VaZ.3/VR8.2 MBP
Acl-11 TCR se unen al AGl2A. Los resultados mostrados son
representativos de tres experimentos independientes. (FIGURA 2B)
Isotermc de unién de AGl2A lpara células T transgénicas
Vaz2.3/Vp8.2 MBP Acl-11 TCR evaluadas mediante citometria de
flujo. Se grafica el MFI para cada concentracién de peptoide
probado para ceéelulas T transgénicas TCR + c¢élulas T AGl2A, WT +
AGl2A, <células T transgénicas TCR + peptoide de controel, vy
células T WT + peptoide de control. Se calcula el Ky “tiliﬁﬂ’lfiﬁgl
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software Graphpad Prism y se estima que es de aproximadamente 40
uM. (FIGURA 2C) Entrecruzamiento activado por peryodato de
biotina-DOPA-AG1Z2A a células T transgénicas Vo2.3/VR8.2 MBP Acl-
11 TCR seguido por electroforesis de gel SDS y Western blot con
NeutrAvidin-HRP (NA-HRP) que resulta en un producto entrecruzado
principal con un peso molecular de aproximadamente 45 kDa (lado
derecho}). Este producto no se ve cuando se utilizan las células T
CD4* de los ratones WT o esplenocitos negativos CP4 de un ratén
transgénico TCR. Linea 1: WT células T CD4%, Linea 2: células T
transgénicas Vu2.3/VR8.2, Linea 3: esplenocitos negativos CD4.
Lado derecho: Igual que el lado izquierdo con la excepcidédn que la
transferencia se sondea con un anticuerpo anti-Vaz TCR. Los
resultados mostrados son representativos de dos experimentos

independientes.

[0034] FIGURAS 3A-C: El AG12A inhibe la proliferacién de células T
autorreactivas en una forma dependiente de dosis. (FIGURA 3A) Se
aislan células T transgénicas TCR de murino especificas CD4" MBP
Acl-11, se marcan con CFSE, y se incuban con concentraciones
aumentadas del peptoide AGl2A ¢ un péptoide de control. Las
células se diluyen con células que presentan antigenoc aisladas de
los bazos de ratones B1l0.PL tipo natural y se estimulan con el
péptido MBP Acl-11 en una concentracién final de 10 pg/ml. Las
células se tifien con un anticuerpc anti-CD4+-PerCP-CY5.5 y se
analizan mediante citometria de flujo para determinar el
porcentaje de células divididas. Los resultados se describen en
una grafica lineal con concentracidén de peptoide mostrada en el
eje X y porcentaje de divisién en el eje Y. Las células tratadas
con el peptoide AGl2A se describen con cuadrados y las células
tratadas con el peptoide de control se describen con triangulos.
(FIGURA 3B) Se aislan células B de ratones tipo natural B1l0.PL vy
se tratan como se describe en (FIGURA 3A). Las células se
estimulan con LPS y se realiza citometria de flujo como se
describié anteriormente. (FIGURA 3C) Las células T CD4' de
ratones transgénicos MOG 35-55 TCR se aislan y se tratan como se
describié anteriormente con la excepcién gque se estimulan las

células con el péptido MOG 35-55 en la presencia de células que
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presentan antigeno. Todos los resultados mostrados son

representativos de tres experimentos independientes.

[0035] FIGURAS 4A-D: Adicién de una cabeza de rutenio que aumenta
la potencia de AGl2A y evita la transferencia adoptiva EAE.
({FIGURA 4A) El dibujo ilustra la destruccidn fotocatalitica del
TCR autorreactivo. El AGL2A se acopla quimicamente a Ru®*. Luego
de incubacidén con el complejo de peptoide de rutenio, las células
se irradian con luz visible (<380 nm). La irradiacidén resulta en
la generacidén de oxigeno singulete que inactivard el receptor
objetivo. (FIGURA 4B) Se aislan células T transgénicas TCR de
murino especificas CD4" MBP Acl-11 de ratones Bl0.PL y se incuban
con concentraciones de 1 uM o 100 nM de AGl2A-Ru?*, un peptoide
de control -Ru®**, o disolvente solo (PBS o DMSO). Las células se
irradian a <380 nm durante 10 minutos (barras rayadas) © no se
exponen a la luz (barras negras). Se diluyen los cultivos con
células que presentan antigeno de los bazos de ratones Bl0.PL
tipo natural y se estimulan con el péptido MBP Acl-11 en una
concentracién final de 10 pg/ml. Se determina la proliferacién al
agregar [®H] timidina a las células durante el final de 16 horas
de cultivo. Los niveles de referencia de proliferacidén de las
ceélulas que no se estimulan con antigeno se restan de los
resultados mostrados. (FIGURA 4C) Igual como el panel (B} con 1la
excepcidn que las células T CD4" utilizadas se aislan de ratones
transgénicos TCR especificas MOG 35-55. La proliferacién de estas
células no se afecta por AG12A-Ru®*. (FIGURA 4D) El1 tratamiento
con AGl2A-Ru?" evita la transferencia adoptiva de EAE. Se aislan
células T CD4* de ratones transgénicos TCR especificos MBP Acl-
11, se incuban con 100 nm AGl2A-Ru?’ o el peptoide de control -
Ru** y se irradian. Las células luego se estimulan con células
gue presentan antigeno y 10 pg/ml del péptido MBP Acl-11 durante
72 horas y se transfieren mediante inyeccién 1.p. a ratones
nulitratados Bl0.PL. Los ratones se monitorean diariamente para
detectar signos c¢linicos de EAE y se describen graficamente
clasificaciones clinicas medias para los grupos tratados AGl2A-
Ru?* (circulos abiertos), control-Ru?** (cuadrados abiertos), solo

antigeno (triangulos abiertos), y sin antigeno (estrellas). Todos
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los resultados mostrados son representativos de 2 experimentos

independientes.

[0036] FIGURAS B5A-B: Clasificaciones clinicas medias de ratones
EAE para deteccién e ilustracién estructural de la coleccidon de
peptoide empleada en la deteccidn. (FIGURA 5A) Se inmunizan
ratones B10.PL con 50 pg del péptido MBP Acl-11l emulsificado en
adyuvante completo de Freund (CFA) para inducir EAE. Se
monitorean los ratones diariamente para detectar signos clinicos
de enfermedad y se asigna una clasificacidén clinica con base en
criterios estandar. Se inmunizan los ratones de controcl con CFA
solo y no desarrcllia EAE. Los ratones se sacrifican en el pico de
la enfermedad y se aislan las células T CD4' y se utilizan para
deteccidn de «coleccidén de peptoide. Las clasificaciones de
ratones EAE (cuadrados) y ratones de control (tridngules) se
muestran en la grafica. (FIGURA 5B) Ilustracidn de la colecciédn
de peptoide utilizada para deteccidn. Superior: estructura
guimica general de los compuestos en la coleccidn. Se fijan tres
residuos en el terminal y se diversifican 1los 6 residuos

restantes. Cuadro: aminas utilizadas para realizar la coleccidn.

[0037] FIGURA 6: Estructuras del peptoide de control y el peptoide
de control Ru2’. Se muestran las estructuras gquimicas de los

peptoides de control utilizadas para estos estudios.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

[0038] Los inventores aqui describen métodos para identificar
moléculas sintéticas gque se unen con alta especificidad a células
T CD4" autorreactivas. Este protocolo, realizado aqui en el
contexto de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un
modelo de animal para esclerosis multiple humana (MS), no
requiere conocimiento previo de la naturaleza del antigeno
natural. En su lugar, este emplea una estrategia de unidn
comparativa en la que se evalua simultaneamente la capacidad de
cada compueste en la coleccidén para unir 1las células T

autorreactivas y las células T normales en una poblacién natural.
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Solo 1los compuestos gque exhiben alta selectividad para las
células T autorreactivas se seleccionan como Taciertos.” La
caracterizacién detallada de un acierto de la deteccidén EAE
sugiere gque este se une a al receptor de célula T (TCR).
Adicionalmente, se muestra que este compuesto es un antagonista
de la proliferacidén de células T que conduce al antigenc in
vitro. Finalmente, cuando este compuesto se conjuga con un
complejo de rutenio capaz de mediar el dafio oxidative a las
proteinas c¢ercanas cuando sé fotclizan (Lee et al., 2008), el
conjugado inhibe la capacidad de las células T autorreactivas
para mediar la enfermedad en un experimento de transferencia
adoptivo. Tomados juntos, estos datos prueban 1la capacidad de
esta tecnologla para identificar los compuestos sintéticos que
son capaces de unir e inhibir las <c¢élulas T autorreactivas

especificas de antigeno.

I. Enfermedades autoinmunes

[0039] La presente invencidén, como se discutid anteriormente,
proporciona la identificacidén de moléculas que pueden unir las
células T autoinmunes a partir de una variedad de estados de
enfermedad. Aunque los ejemplos se dirigen a EAE, un modelo de
animal para MS, esta invencién debe ser util en el contexto de
una variedad de enfermedades autoinmunes, algunas de las cuales
se discuten adelante. En ciertos aspectos, los estados de

enfermedad incluyen, pero no se limitan a enfermedades tales como

encefalomielitis  diseminada aguda (ADEM) , leucoencefalitis
hemorragica necrotizante aguda, enfermedad de Addison,
agamaglobulinemia, asma alérgica, rinitis alérgica, alopecia

areata, amiloidosis, espondileartritis anquilosante, nefritis
anti-GBM/anti-TEM, sindrome antifosfolipido (APS), anemia
aplasica autoinmune, disautonomia autoinmune, hepatitis
autoinmune, hiperlipidemia autoinmune, inmunodeficiencia
autoinmune, enfermedad de oide interhe autoinmune (AIED),
miocarditis autoinmune, pancreatitis autoinmune, retinopatia
autoinmune, purpura trombocitopénica autoinmune (ATP), enfermedad

de tiroides autoinmune, neurcpatias axonal & neuronal, enfermedad
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de Balo, enfermedad de Behcet, penfigoide vesicular,
cardiomiopatia, enfermedad de Castlemen, celiaquia (no tropical),
enfermedad de Chagas, sindrome de fatiga crénica, polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), ostomielitis
multifocal recurrente crénica (CRMO}, sindrome de Churg-Strauss,
penfigoide cicatricial /penfigoide mucosal benigno, enfermedad de
Crohn, sindrome de Cogan, enfermedad de aglutinina fria, blogueo
cardiaco congénito, miocarditis de <coxsackie, enfermedad de
CREST, criogleobulinemia mezclada esencial, neuropatias
desmielinizantes, dermatomioscitis, enfermedad de Devic
{neuromielitis dptica), lupus discoide, sindrome de Dressler,
endometriosis, fasciitis eosindfila, eritema nodoso,
encefalomielitis alérgica experimental, sindrome de Evan,
fibromialgia, alveolitis fibrosante, arteritis de células
gigantes (arteritis temporal)}, g¢glomerulonefritis, sindrome de
Goodpasture, enfermedad de Grave, sindrome de Guillain-Barre,
encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, anemia
hemolitica, purpura de Henock-Schoniein, herpes gestacional,
hipogamaglobulinemia, purpura trombocitopénico idiopatico (ITF},
nefropatia IgA, lipoproteinas inmunoreguladcoras, mioscitis de
cuerpo de inclusidn, diabetes dependiente de insulina (tipo 1},
cistitis intersticial, artritis juvenil, diabetes juvenil,
sindrome de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis
leucocitoclastica, liquen plano, liguen escleroso, conjuntivitis
lefiosa, enfermedad IgA lineal (LAD), Lupus (SLE}, enfermedad de
Lyme, enfermedad de Meniere, poliangitis microscopica, enfermedad
mixta de tejido conectivo (MCTD), ulcera de Mooren, enfermedad de
Mucha-Habermann, esclerosis multiple, miastenia gravis,
mioscitis, narcoclepsia, neuromielitis éptica (de Devic),
neutropenia, penfigoide c¢icatricial ocular, neuritis éptica,
reumatismo palindrémico, PANDAS (Trastornos Neurosiquidtricos
Autoinmunes Pediatricos Asociados con Estreptococos),

degeneracidén cerebelar paraneoplésica, hemoglobinuria paroxistica

nocturna {PNH) , sindrome de Parry Romberg, sindrome de
Parsonnage-Turner, ciclitis {uveitis periférica), pénfigo,
neuropatia  periférica, encefalomielitis  perivenosa, anemia

perniciosa, sindrome de POEMS, poliarteritis nodosa, sindromes

- 000026



15

peliglandular autoinmune tipo I, II & III, polimialgia reumatica,
polimioscitis, sindrome de infarto post-miocdrdico, sindrcme
post-pericardiotomia, dermatitis de progesterona, cirrosis biliar
primaria, colangitis esclerosante primaria, soriasis, artritis
soridtica, fibrosis pulmonar idiopdtica, pioderma gangrenosa,

aplasia pura de glébulos rojos, fendémeno de Raynaud, distrofia

simpatética de reflejo, sindrome de Reiter, policondritis
recidivante, sindrome de piernas inguietas, fibrosis
retroperitoneal, fiebre reumatica, artritis reumatoide,
sarcoidosis, sindrome de Schmidt, escleritis, esclercderma,

sindrome de Slogrene, autoinmunidad testicular y de esperma,
sindrome de perscnas rigidas, endocarditis bacteriana subaguda
(SBE), oftalmia simpatica, arteritis de Takayasu, arteritis
temporal /arterias con células gigantes, purpura trombocitopénica
(TPP), sindrome de Tolosa-Hunt, mielitis transversal, colitis

ulcerativa, enfermedad de tejide conjuntivo no diferenciado

{ucrn), uvelitis, vasculitis, dermatosis vesiculcampollosa,
granulomatosis de vitiligo o de Wegener, hepatitis activa
cronica, cirrosis biliar primaria, cardiomiopatia dilatada,

miocarditis, sindrome pcliendocrino autoinmune tipo I (APS-1},
vasculaturas de fibrosis quistica, hipoparatiroidismo adquirido,
enfermedad de arteria coronaria, pénfigo folidceo, pénfigo
vulgaris, encefalitis de Rasmussen, gastritis autoinmune,
sindrome hipoglucémico por insulina (enfermedad de Hirata),
resistencia a la insulina Tipo B, acantosis, lupus sistémico
eritematoso (SLE), anemia perniciosa, artritis de Lyme resistente
al tratamiento, polineuropatia, enfermedades desmielinizantes,
dermatitis atdpica, hipotiroidismo autoinmune, vitiligo,
oftalmopatia asociada con tiroides, enfermedad celiaca
autoinmune, deficiencia de ACTH, dermatomioscitis, sindrome de
Sjogren, esclerosis sistémica, esclerosis sistémica progresiva,
morfea, sindrome anti-fosfolipido primario, urticaria idiopatica
crbnica, sindromes de tejido conjuntivo, glomerulonefritis
necrotizante y semilunar (NCGN}, vasculitis sistémica, sindrome
de Raynaud, enfermedad crodnica de higado, leishmaniasis visceral,
deficiencia auntoinmune C1l, glomerulonefritis proliferativa de

membrana (MPGN) , tiempo de coagulaciodn prolongado
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inmunodeficiencia, aterosclerosis, neuronopatia, pénfigo
paranecpléasico, sindrome paraneoplasico de persona rigida,
encefalomielitis paraneopléasica, neuropatia autondémica subaguda,
retinopatia asociada con céancer, ataxia paraneopléasica opsoclono
mioclono, sindrome de neurona motora inferior y sindrome

miasténico de Lambert-Eaton.

A. Espondiloartritis Anquilosante

[0040] E1 AS es un subconjunto de enfermedades dentro de una
clasificacién mas amplia de enfermedades de espondiloartropatia.
Los pacientes afectados con los diversos subconjuntos de
espondiloartropatia tienen etiologias de enfermedad que son
frecuentemente diferentes, que varian de infecciones bacterianas
a heredades. Aun, en todos los subgrupos, el resultado final del
proceso de la enfermedad es artritis axial. A pesar de las
diferencias clinicamente tempranas vistas en las diversas
poblaciones de pacientes, muchas de ellas finalizan casi
idénticas en la evolucidén de la enfermedad de diez a veinte arios.
Estudios recientes sugieren el tiempo medio para el diagndstico
clinico de espondiloartritis alquilosante del inicio de la
enfermedad que es 7.5 afios (Khan, 1998). Estos mismos estudios
sugleren que las espondiloartropatias han tenido prevalencia
cercana a aguellos de la artritis reumatoide (Feldtkeller et al.,

2003; Doran et al., 2003).

[0041] E1 AS es un trastorno reumdtico inflamatorio sistémico
crénico del esqueleto axial cen o sin manifestaciones
extraesqueléticas. Las articulaciones sacroiliacas y la columna
vertebral son las mas afectadas, pero las articulaciones de
cadera y hombro, y con menos frecuencia algunas articulaciones
comunmente periféricas o ciertas estructuras extra-articulares
tales como los ojos, vasculatura, sistema nervioso, y sistema
gastrointestinal también  pueden estar involucradas. Esta
etiologia no se entiende atn completamente (Wordsworth, 1995;
Calin and Taurog, 1998). Esto se asocia fuertemente con 1la

histocompatibilidad principal c¢lase I (MHC 1I) alelo HLA-B27
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{Calin and Taurcg, 19%8). El1 AS afecta a los individuos al inicio
de su vida y se teme gue se debe a su potencial para provocar
dolor crénico y darfic irreversible de los tendones, ligamentos,
articulaciones, y huesos (Brewerton et al., 1973; Brewerton et
al., 1973; Schlosstein et al., 1973}. El1 AS puede ocurrir solo o

en asociacidén con otra forma de espondiloartropatia tal como

artritis reactiva, soriasis, artritis soriatica, entesitis,
colitis ulcerativa, enfermedad de intestino irritable, o}
enfermedad de Crohn, en cuyo caso sSe clasifica «como AS
secundario.

{0042] Tipicamente, los sitios afectados incluyen las

articulaciones discovertebrales, apofiseales, costovertebrales, vy
costotransversales de la c¢olumna vertebral, y las estructuras
ligamentosas paravertebrales. La inflamacidén de las entesis, que
son sitios musculotendinosos y ligamentosos adheridos a los
huesos, también es importante en esta enfermedad (Calin and
Taurog, 1998). Se sabe que el sitio de entesitis se infiltra por
las células de plasma, linfocitos, y células polimorfonucleares.
El procesc inflamatorioc resulta frecuentemente en alquilosis osea

y fibrosa gradual, (Ball, 1971; Khan, 1990).

[0043] El diagndstico retrasado es comun debidc a que los sintomas
se atribuyen frecuentemente a problemas de espalda mas comunes.
Una pérdida dramdtica de flexibilidad en la parte lumbar de la
columna vertebral es un signo tempranc de AS. Otros sintomas
comunes incluyen dolor crénico y rigidez en la parte baja de la
espalda que inicia usualmente cuando la parte inferior de 1la

columna vertebral se une a la pelvis, o cadera.

[0044] Aunque la mayor parte de los sintomas empiezan en las 4reas
lumbares y sacroiliacas, también puede involucrar la nuca y la
parte superior de la espalda. La artritis también puede ocurrir
en los hombros, caderas y pies. Algunos pacientes tienen
inflamacidén en los ojos, y se pueden observar casos mas severos

que involucran la valvula cardiaca.
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[0045] La presentacidén més frecuente es dolor de espalda, pero la
enfermedad puede empezar atipicamente en las articulaciones
periféricas, especialmente en nifics y mujeres, y raramente con
iritis aguda (uveitis anterior). Los sintomas y signos tempranos
adicionales son expansién reducida del tdérax de involucramiento
costovertebral difuso, fiebre de bajo grado, fatiga, anorexia,
pérdida de pesc, y anemia. El1 dolor dé espalda recurrente -
frecuentemente nocturno y de intensidad variable - es una
complicacidén eventual, como lo es la rigidez en la mafana
tipicamente aliviada por la actividad. Una postura flexionada o
encorvada alivia el dolor de espalda y espasmo del misculo
paraespinal; asi, es comun algin gradoe de cifosis en pacientes no

tratados.

[0046] Las manifestaciones sistémicas ocurren en 1/3 de los
pacientes. La iritis aguda recurrente (uveitis anterior),
generalmente auto .limitada raramente se prolonga 3% es
suficientemente grave como para afectar la visién. Los signos
neuroldégicos pueden resultar ocasionalmente de radiculitis por
compresidén o ciatica, fractura vertebral o subfluxacidén, vy
sindrome de la cola de caballeo (que consiste de impotencia,
incontinencia urinaria nocturna, vejiga disminuida y sensacién
rectal, vy ausencia de reflejo aquileo). Las manifestaciones
cardiovasculares pueden incluir insuficiencia adrtica, angina,
pericarditis, y anormalidades de conduccién ECG. Un hallazgo
pulmonar raro es fibrosis de lébulo superior, ocasionalmente con
cavitacién que se puede confundir con TB y se puede complicar

mediante infeccidn con Aspergilius.

[0047] E1 AS se caracteriza por erupciones leves o moderadas de
espondiloartritis activa que alterna con pericdos de casi o
totalmente inflamacidén inactiva. El tratamiento apropiado en una
mayor parte de los pacientes resulta en discapacidad minima o
ninguna discapacidad y en una vida plena y productiva a pesar de
la rigidez en la espalda. Ocasionalmente, el curso es Severo y

progresivo, que resulta en deformidades incapacitantes
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pronunciadas. El pronéstico es sombrio para pacientes con iritis

refractaria y para el paciente raro con amiloidosis secundaria.

[0048] E1 ESR y otros reactivos de fase aguda (por ejemplo,
proteina reactiva C y niveles de suero Ig) se elevan levemente en
la mayor parte de los pacientes con AS activo., Las pruebas para
el factor reumatocide IgM y los anticuerpos antinucleares son
negativos. Una prueba positiva para el HLA-B27 es usual pero no
invariable y no especifico (es mds Util una prueba negativa en
ayudar a excluir el AS cuando se diagnostica una prueba
positiva). ©Esta prueba no es necesaria en pacientes con

enfermedad tipica.

[0049] Se puede confirmar el diagndstico mediante rayos x. Las
anormalidades mas tempranas (seudo-ensanchamiento de erosiones
subcondriales, esclerosis o posterior estrechamiento) ocurren en
las articulaciones sacroiliacas. Los cambios tempranos en la
columna vertebral son cuadratura vertebral de la parte lumbar
superior y desmineralizacién, clasificacién ligamentosa dispersa,
y uno o dos sindesmdéfitos que evolucionan. La columna vertebral
tipo cafia de bambu clasica con sindesmorfitos prominentes y noc es
util la calcificacidén ligamentosa paraespinal difusa para el
diagnéstico temprano; estos cambios se desarrollan en una minoria

de paciente durante un periodo promedio 10 afos.

[0050] La severidad del involucramiento de la articulacién y el
grado de sintomas sistémicos variara mayor de un individuo a
otro. El1 diagnéstico preciso y tempranoc y la terapia pueden

minimizar afios de dolor y discapacidad.

[0051] La incomodidad de la articulacidén se puede aliviar con los
farmacos. Los planes de tratamiento usualmente estdn dirigidos a
la prevencidén, retraso, © correccién de la deformidad y las
necesidades de rehabilitacién vy sicosociales. Para postura
apropiada y movimiento de la articulacién, el ejercicio diario y
otras mediciones de soporte (por ejemplo, entrenamiento postural,

ejercicio terapéutico) son vitales para la resistencia de los
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grupos de misculos que se oponen a la direccidn de las
deformidades potenciales {(es decir, fortalecer el extensor en
lugar de 1los grupos de misculos flexores). Leer mientras se
encuentra decudbito y por lo tanto extender el cuello puede ayudar

a mantener flexibilidad de nuevo.

[0052] Los NSAID facilitan el ejercicio y otras mediciones de
soporte al suprimir la inflamacidn articular, dolor, y espasmo
muscular. La mayor parte de los NSAID son de valor probado en el
AS, pero la tolerancia vy toxicidad, a diferencia de las
diferencias marginales en la eficacia, dictan la eleccidén del
farmaco. Los pacientes se deben monitorear y se les debe advertir
de las reacciones adversas potenciales. La dosis diaria de los
NSAID debe ser tan baja como sea posible, perc se pueden
necesitar dosis diarias de un farmaco tal como indometacina con
enfermedad activa. El retiro del féarmaco se debe intentar solo
lentamente, después que se han suprimido los signos sistémicos vy
articulares de la enfermedad activa durante varios meses.
Diversos nuevos NSAID, denominados como los farmacos COX-2 debhido
a que 1inhiben la ciclooxigenasa-2, proporcionan efectividad igual
a los farmacos gque inhiben el COX-1 con menos cambio de los
efectos adversos en la mucosa gastrica, y la agregacién de

plaguetas.

[0053] Los corticosteroides han limitado el valor terapéutico; el
uso a largo plazo se asocia con muchos efectos adversos serios,
gque incluyen osteoporosis de la de la columna vertebral rigida.
Para i1ritis aguda, son adecuados usualmente los corticosteroides
tdpicos (y midridticos); se indican raramente los
corticosteroides orales. LlLos corticosteroides intra-articulares
pueden ser Dbeneficiosos, particularmente cuande una o des
articulaciones periféricas se inflaman mas severamente que las
otras, comprometiendo de por lo tanto el ejercicio y la

rehabilitacidn.

(0054] Los farmacos de accién lenta (recidivante) para el RA (por

ejemplo, dorado dado IM) no han estudiado o no son efectivos para
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el AS. La sulfasalazina puede ser util, particularmente cuando se
involucran las articulaciones periféricas. La dosificacién se
debe iniciar en 500 mg/dia y se aumente en 500 mg/dia en
intervalos 1 de semana en mantenimiento de 1lg bid (ver también
Rheumatoid Arthritis in Ch. 50). El efecto lateral mas comin es
nausea, gque es principalmente central, pero son bien tolerados
los recubrimientos recubiertos entéricos. Puede ayudar la

reduccién de dosis.

[0055] Los narcoéticos, otros analgésicos fuertes, y relajantes
musculares que carecen de propiedades anti-inflamatorias y se
deben prescribir sclo a corto plazo como adjuntos para ayudar a
controlar dolor de espalda y espasmo severo. La radioterapia en
la columna vertebral, aunque efectiva, se recomienda como ultimo
recurso debido a que esta aumenta el riesgo de leucemia

mielogenosa aguda diez veces.

[0056] Son esenciales las terapias de rehabilitacién. El suefio y
las posiciones apropiadas al caminar, acopladas con ejercicios
abdominales y de espalda, ayudan a mantener 1la postura. Los
ejercicios ayudan a mantener la flexibilidad de las
articulaciones. Los ejercicios de respiracién mejoran la
capacidad pulmonar, y nadar proporciona ejercicio aerdbico. Aun
con tratamiento Optico, algunas personas desarrollaran una
columna vertebral rigida o “anguilosante”, pero permaneceran
funcionales si ocurre esta fusién en una posicidén recta. Es
critico el cuidado continuc. E1 AS es un problema de vida larga,
y las personas fallan frecuentemente en continuar el tratamiento,
en cuyo caso ocurre postura permanente y pérdidas de la

movilidad.

B. Artritis Soriatica

[0057]) La soriasis es un trastorno de la piel inflamatorio vy
proliferativo con una prevalencia de 1.5-3%. Aproximadamente 20%
de los pacientes con soriasis desarrollan una forma

caracteristica de artritis gue tiene diversos patrones (Gladman,
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19%2; Jones et al., 19%4; Gladman et al., 1995). Alguncs
individucs presentan sintomas de articulacidn primero perc la
mayoria, presentan primero scriasis en la piel. Aproximadamente
un tercico de los pacientes tienen exacerbaciones simultaneas de
su piel y enfermedad de articulacidén (Gladman et al., 1987) vy
existe una relacidn topografica entre las uflas y enfermedad de
articulaciones interfalangeal distal (Jones et al., 1994; Wright,
1956) . Aunque los procesos inflamatorios gue enlazan enfermedad
de piel, uflas vy articulaciones permanecen elusivas, esta

implicada una patologia mediada inmune.

[0058] La artritis soridtica (PsA) es una artropatia inflamatoria
crénica caracterizada por la asociacidén de artritis y soriasis vy
se reconoce como una entidad clinica distinta de la artritis
reumatoide (RA) en 1964 (Blumberg et al., 1964). Los estudios
posteriores han revelado que el PsA presenta un numero de
caracteristicas genéticas, patogénicas y clinicas con otras
espondiloartropatias (SpAs), un grupe de enfermedades que
comprenden espondiloartritis anquilosante, artritis reactiva vy
artritis enteropatica (Wright, 1979). La nocidn que el PsA
pertenece al grupo SpA ha obtenido recientemente apoyc adicional
a partir de estudicos de formacidén de imagenes gque demuestran la
entesitis generalizada, gque incluyen PsA pero no RA (McGonagle et
al., 1999%; McGonagle et al., 18998). WMaés especificamente, la
entesitis se ha postulado como uno de los primeros eventos mas
temprancs gque ocurren en los SpAs, que conducen a remodelamiento
6éseo y anguilosis en la columna vertebral, asi comec también a
sinovitis articular cuando la entesis inflamada estéd cerca a las
articulaciones periféricas. Sin  embargo, el enlace entre
entesitis y las manifestacicnes clinicas en el PsA permanecen en
su mayoria no claras, cuando el PsA se puede presentar con
patrones claramente heterogéneos de la implicacidén de las
articulaciones con grados variables de severidad (Marsal et al.,
1999; Salvarani et al., 1998). Asi, se deben postular otros
factores para dar en cuenta de las mialtiples caracteristicas de
PsA, solo unos pocos de los cuales (tal como la expresidén de la

molécula HLA-B27, que se asocia fuertemente con enfermedad axial)
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se han identificade. Como una consecuencia, permanece dificil de
mapear las manifestacicnes de la enfermedad para mecanismos
patogénicos especificos, que significa que el tratamientoc de esta

afeccidédn permanece en su mayoria empirico.

[0059] Los estudios de familia han sugeride contribucién genética
para el desarrollo de PsA (Moll & Wright, 1973). Ctras formas
inflamatorias crénicas de artritis, tales como espondiloartritis
anquilosante y artritis reumatoide, se considera gque tienen una
base genética compleja. Sin embargo, el componente genético del
PsA ha sido dificil de evaluar por diversas razones. Existe una
evidencia fuerte de una predisposicién genética a la soriasis
sola que puede enmascarar los factores genéticos que son
importantes para el desarrollo de PsA. Aungue la mayoria
aceptaria el PsA como una enfermedad distinta, a veces hay una
superposicién fenctipica con artritis reumatoide y
espondiloartritis anquilosante. También, el PsA en si mismo no es
una afeccidén homogénea y se han propuestos diversos subgrupos.
Aunque no todos estos factores de confusién fueron superados en
el actual estudio, nos concentramos  en investigar genes
candidatos en tres categorias amplias de pacientes con PsA due

cubren el espectro de la enfermedad.

(0060] Los polimorfismos en la regidén promotora de la regién TNFA

son de considerable interés cuando pueden influenciar niveles de
secrecidén TNF-a (Jacob et al., 1990; Bendzen et al., 1988}). Las

cantidades incrementadas de TNF-o se han reportado en la piel

soridtica (Ettehadi et al., 1994} y fluido sincovial (Partsch et
al., 198%7).

[006]1] Estudios recientes han mostrado un beneficio positivo de
tratamiento anti-TNF en Psh {(Mease et al., 2000) Y
espondiloartritis anguilosante (Brandt et al., 2000) .
Adicionalmente, el locus para los residuos TNF-a dentro de la
regién clase III del MHC y asi puede proporcionar asociaciones
mas estrictas con PsA de aquellos proporcionados mediante

regiones de flanqueo clase I y clase II. Existen asociaciones
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relativamente débiles con los alelos TNFA en nuestro grupo total
PsA. El alelo TNFA -238A no comun se incrementa en frecuencia en
el grupo con poliartritis periférica y ausente en aquellos
pacientes con espondiloartritis, aunque se puede explicar este
hallazgo mediante desequilibrio de 1ligado con HLA-Cw*0602. Si
existen consecuencias funcionales asociadas con polimorfismo en
el alelo TNFA -238 no es clare (Pociot et al., 1895). No
obstante, es posible que el patrédn de artritis que se desarrolla
en pacientes con soriasis se pueden unir directamente o

indirectamente a este alelo particular.

[0062] Hohler et al. (1997) encuentra un aumento en la frecuencia
del alelo TNFA -238A en pacientes con PsA asi como también en
soriasis de inicio juvenil. La asociacién del TNFA -238A con
soriasis de inicio juvenil y el PsA es mas fuerte que con HLA-
Cwb6. De forma similar, en nuestrc estudio, existen asoclaciones
fuertes entre soriasis de inicio juvenil y el HLA-Cw*0602 y el
TNFA -238A, aunque ningin alelo tiene ninguna relacién con 1la
edad del inicio de artritis. En nuestro estudio, todos los
pacientes con PsA quienes tiene por lo menos un alelo TNFA -238A
son HLA-Cwé6 positivos, enfatizando en el ligado cerrado entre
estos alelos en PsA. Sin embargo, en contraste al estudio por
Hohler et al. (1997), y explicable por ligade cerrado a HLA-
Cw*0602, el alelo TNFA -238A solo se incrementa en pacientes con
artritis periférica. También es de interés que, en un estudio
separado de espondiloartritis anquilosante, el mismo grupo
encuentra los alelos TNFA -308A y -238A no comunes que tienen un
efecto protector en el desarrollo de la espondiloartritis (Hohler

et al., 1998}).

C. Artritis Reactiva

[0063] En la artritis reactiva (ReA) el mecanismo del dafio
articular no es claro, pero es probable que las citoguinas
cumplan funciones criticas. Se ha reportado Un perfil mas
prevalente Thl de altos niveles de interferdn gama (IFN-y} vy

bajos niveles de interleuquina 4 (IL-4) (Lahesmaa et al., 1992;
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Schlaak et al., 1992; Simon et al., 1993; Schlaak et al., 1996;
Kotake et al., 1999; Ribbens et al., 2000), pero diversos
estudios mostrados tienen predominancia relativa de IL-4 Y IL-10 y

carencia relativa de IFN-y y factor alfa de necrosis de tumor

(INF-o.) en la membrana sinovial (Simon et al., 1994; Yin et al.,
1999) vy fluido (SF) (Yin et al., 1999; Yin et al., 1997} de
pacientes con artritis reactiva comparade con pacientes con
artritis reumatoide (RA). Se ha reportado un nivel inferior de
secrecién TNF-a en artritis reactiva que en pacientes RA después

de estimulo ex viveo de células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) (Braun et al., 1%99).

[0064] Se ha argumentado gue la depuracién de bacterias asociadas

con artritis reactiva requiere la produccién de niveles

apropiados de IFN-y y TNF-a, mientras gue el IL-10 actua al
suprimir estas respuestas (Autenrieth et al., 1894; Sieper &
Braun, 1995). El IL-10 es una citoquina reguladora que inhibe la
sintesis de IL-12 y TNF-y mediante macréfagos activados (de Waal

et al., 1991; Hart et al., 1995; Chomarat et al., 1995} y de IFN-

y mediante células T {Macatonia et al., 1993).

D. Artritis Enteropatica

[0065] La Artritis enteropadtica (EA) ocurre en combinacidén con
enfermedad inflamatorias del intestino (IBD) tal como enfermedad
de Crohn o colitis wulcerativa. También se afecta la columna
vertebral y articulaciones sacroiliacas. La artritis enteropatica
involucra las articulaciones periféricas, wusualmente en las
extremidades inferiores tales como las rodillas o los tobillos.
Implica cominmente so0lo un numero pegqueiio o© limitado de
articulaciones y puede seguir de cerca la afeccidédn del intestino.
Esto ocurre en aproximadamente 11% de los pacientes con colitis
ulcerativa y 21% de aquellos con enfermedad de Crohn. La

sinovitis es de manera genera autolimitado y no deformante.
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[0066] Las artropatias enteropaticas comprenden una coleccidén de
afecciones reumatoldgicas que comparten un vinculo con 1la
patologia GI. Estas afecciones incluyen artritis reactiva (es
decir, relacionada con infeccidén) debido a bacterias (por
ejemplo, especies Shigella, Salmonella, Campylobacter, Yersinia,
Clostridium difficile), pardsitos {por ejemplo, especies
Strongyloides stercoralis, Taenia saginata, Giardia lamblia,
Ascaris lumbricoides, Cryptosporidium), y espondiloartropatias
ascciadas con enfermedad inflamatoria del intestino (IBD}. Otras
afecciones y trastornos que incluyen derivacién intestinal
(yeyunoileal), artritis, enfermedad <celiaca, enfermedad de

Whipple, y colitis colagenosa.

[0067] Son desconocidas las cantidades precisas de artropatias
enteropaticas. La inflacién del tracto GI puede aumentar la
permeabilidad, que <resulta en la absorcién del material
antigénico, que incluye antigenos bacteriancs. Estos antigenos
artrogénicos luego se pueden localizar en los tejidos
musculoesqueléticos (que incluyen entesis y sinovio}, provocando
asi una respuesta inflamatoria. Alternativamente, se puede
inducir una respuesta autoinmune a través de imitacidn molecular,
en la que la respuesta inmune anfitriona a estos antigenos que

reaccionan cruzadamente con los autcantigenos en el sinovio.

[0068] Es de interés particular la asociacidén fuerte entre la
artritis reactiva y HLA-B27, una molécula HLA clase I. Un péptido
de antigeno bacterialmente derivado, potencialmente artrogénico
se puede fijar en la ranura que presenta antigeno de la molécula
B27, que resulta en una respuesta de células T CD8'. Las ratas
transgénicas HLA-B27 desarrollan caracteristicas de artropatia

enteropatica con artritis e inflamacidn por gota.

E. Colitis Ulcerativa

[0069] La colitis wulcerativa es una enfermedad que provoca
inflamacién y llagas, denominadas ulceras, en el recubrimiento

del intestino grueso. La inflamacién ocurre usualmente.eQ(Jg038
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recto y la parte inferior del colon, pero este puede afectar el
colon completo. La c¢olitis wulcerativa afecta raramente el
intestino delgado excepto para la seccidén final, denominada el
ileo terminal. La colitis ulcerativa también se puede denominar
colitis o proctitis. La inflamacidén hace frecuentemente el colon
vacio, originando diarrea. Las ulceras se forman en sitios en
donde la inflamacidn ha matado las células que recubren el colon;

las tlceras sangran y se produce pus.

[0070] La colitis ulcerativa es una enfermedad inflamatoria del
intestino (IBD), el nombre general para las enfermedades que
originan inflamacién en el intestino delgado y colon. La colitis
ulcerativa puede ser dificil de diagnosticar debido a gque sus
sintomas son similares a otros trastornos intestinales y con otro
tipo de IBD, enfermedad de Crohn. La enfermedad de Crohn difiere
de la colitis ulcerativa debido a que esta origina inflamaciédn
mas profunda dentro de la pared intestinal. También, 1la
enfermedad de Crohn ocurre usualmente en el intestinc delgado,
aunque también puede ocurrir en la boca, eséfago, estdmago,

duodeno, intestino grueso, apéndice, y ano.

[0071] ©La <colitis ulcerativa puede ocurrir en personas de
cualquier edad, pero mds frecuentemente esta inicia entre edades
de 15 y 30, o menos frecuentemente entre edades de 50 y 70. Los
nifios y adolescentes algunas veces desarrollan la enfermedad. La
colitis ulcerativa afecta hombres y mujeres por igual y aparece
con frecuencia en algunas familias. Las teorias acerca de qué
origina 1la colitis wulcerativa son numerosas, pero no se ha
probado ninguna. La teoria méds popular es que el sistema inmune
corporal reacciona con un virus o wuna bacteria al originar
inflamacién en cursco en la pared intestinal. Las personas con
colitis ulcerativa tienen anormalidades del sistema inmune, pero
los doctores no saben si estas anormalidades son una causa ¢ un
resultado de la enfermedad. La colitis ulcerativa no se origina
por ansiedad emocional o sensibilidad a ciertos alimentos o
productos alimenticios, pero estos factores pueden activar los

sintomas en algunas personas. . 000033
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[0072] Los sintomas mas comunes de colitis ulcerativa son dolor
abdominal y diarrea con sangre. Los pacientes también pueden
experimentar fatiga, pérdida de peso, pérdida del apetito,
sangrade rectal, y pérdida de los fluidos corporales vy
nutrientes. Aproximadamente la mitad de los pacientes tiene
sintomas leves. Otros sufren frecuentemente fiebre, diarrea con
sangre, nausea, Yy calambres abdominales severos. La colitis
ulcerativa también puede originar problemas tales como artritis,
inflamacién de los ojos, enfermedad del higado (hepatitis,
cirrosis, vy colangitis esclercsante primaria), osteoporosis,
erupciones de la piel, y anemia. Nadie sabe a ciencia cierta
porgué se producen los problemas al exterior del colon. Los
cientificos piensan que pueden ocurrir estas complicaciones
cuando el sistema inmune activa 1la inflamacién en otras partes
del cuerpo. Algunos de estos problemas desaparecen cuando se

trata la colitis.

[0073] A través de un examen fisico y una serie de pruebas se
puede requerir diagnosticar la colitis ulcerativa. Se pueden
hacer pruebas de sangre para revisar la anemia, que puede indicar
sangrado en el colon o recto. Las pruebas de sangre tampoco puede
cubrir un conteo alto de glébulos blancos, que es un signo de
inflamacidén en alguna parte en el cuerpo. Al analizar una muestra
de heces, el doctor puede detectar el sangrado o infeccidén en el
colon o el recto. El doctor puede hacer una colonoscopia o
sigmoidoscopia. Para prueba, el doctor inserta un endoscopio - un
tubo largo, flexible, con luz conectado a un computador y menitor
de TV - en el ano para ver el lado del colon y recto. El doctor
serd capaz de ver cualquier inflamacién, sangrado, o ulceras en
la pared del colon. Durante el examen, el doctor puede hacer una
biopsia, gue involucra tomar una muestra de tejido del
recubrimiento del colon para ver con un microscopic. También se
puede requerir un enema de bario de rayos x del colon. Este
procedimiento implica llenar el colon con bario, una solucidn
blanquecina. El bario se muestra blanco en peliculas de rayos x,

lo gue le permite al doctor una vista clara del colon, due
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incluyen cualesquier uUlceras u otras anormalidades gque pueden

existir.

[0074] E1 tratamiento para la colitis ulcerativa depende de la
seriedad de la enfermedad. La mayoria de personas se tratan con
medicacién. En casos severos, un paciente puede necesitar cirugia
para retirar el colon enfermo. La cirugia es solo la cura para la
colitis ulcerativa. Algunas personas cuyos sintomas se activan
mediante ciertos alimentos son capaces de controlar los sintomas
al evitar alimentos gue molestan sus intestinos, como alimentos
altamente sazonados, frutos y vegetales crudos, o azicar en leche
(lactosa). Cada perscna puede experimentar colitis ulcerativa en
forma diferente, vya que el tratamiento se ajusta para cada
individuo. Es importante el soporte emocional y sicolégico.
Algunas personas tienen remisiones - periodos cuando los sintomas
desparecen - durante meses o aun afios. Sin embarge, la mayor
parte de los sintomas del paciente regresan eventualmente. Este
patrén de cambio de la enfermedad significa que uno no siempre
puede saber si un tratamiento ha ayudado. Algunas personas con
colitis ulcerativa pueden necesitar cuidado médico durante algun
tiempo, con visitas regulares al doctor para monitorear la

afecciédn.

[0075] E1 objetivo de 1la terapia es para inducir y mantener
remisidén, y para mejorar la calidad de vida de las personas con

colitis ulcerativa. Estéan disponibles diversos tipos de farmacos:

e Aminosalicilatos - farmacos que contienen acido oS-
aminosaliciclico (5-ASA), ayudan a controlar la
inflamacidn. Sulfasalazina es una combinacidn de

sulfapiridina y 5-ASA y se utiliza para inducir vy
mantener la remisién. E1 componente de sulfapiridina
lleva el 5-ASA anti-inflamatorio al intestino. Sin
embargo, la sulfapiridina puede conducir a efectos
colaterales tales como que incluyen nausea, vémito, ardor
de estémago, diarrea, y Jjaqueca. Otros agentes 5-A5A

tales como olsalazina, mesalamina, y balsalazida, tienen
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un portador diferente, ofrece pocos efectos colaterales,
y se pueden utilizar por las personas quienes no pueden
tomar sulfasalazina. Los 5-ASA se dan oralmente, a través
de un enema, © en un supositorio, dependiente de la
ubicacién de la inflamacién en el colon. La mayoria de
las personas con colitis ulcerativa leve o moderada se

tratan primero con este grupo de farmacos.

Corticosteroides - tales como prednisona e hidrocortisona
también reducen la inflamacién. Ellos se pueden utilizar
por personas quienes tienen colitis ulcerativa moderada o
severa o0 quienes no responden a farmacos 5-ASA. Los
corticosteroides, también conocidos como esteroides, se
pueden dar oralmente, intravenosocamente, a través de un
enema, o en un supositorio, dependiendo de la ubicacién
de la inflamacién. Estos farmacos pueden originar efectos
colaterales tales como ganancia de peso, acné, vello
facial, hipertensién, cambios de humor, y un riesgo
incrementade de infeccién. Por esta razédn, no se

recomiendan para uso a largo plazo.

Inmunomoduladores — tales como azatioprina y 6-mercapto-
purina (6-MP) reducen la inflamacién al afectar el
sistema inmune. Ellos se utilizan en pacientes quienes no
han respondidc a 5-ASA o corticosteroides o quienes son
dependientes de los corticosteroides. Sin embargo, 1los
inmunomoduladores que actlian lento y pueden tomar hasta 6
meses antes que se vea beneficio completo. Los pacientes
que toman estos farmacos se monitorean para
complicaciones que incluyen pancreatitis y hepatitis, un
conteo celular reducido de glébuleos blancos, y un riesgoe
aumentado de infeccién. Se puede utilizar ciclosporina A
con 6-MP o azatioprina para tratar colitis ulcerativa
severa, activa en personas gquienes no responden a los

corticosteroides intravenosos.
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[0076] Se pueden dar otros férmacos para relajar el paciente o

para aliviar el dolor, diarrea, o infeccidn.

[0077) Ocasionalmente, los sintomas son suficientemente severos
que la persona se tiene que hospitalizar. Por ejemplo, una
persona puede tener sangrado severo o diarrea severa Jue provoca
deshidratacién. En tales casos el doctor tratard de detener la
diarrea y la pérdida de sangre, fluidos, y sales minerales. El
paciente puede necesitar una dieta especial, alimentada a traves

de la vena, medicaciones, o algunas veces cirugla.

[0078] Aproximadamente 25-40% de pacientes con colitis ulcerativa
pueden tener eventualmente sus colones retirados debido al
sangrado masivo, enfermedad severa, ruptura del colon, o riesgo
de cancer. Algunas veces el doctor recomendard retirar el colon
si falla el tratamiento médico o si los efectos colaterales de
los corticosteroides u otres farmacos amenazan la salud del
paciente. La cirugia para retirar el colon y el recto, conocida

como proctocolectomia, se sigue por una de las siguientes:

e ITleostomia, en la que el cirujano crea una abertura
pequefia en el abdomen, llamada una estoma, y se adhiere
al final del intestino delgado, llamado ileo, a este. El
desperdicioc viajard a través del intestino delgado y sale
del cuerpo a través de la estoma. La estoma tiene
aproximadamente el tamafio de una moneda y se ubica
usualmente en la parte derecha inferior del abdomen cerca
a la linea de la cintura. Se coloca una bolsa sobre la
abertura para recolectar el desperdicic, y el paciente

vacia la bolsa segun se necesita.

¢ Anastomosis ilecanal, u operacidén a través de recepciédn,
que le permite al paciente tener movimientos normales del
intestino debido a que este conserva parte del ano. En
esta operacidén, el cirujano remueve la parte enferma del
colon y el interior de recto, dejando los musculos

externos del recto. El cirujano luego une el 1ileo 4i
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interior del recto y el ano, creando una bolsa. El
desperdicio se almacena en la bolsa y se pasa a través
del anc en la forma usual. Los movimientos del intestino
pueden ser mas frecuentes vy acuosos que antes del
procedimiento. La inflamacién de la bolsa (pouchitis) es

una posible complicaciédn.

[0079] No es apropiada cada operacién para c¢ada persona. La
cirugia dependerd de la severidad de la enfermedad y las
necesidades, expectativas, y estilo de vida del paciente. Las
personas que se enfrentan con esta decisién deben obtener tanta
informacién como sea posible al hablar con sus doctores, con
enfermeras gquienes trabajan con pacientes de cirugia de colon
(terapistas enterostédmicas), y con otros pacientes de cirugia de
colon. Las organizaciones de defensa del paciente pueden dirigir

a las personas a Llos grupos de apoyo y otras fuentes de

informacidn.

[0080] La mayoria de las personas con colitis ulcerativa nunca
necesitard tener cirugia. Si la cirugia no llega a ser necesaria,
sin embargo, algunas personas encuentran comodidad en saber que
después de la cirugia, se cura la colitis y la mayoria de las

personas tienen vidas activas normales.

F. Enfermedad de Crohn

[0081] Otro trastorno para el que se ha tratado la inmunosupresién
es enfermedad de Crohn. Los sintomas de enfermedad de Crohn
incluyen inflamacién intestinal y el desarrollo de estenosis
intestinal vy fistulas; la neuropatia acompana frecuentemente
estos sintomas. Los farmacos anti-inflamatorios, tales como 5-
aminosalicilatos (por ejemplo, mesalamina) o corticosterocides, se
prescriben tipicamente, pero no siempre son efectives (revisado
en Botoman et al., 1998). La inmunosupresidén con ciclosporina es
algunas veces beneficiosa para pacientes resistentes a o

intolerantes a los corticosteroides (Brynskov et al., 1989).
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[0082] No obstante, la correccidédn guirurgica Sse reguiere
eventualmente en 90% de los pacientes; 50% experimentan reseccidn
colénica (Leiper et al., 1998; Makowiec et al., 1998}. Es alto el
indice de recurrencia después de cirugia, con 50% requiere

cirugia adicional dentro de 5 afios (Leiper et al., 1998; Besnard

et al., 1998).

[0083] Una hipdtesis para la etiologia de la enfermedad de Crohn
es que una falla de la barrera mucosal intestinal, resulta
posiblemente de susceptibilidades genéticas y factores
ambientales (por ejemplo, fumar), se expone al sistema inmune a
antigenos del lumen intestinal que incluye antigenos bacterianos
y alimentcs (por ejemplo, Soderholm et al., 1999; Hollander et
al., 1986; Hollander, 1992). Otras hipdtesis es que la infeccidn
intestinal persistente por patdgenos tales como Mycobacterium
paratuberculosis, Listeria monocytogenes, abnormal Escherichia
coli, © paramyxovirus, estimula la respuesta inmune; o]
alternativamente, los sintomas resultan de una respuesta inmune
desregulada a los antigenos en todas partes, tales como
microflora intestinal normal y los metabolitos y las toxinas que
producen (Sartor, 1997). La presencia de anticuerpos IgA y IgG
anti-Sacccharomyces cerevisiae {(ASCA) en el suero se encuentra
que es altamente diagnéstico en enfermedad de Crohn pediatrica

(Ruemmele et al., 1998; Hoffenberg et al., 1999).

[0084] En la enfermedad de Crohn, una respuesta inmune desregulada
se inclina hacia inmunopatologia mediada por c¢élula (Murch,
1998) . Pero los farmacos inmunosupresores, tales como
ciclosporina, tacrolimus, y mesalamina se han utilizad para
tratar casos resistentes a los corticosteroides de enfermedad de
Crohn con éxito mezclade (Brynskov et al., 1989; Fellerman et

al., 1998).

[0085] Se han enfocado recientes esfuerzos para desarrollar
herramientas de tratamiento y diagndésticas contra la enfermedad
de Crohn en 1la funcidén central de 1las citoquinas (Schreiber,

1998; wvan Hogezand & Verspaget, 1998). Las citoguinas son
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proteinas secretadas pequerias o factores (5 a 20 kD) gue tienen
efectos especificos en las interacciones c¢élula a célula,
comunicacién intercelular, o el comportamiento de otras células.
Se producen citoquinas mediante linfocitos, especialmente
linfocitos Tyl y T2, monccitos, macrdofagos intestinales,
granulociteos, células epiteliales, y fibroblastes (reviewed in
Regler &. Andus, 1998; Galley & Webster, 1996). Algunas
citoquinas son pro-inflamatorias (por ejemplo, TNEF-a, IL-l{a vy
By, IL-6, IL-8, IL-12, o factor inhibidor de leucemia, © LIF);
otros son anti-inflamatorics (por ejemplo, antagonista del
receptor IL-1, IL-4, IL-10, IL-11, vy TGF~B). Sin embargo, puede
haber una scbreposicién y redundancia funcional en sus efectos

bajo ciertas condiciones inflamatorias.

[0086] En casos activos de enfermedad de Crohn, concentraciones
elevadas de TNF-a y IL-6 se secretan en la circulacidén de la

sangre, vy TNF-a, IL-1, 1IL-6, vy IL-8 se producen en exceso
localmente mediante células mucosales ({id.; Funakoshi et al.,
1998). Estas citoquinas pueden tener efectos gque varlan mucho en
los sistemas fisioldgicoes que incluyen desarrollo éseo,
hematopoyesis, y funcidén de higado, tiroides, y neurosiguiatica.

También, un imbalance de la relacién IL-1P/IL-1lra, en favor del

IL-1p pro-inflamatorio, se ha observadc en pacientes con
enfermedad de Crohn (Rogler & Andus, 1998; Saiki et al., 1998;
Dionne et al., 1998; pero ver Kuboyama, 1998B). Un estudio sugiere
que los perfiles de citogquinaz en muestras de herramienta pueden
ser una herramienta diagnéstica Util para enfermedad de Crohn

(Saiki et al., 1998).

[0087] Los tratamientos que se han propuesto para enfermedad de
Crohn incluyen el uso de diversos antagonistas de citoquina (por
ejempleo, IL-lra), inhibidores {por ejemplo, de antioxidantes y
enzimas gque convierten IL-1B) vy anticuerpos anti-citoquina
(Rogler and Andus, 1998; van Hogezand & Verspaget, 1998; Reimund
et al., 1998; Lugering et al., 1998; McAlindon et al., 1998). En

particular, se han ensayado anticuerpos monoclonales contra el
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TNF-o con alguin éxito en el tratamiento de enfermedad de Crohn

(Targan et al., 1997; Stack et al., 1997; van Dullemen et al.,
1995).

[0088] Otro método para el tratamiento de enfermedad de Crohn se
ha enfocado en por lo menos erradicar parcialmente la comunidad
bacteriana gue puede activar la respuesta inflamatoria vy
reemplazarla con una comunidad no patogénica. Por ejemplo, la
Patente Estadounidense 5,599,795 describe un métode para la
prevencidén y el tratamiento de enfermedad de Crohn en pacientes
humanos. Sus métodos estd dirigido a estabilizar el tracto
intestinal con por lo menos un antibidético y por lo menos un
agente antifungico para matar la flora existente y reemplazandola
con diferentes Dbacterias bien caracterizadas, seleccionadas
tomadas de humanos normales. Borody ensefia un método para tratar
enfermedad de Crohn mediante por lo menos el retiramiento parcial
de la microflora intestinal existente mediante lavado y reemplazo
con una nueva comunidad bacteriana introducida por el indculo
fecal de un donante humano que se le detecta la enfermedad o
mediante una composicién gue comprende las especies Bacteroides y
Escherichia coli. (Patente Estadounidense 5,443,826} . 5in
embargo, no se ha conocido causa para la enfermedad de Crohn a la

que se ha dirigido el diagnédstico y/o el tratamiento.

G. Artritis Reumatoide

[0089] La etioclogia exacta del RA permanece desconocido, pero los
primeros signos de enfermedad de las articulaciones aparecen en
la capa sinovial de recubrimiento, con proliferacién de
fibroblastos sinoviales y su adhesién a la superficie articular
en el margen de la articulacidén (Lipsky, 1998). Posteriormente,
se reclutan los macréfagos, células T y otras células
inflamatorias en la articulacién, cuando producen un numerc de
mediadores, que incluyen las citoquinas interleuquina-1 (IL-1),

gue contribuye a las secuelas crdnicas que conducen a destruccidn

de cartilago y huesos, y factor de necrosis de tumor (TNE-a), que

cumple una funcién en la inflamacién (Dinarello, 1998; Arend &
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Dayer, 1995; van den Berg, 2001). La concentracién de IL-1 en
plasma es significativamente mayor en pacientes con RA gue en
individuos saludables y, notablemente, los niveles de plasma IL-1
se correlacionan con actividad de la enfermedad RA (Eastgate et
al., 1988). Ma&s aun, los niveles de fluidec sinovial de IL-1 se
correlacionan con diversas caracteristicas radiogréficas e

histoldégicas de RA (Kahle et al., 1992; Rooney et al., 1990).

[0090] En articulaciones normales, los efectos de estas y otras
citoquinas proinflamatarias se balancean mediante una variedad de
citoguinas anti-inflamatorias y factores reguladores (Burger &
Dayer, 1995). La significancia de este balance de citoquina se
ilustra en pacientes RA Juveniles, qguienes tienen incrementos
ciclicos en fiebre a lo largo del dia (Prieur et al., 1987).
Después de cada pico de fiebre, un factor gue bloguea los efectos
del IL-1 se encuentra en el suero y la orina. Este factor se ha
aislado, clonado e identificado como el antagonista del receptor
IIL-1 (IL-1ra}, un miembro de la familia de gen IL-1 (Hannum et
al., 1990y. E1 1IL-1lra, <como su nombre lo indica, es un
antagonista receptor natural que compite con IL-1 para la unidn a
los receptores IL-1 tipo I y, come un resultado, bloquea los
efectos del IL-1 (Arend et al., 1998). Se puede necesitar un
exceso de 10- a 100 veces de IL-lra para bloguear el IL-1
efectivamente; sin embargo, las células sinoviales aisladas de
los pacientes con RA no aparecen para producir suficiente IL-lra
para contrarestar los efectos del IL-1 (Firestein et al., 13994;

Fujikawa et al., 1995).

H. Lupus Sistémico Eritematoso

[009]1] Tampoco se ha conocido la causa de las enfermedades
autoinmunes tales como lupus sistémico eritematosc. El lupus
sistémico eritematoso (SLE) es una enfermedad reumatica
autoinmune caracterizada por el depésito en los tejidos de
autoanticuerpos y complejos inmunes gque conducen a lesién del
tejido {(Ketzin, 1956 . En contraste a las enfermedades

autoinmunes tales como MS y diabetes mellitus tipo 1, el SLE
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involucra potencialmente maltiples sistemas de érgano
directamente, y sus manifestaciones <clinicas son diversas Yy
variables {revisadas por Kotzin & 0'Dell, 1995). Por ejemplo,
algunos pacientes pueden demostrar principalmente erupciones de
la piel y dolor de las articulaciones, muestran remisiones
espontidneas, y requieren poca medicacién. Al otro extremo del
espectro son pacientes quienes demuestran inveolucramiento de
rifién severo y progresivo que requiere terapia con altas dosis de
esteroides y farmacos citotdxicos tales como ciclofosfamida

{({Kotzin, 1996).

[0092) La caracteristica serolodgica principal de SLE, y la prueba
diagnéstica primaria disponible, es niveles de suero elevados de
los anticuerpos IgG a los constituyentes del nacleo celular, tal
como ADN Dbicatenaric (dsADN), ADN monocatenario (ss-ADN), vy
cromatina. Entre estos autoanticuerpos, los IgG anti-dsADN IgG
cumplen una funcidn principal en el desarrollo de
glomerulonefritis de lupus (G N} (Hahn & Tsac, 1993; Ohnishi et
al., 1994). La glomerulonefritis es una afeccidn seria en la que
las paredes capilares de los glomérulos que purifican la sangre
del rifiébn se espesan mediante acumulaciones sobre el lado
epitelial de las membranas de base glomerular. La enfermedad es
frecuentemente croénica y progresiva y puede conducir a falla

renal eventual.

[0093] Los mecanismos mediante los cuales se 1inducen los
autocanticuerpos en estas enfermedades autcinmunes permanece no
claro. Como no se ha conocido la causa del SLE, a la gque se puede
dirigir el diagndstico y/o tratamiento, el tratamiento se ha
dirigido a suprimir las respuestas inmunes, por ejemplo con
antibidéticos macrolida, a diferencia de una causa subyacente.

(por ejemplo, Patente Estadounidense 4,843,092).

I. Sindrome Irritable del Intestino

[0094] El sindrome irritable del intestino (IBS) es un trastorno

funcional caracterizade por dolor abdominal y habitos de
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intestino alterados. Este sindrome puede empezar en el adulto
joven y se puede asociar con discapacidad significativa. Este
sindrome no es un trastorno homogéneo. Por el contraric, se han
descrito los subtipos de IBS sobre 1la base de la diarrea de
sintoma predominante, estrefiimiento, o dolor. En la ausencia de
los sintomas "alarma", tales como fiebre, pérdida de peso, vy
hemorragia gastrointestinal, se necesita un trabajo limitado. Una
vez se hace un diagnéstico de IBS, un método de tratamiento
integrado puede reducir efectivamente la severidad de los
sintomas. El1 IBS es un trastorno comun, aunque han variado sus
indices de prevalencia. En general, el IBS afecta aproximadamente
15% de los adultos Estadounidenses y ocurre aproximadamente tres
veces mas frecuentemente en mujeres que en hombres (Jailwala et

al., 2000).

[0095] E1 IBS se cuenta entre 2.4 millones y 3.5 millones de
visitas a los médicos cada afo. Esta no es solo la afeccidn mas
comin vista por los gastroenterégos sino también es una de las
afecciones gastrointestinales més comunes vistas por los médicos

de cuidado primarioc (Everhart et al., 1991; Sandler, 1980).

[0096] E1 IBS también es un trastorno costoso. Comparado con
personas guienes no tienen sintomas del intestino, las personas
con IBS pierden tres veces de dias laborales y probablemente se
reportan mas enfermos al trabaje (Drossman et al., 1993; Drossman
et al., 1997). Mas aun, aquellos con IBS incurren en cientos de
dbélares mas en los cargos médicos que las personas sin trastornos

del intestinc (Talley et al., 1995).

[0097] La ancrmalidad especifica no cuenta para la exacerbacidn y
la remisién de dolor abdominal y hébitos de intestino alterados
experimentados por los pacientes con IBS. La teoria de la
evolucién del IBS sugiere desregulacién en multiples niveles del
eje cerebro-intestino. Se ha implicado dismotilidad,
hipersensibilidad visceral, modulacién anormal del sistema
nervioso central (SNC), e infeccidén. Adicionalmente, los factores

fisicoquimicos cumplen una funcién modificada importante. La
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motilidad intestinal anormal se ha considerado un factor en la
patogenia del IBS. El tiempo de transito a través del intestino
delgado después de una comida se ha mostrado que es mas corto en
pacientes con IBS predominante a la diarrea que en pacientes
quienes tienen el subtipo predominante de dolor o predominante de

estrefiimiento (Cann et al., 1983).

[0098] En estudios del intestino durante ayuno, la presencia de
contracciones agrupadas discretas % prolongadas, las
contracciones propagadas se han reportado en pacientes con IBS
(Kellow & Phillips, 1987). Ellos también experimentan dolor con
contracciones irregulares mas frecuentemente gue las personas

saludables (Kellow & Phillips, 1987; Horwitz & Fisher, 2001}.

[0099] Estos hallazgos de motilidad no cuentan para el sintoma
completo complejo en pacientes con IBS; de hecho, la mayoria de
estos pacientes no tienen anormalidades demostrables (Rothstein,
2000). Los pacientes con IBS han aumentado la sensibilidad de
dolor visceral. Los estudios involucran distencién de baldn del
colen rectosigmoide ha mostrado gque los pacientes con IBS
experimentan dolor y coagulacidén en presiones y volumenes mucho
menores gque los sujetos de control (Whitehead et al., 1990).
Estos pacientes mantienen percepcién normal del estimulo

somatico.

[00100] Se han propuesto maltiples teorias para explicar este
fenémeno. Por ejemplo, los receptores en la viscera pueden tener
sensibilidad aumentada en respuesta a distencidén o contenidos
intraluminales. Las neuronas en asta posterior de la médula
espinal pueden tener excitabilidad aumentada. Adicionalmente, se
puede involucrar la alteracién en el procesamiento del SNC de las
sensaciones (Drossman et al., 1997). Los estudios de formacidén de
imdgenes de resonancia magnética  funcional han mostradoe
recientemente que comparado con los sujetos de control, los
pacientes con IBS tienen activacién aumentada de la corteza
cingulada anterior, un centro de doleor importante, en respuesta

al estimulo rectal doloroso (Mertz et al., 2000).
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[00101] De forma aumentada, la evidencia sugiere una relacidn entre
la enteritis infecciosa y el desarrollo posterior del IBS. Las
citoquinas inflamatorias pueden cumplir wuna funcién. En una
encuesta de pacientes con wuna historia de gastroenteritis
bacteriana confirmada {Neal et al., 1997), alteracidén persistente
reportada al 25% con los habitos del intestino. La persistencia
de los sintomas puede ser debido a la tensién sicoldgica al

momento de infeccidn aguda (Gwee et al., 1999).

[00102] Datos recientes sugieren gque el sobrecrecimiento bacteriano
en el intestino delgado puede tener una funcién en les sintomas
IBS. En un estudic (Pimentel et al., 2000), 157 (78%) de los 202
pacientes IBS referidos para prueba de respiracién tienen
hallazgos de prueba gue son positivos para el sobrecrecimiento
bacteriano. De los 47 sujetos quienes tienen han seguido la
prueba, 25 (53%) reportan mejoramiento en los sintomas (es decir,

dolor abdominal y diarrea) con el tratamiento antibidtico.

[00103] E1 IBS puede estar presente con un rango de sintomas. Sin
embargo, el dolor abdominal y los hdbitos de intestino alterado
permanece las caracteristicas primarias. El malestar abdominal se
describe frecuentemente como calambres y se ubica en el cuadrante
inferior izquierdo, aunque puede diferir grandemente la severidad
y ubicacidn. Los pacientes pueden reportar diarrea,
estrefnimiento, o episodios alternantes de diarrea y
estrefiimients. Los sintomas de diarrea se describen tipicamente
como heces blandas de volumen pequefic, y las heces se acompafian
algunas veces por descarga de moco. Los pacientes también pueden
reportar hemorragia, wurgencia fecal, evacuacidén incompleta, vy
distencién abdominal. También pueden estar presentes sintomas
gastrointestinales superiores, tales como reflujo gastroesofageo,

dispepsia, © nausea (Lynn & Friedman, 1993).

[00104] La persistencia de los sintomas no es una indicacidén de
prueba adicional; esta es una caracteristica de IBS y es en si

misma un sintoma inesperadc del sindrome. La evaluacidn
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diagnéstica mas extensa se indica en pacientes cuyos sintomas se
empeoran o cambian. Las indicaciones para prueba adicional
también incluyen la presencia de sintomas alarma, inicio de
sintomas después de los 50 afios, y una historia familiar de
cancer de colon. Las pruebas pueden incluir colonoscopia,
tomografia computarizada del abdomen y pelvis, y estudics de

bario del intestino delgado ¢ grueso.

J. Artritis Reumatoide Juvenil

[00105] La artritis reumatoide juvenil (JRA), un término para la
forma mas prevalente de artritis en nifios, se aplica a una
familia de enfermedades caracterizadas por inflamacidén crédnica e
hipertrofia de las membranas sinoviales. El término
sobreposicién, pero no es completamente sindnimo, con la familia
de enfermedades denominadas como artritis crénica juvenil y/o

artritis idiopética juvenil en Europa.

[00106] Jarvis (1998) y otros (Arend, 2001) han propuesto que la
patogenia de la enfermedad reumatoide en adultos y nifios
involucra interacciones complejas entre la inmunidad adaptiva e
innata. Esta complejidad se encuentra en el nucleo de la

dificultad de la patogenia de la enfermedad no revelada.

[00107]) Los sistemas inmunes adaptivos e innatos utilizan multiples
tipos de células, una disposicidén vasta de proteinas secretadas y
de superficie celular, Y redes interconectadas de
retroalimentacién positiva y negativa (Lo et al., 1999).
Adicionalmente, aunque en principio separables, las alas innatas
y adaptivas del sistema inmune se intersectan funcionalmente
(Fearon & Locksley, 1996}, y los eventos patoldgicos ocurren en
estos puntos de interseccidén gque son probablemente altamente
relevantes a nuestro entendimiento de la patogenia de las formas

de artritis crénicas de adultos y nifios (Warrington, et al.,

2001). . OUUUSB
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[00108] E1 JRA poliarticular es wun subtipo clinico distinto
caracterizado por inflamacién y proliferacién sinovial en
maltiples articulaciones {cuatro o més), que incluye las
articulaciones pequefias de las manos {Jarvis, 2002). Este subtipo
de JRA puede ser severo, debido a gue se involucran sus multiples
articulaciones y su capacidad de progresar rapidamente durante el
tiempo. Aunque clinicamente distinto, el JRA poliarticular no es
homogéneo, y los pacientes varian en manifestaciones de
enfermedad, edad de inicio, pronéstico, y respuesta terapéutica.
Estas diferencias reflejan muy probablemente un espectro de
variacién en la naturaleza de ataque inflamatorio e inmune que

puede ocurrir en esta enfermedad (Jarvis, 1998).

K. Sindrome de Sjogren

[00109] E1 sindrome de Sjégren primaric (SS) es una enfermedad
autoinmune sistémica, lentamente progresiva, crénica, que afecta
predominantemente mujeres de edad media (relacién hembra a macho
9:1), aunque se puede ver en todas las edades incluyen nifez
{(Jonsson et al., 2002) . Se caracteriza por infiltracidn
linfocitica y destruccién de las glandulas exocrinas, gque se
infiltran mediante c¢élulas mononucleares gque Incluyen 1los
linfocitos D4+, CD8+ y células B ({(Jonsson et al., 2002).
Adicionalmente, se ven manifestaciones extraglandulares
(sistémicas) en una tercera parte de los pacientes (Jonsson et
al., 2001).

[00110] La infiltracidén linfocitica glandular es una caracteristica
progresiva (Jonsson et al., 1993), que, cuando es extensa, puede
reemplazar a proporciones grandes de los organos. De forma
interesante, los infiltrados glandulares en algunos pacientes
semejan de cerca microestructuras linfoides ectdpicas en las
glidndulas salivares (denotado como centros germinales ectopicos)
(Salomonsson et al., 2002; Xanthou & Polihronis, 2001). En el 58S,
los GC ectépicos se definen como agregados de células T y B de
células proliferantes con una red de células dendriticas

foliculares y células endoteliales activadas. Estas estructuras
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como GC formadas dentro del tejido objetivo también presentan
propiedades funcionales con la produccién de autoanticuerpos

{anti-Ro/SSA y anti-La/SSB) (Salomonsson &, Jonsson, 2003).

{00111] En otras enfermedades autoinmunes sistémicas, tales como
RA, se han identificado 1los factores criticos para los GC
ectépicos. Se muestra que los tejidos sinoviales reumatoides con
GC producen guimioquinas CXCL13, CCL2l1 y linfotoxinas (LT)- B
{detectadas en el centro folicular y células B de manta). El
andlisis de regresién multivariade de estos analitos identifican
CXCL13 y LT-B como las citoquinas solitarias que predicen los GC
en sinovitis reumatoide (Weyand & Goronzy, 2003). Recientemente
CXCL13 y CXCRS en glandulas salivares se ha mostrado que cumplen
una funcidén esencial en el proceso inflamatoric para el
reclutamiento de células B y T, contribuyendo por lo tanto a
neogenia linfoide vy formacidn ectdédpica GC en SS (Salomonsson &

Larsson, 2002).

L. Artritis Temprana

[00112] La presentacidn clinica de diferentes artropatias
inflamatorias es similar casi en el curso de la enfermedad. Como
un resultado, es frecuentemente dificil distinguir pacientes
guienes estédn en riesgo de desarrollar la sinovitis severa vy
persistente que conduce a dafo erosivo de la articulacidn de
aquellos cuya artritis es mAs auto limitade. Tal distincidn es
critica con el fin de dirigir la terapia apropiadamente, tratando
agresivamente aqguellos con enfermedad erosiva y evitando
toxicidad innecesaria en pacientes con enfermedad mas auto
limitada. Los criterios «c¢linicos actuales para diagnosticar
artropatias erosivas tales como artritis reumatoide (RA) son
menos efectivas en la enfermedad temprana y los marcadores
tradicionales de enfermedad tal como conteos de articulacidn vy
respuesta de fase aguda no identificada adecuadamente en
pacientes probablemente por tener resultados pobres (Harrison &

Symmons et al., 1998). Los pardmetros reflectivos de los eventos
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patolégicos que ocurren en el sinovio son probablemente de mayor

valor pronédstico significativo.

[00113] Esfuerzos recientes para identificar los predictores del
resultado pobre en artritis inflamatoria temprana han
identificado la presencia de autoanticuerpos especificos del RA,
en particular anticuerpos hacia los péptidos citrulinados, gue se
van a asociar con enfermedad erosiva y persistente en cohortes de
artritis inflamatoria. Sobre la base de esto, se ha desarrollado
un péptido citrulinado <c¢iclico (CCP) para asistir en 1la
identificacién de los anticuerpos anti-CCP en suero de pacientes.
Utilizando este método, se ha mostrado que la presencia de 1los
anticuerpos anti-CCP son especificos y sensibles para RA, se
puede distinguir RA de otras artropatias, y se puede predecir
potencialmente persistente, la sinovitis erosiva antes de estos
resultados se llega a manifestar clinicamente (Schellekens et
al., 2000). PDe forma importante, los anticuerpos anti-CCP
frecuentemente detectables en suerc muchos afios antes de los
sintomas clinicos que sugieren que pueden ser reflectivos de
eventos inmunes subclinicos (Nielen et al., 2004; Rantapaa-

Dahlgvist et al., 2003).

[00114] La presentacién clinica de diferentes artropatias
inflamatorias es similar en el curso de 1la enfermedad. Como
resultado, es frecuentemente dificil de distinguir en pacientes
quienes estédn en riesgo de desarrollar sinovitis severa vy
persistente que conduce a dafio erosivo de la articulacién de
aquellos cuya artritis es mas auto limitada. Tal distincidn es
critica con el fin de dirigir la terapia apropiadamente, tratar
agresivamente aquellos con enfermedad erosiva y evitando la
toxicidad innecesaria en pacientes con enfermedad mas
autolimitada. Los criterios clinicos actuales para diagnosticar
artropatias erosivas tales como artritis reumatoide (RA) son
menos efectivos en enfermedad temprana y marcadores tradiciconales
de actividad de la enfermedad tales como conteos de la
articulacién y respuesta de fase aguda que no se identifica de

forma adecuada en pacientes que +tienen probablemente pobres
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resultados (Harrison et al., 1998). Los parédmetros reflectivos de
los eventos patoldgicos ocurren en el sinovio Qque son mas

probablemente de valor prondstico significativo.

{00115] Esfuerzos recientes para identificar los predictores de
pobre resultado en artritis inflamatoria temprana han
identificado la presencia de autoanticuerpos especificos RA, en
particular los anticuerpos hacia los péptidos citrulinados, que
se van a asociar con enfermedad erosiva y persistente en cohortes
de artritis inflamatoria temprana. Sobre la base de esto, se ha
desarrollado un péptido citrulinado ciclico (CCP) para asistir en
la identificacidén de anticuerpos anti-CCP en suero del paciente.
Utilizando este método, se ha mostrado que la presencia de
anticuerpos anti-CCP es especifica y sensible para el RA, puede
distinguir RA de otras artropatias, y se puede predecir
potencialmente persistente, sinovitis erosiva antes de que estos
resultados se lleguen a manifestar clinicamente. De forma
importante, los anticuerpos anti-CCP son frecuentemente
detectables en suero muchos afios antes de que los sintomas
clinicos sugieran que pueden ser reflectivos de eventos inmunes
subclinicos (Nielen et al., 2004; Rantapaa-Dahlgvist et al.,
2003) .

M. Soriasis

[00116] La soriasis es una enfermedad crénica de la piel de
formacién de escamas e inflamacidén que afecta 2 a 2.6 por ciento
de la poblacién de los Estados Unidos, o entre 5.8 y 7.5 millones
de personas. Aungue la enfermedad ocurre en todos los grupos de
edad, esta afecta principalmente a los adultos. Esta aparece
aproximadamente igual en mujeres y hombres. La soriasis ocurre
cuando las células de la piel surgen rapidamente de su origen por
debajo de la superficie de la piel y se acumulan scbre 1la
superficie antes gque ellas tengan un cambic en madurez.
Usualmente este movimiento (también denominade recambio) toma
aproximadamente un mes, pero en la soriasis esto puede ocurrir en

solo unos pocos dias. En su forma tipica, la soriasis resulta en
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parches de piel roja {inflamada) gruesa cubierta con escamas
plateadas. Estos parches, que se denominan algunas veces cComo
placas, usualmente pican o duelen. Ellos mids f{recuentemente
ocurren en los codos, rodillas, otras partes de las piernas,
cuerc cabelludo, espalda baja, rostro, palmas, y plantas de los
pies, pero pueden ocurrir en la piel en cualquier parte del
cuerpo. La enfermedad también puede afectar las uflas de los dedos
de las manos, las ufias de los dedos de los pies, y lo tejidos
blandos de 1los genitales y dentro de la boca. Aungue no es
inusual para la piel alrededor de las articulaciones afectadas se
rasgue, aproximadamente 1 millén de personas con inflamacidn de
la articulacién gue experimenta soriasis que produce sintomas de

artritis. Esta afeccidédn se denomina artritis soriatica.

[00117] La soriasis es un trastorno de la piel se dirige por el
sistema inmune, que involucra especialmente un tipo de gldbulos
blancos dencminados como una célula T. Normalmente, las c¢élulas T
ayuda a proteger el cuerpo contra la infeccidn y la enfermedad.
En el caso de soriasis, las células T se ponen en accidédn por
error y llegan a ser muy activas ya que ellas activan otras
respuestas inmunes, que conducen a inflamacién y a recambio
répido de las células de la piel. En aproximadamente una tercer
parte de los casos, existe una historia familiar de soriasis. Los
investigadores han estudiado un gran numero de familias afectadas
por soriasis e identifican genes enlaces a la enfermedad. Las
personas con soriasis pueden notar que existen momentos cuando su
piel empeora, luego mejora. Las afecciones que pueden provocar
reacciones eritematosas incluyen infecciones, tensidn, y cambiocs
en el clima que resecan la'piel. También, ciertas medicinas, que
incluyen litio y blogueadores beta, que se prescriben para alta

presién de la sangre, pueden activar un brote o empeoramiento de

la enfermedad.

N. Esclerosis maltiple

[00118] Esclercsis miltiple (abreviada MS, también conocida como

esclerosis diseminada o© encefalomielitis diseminada) es una
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afeccidén autoinmune en la que el sistema inmune ataca el sistema
nervioso central, que conduce a desmielinizacidén. E1l inicio de la
enfermedad ocurre usualmente en adultos jévenes, y es mas comin
en las mujeres. Este tiene una prevalencia entre rangos de 2 vy
150 por 100,000. E1 MS primero se describe en 1868 por Jean-

Martin Charcot.

[00119] E1 MS afecta la capacidad de las células de nervio en el
cerebro afecta la capacidad de las células del nervio en el
cerebro y la médula espinal para comunicar uno con el otro. Las
células de nervio se comunican al enviar sefiales eléctricas
llamadas potenciales de accién por las fibras largas llamadas
axones, que se envuelven en una sustancia aislante 1llamada
mielina. En el MS, el sistema inmune propio del cuerpc ataca vy
dafia la mielina. Cuando la mielina se pierde, 1los axcnes no
pueden conducir mas efectivamente las sefiales. El1 nombre de
esclerosis miltiple se refiere a cicatrices (esclerosis - mejor
conocidas como placas o lesiones) en las gue la materia blanca
del cerebro y la médula espinal, se compone principalmente de
mielina. Aungue se conoce mucho mas a cerca de los mecanismos
involucrados en el proceso de la enfermedad, el origen permanece
desconocido. Las teorias incluyen infecciones o causas genéticas.
También se han encontrado diferentes factores de riesgo

ambiental.

[00120] Puede aparecer casi cualguier sintoma neurolégico con la
enfermedad, y frecuentemente progresa en discapacidad cognitiva y
fisica. E1 MS toma varias formas, con nuevos sintomas qQue ocurren
en ataques discretos (formas de recaida) o se acumulan lentamente
durante el tiempo (formas progresivas). Entre los ataques, los
sintomas se pueden ir completamente, pero frecuentemente ocurren
problemas neuroldgicos permanentes, especialmente cuando avanza

la enfermedad.

[00121] No existe cura para el MS. Los tratamientos intentan
funcionar después de un ataque, prevenir nuevos ataques, y

prevenir discapacidad ({ver discusidén detallada adelante). Las

- 000059



48

medicaciones de MS pueden tener efectos adversos o pueden ser
pobremente tolerados, y muchos pacientes siguen tratamientos
alternatives, a pesar de carecer del estudic cientifico de
soporte. El pronédstico es dificil de predecir; esto depende del
subtipo de la enfermedad, las caracteristicas de enfermedad del
paciente individual, los sintomas individuales y el gradc de
discapacidad gue la persona experimente cuando avanza el tiempo.
La expectativa de vida de los pacientes es casi igual a aquella

de la poblacidén no afectada.

[00122] Los sintomas del MS aparece usualmente en periodos agudos
episédicos de empeoramiento (recaidas, exacerbacicnes, episodios
o atagues), en un deterioro gradualmente progresivo de la funciédn

neuroldgica, o en una combinacidén de ambos.

[00123) La presentacién mds comin del MS es el sindrome
clinicamente aislado (CIS). En CIS, un paciente tiene un ataque
sugestivo de desmielinizacién, pero no cumple completamente los
criterios para esclerosis maltiple. Solo 30 a 70% de las personas
experimentan CIS después de desarrollar MS. La enfermedad
usualmente se presenta con sintomas sensoriales (46% de los
casos), visuales (33%), cerebelares (30%) y motores (26%).
También se han reportado muchos sintomas iniciales raros, que
incluyen afasia, sicosis y epilepsia. Los pacientes primero
buscan atencién médica cominmente presente con multiples
sintomas. Los signos y  sintomas injiciales de MS son
frecuentemente transitorios, leves, y auto limitados. Estos
signos y sintomas frecuentemente no hacen gue una persona busque
atencidn médica y algunas veces se identifican solo
retrospectivamente una vez se ha hecho el diagnéstico de MS. Los
casos de MS algunas veces se identifican incidentalmente durante
examenes neurolédgicos desarrollados para otras causas. Tales

casos se denominan como MS clinico.

[00124] La persona con MS puede sufrir casi de cualgquier sintoma o
signo neuroldgico, que incluye cambios en la sensacidn

(hipoestesia vy paraestesia), debilidad del musculo, espasmos

- 000080



49

musculares, o dificultad en el movimiento; dificultades con
coordinacidén y balance (ataxia); problemas en el  habla
(disartria) o tragar (disfagia), problemas visuales (nistagmo,
neuritis oéptica, o diplopia), fatiga, dolor agudo o crénico, ¥y
dificultades del intestino y la vejiga. También son comunes el
deterioro cognitivo de varios grados y sintomas emocicnales de
depresidén o humor inestable. La medicién clinica principal de
progresién de discapacidad y severidad del sintoma es la Escala

de Estado de Discapacidad Expandida o EDSS.

[00125] Las recaidas de esclerosis mialtiple son frecuentemente
impredecibles, que ocurre sin peligro vy sin factores de
incitacidén obvios. Algunos ataques, sin embargo, se preceden
mediante activaciones comunes. Las recaidas ocurren mas
frecuentemente durante invierno y verano. Las infecciones tales
como el resfriado comin, influenza, o gastroenteritis incrementan
el riesgo de recaida. La tensidn también puede activar un ataque.
El embarazo puede afectar la susceptibilidad para recaidas,
ofreciendo proteccién durante el Ultime trimestre, por ejemplo.
Durante los primeros pocos meses después de suministro, sin
embargo, se aumenta el riesgo de recaida. En general, el embarazo
no se ve en discapacidad a largo plazo por influencia. Se han
examinado muchas activaciones potenciales y se ha encontrado que
influencian indices de recaida de MS. No existe evidencia que la
vacunacién para la influenza, hepatitis B, varicela, tétano, o
tuberculesis incrementa el riesgo de recaida. El trauma fisico no
activa las recaidas. La exposicién a temperaturas ambiente més
usuales pueden exacerbar el grado de los sintomas, un efecto
conocido como el fendémeno de Uhthoff. El fendémeno de Uhthcff no

es, sin embargo, una recaida establecida activada.

[00126] Se han descrito diversos subtipos, o patrones de
progresién. Los subtipos wutilizan el curse pasadc de la
enfermedad en un intento por predecir el curso futuro. Ellos son
importantes no solo para el prondstico sino también para las
decisiones terapéuticas. En 1996 la Sociedad WNacional de

Esclerosis Multiple de los Estados Unidos gue estandariza cuatro
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definiciones subtipo: remisidén de recaida, recaida secundaria

progresiva, primario progresive y progresivo.

[00127] E1 subtipo de recaida-remisidén se caracteriza por recaidas
impredecibles seguido por periodos de meses a afios de calma
relativa (remisién) sin nuevos signos de la actividad de 1la
enfermedad. Los déficits sufridos durante los ataques pueden
resolver o dejar secuelas. Esto describe el curso inicial de 85-
80% de los individuos con MS. Cuando los déficits siempre se
resuelven entre los ataques, estc algunas veces se denomina como

MS benigno.

[00128] E1 MS progresivo secundario describe aquellas personas con
MS de recaida-remisién inicial, guienes empiezan a tener decline
neuroldgico progresivo entre los ataques agudos sin ningun
periodo definido de remisidn. Pueden aparecer recaldas
ocasionales y remisiones menores. El tiempo medic entre el inicio
de la enfermedad y la conversidén de recaida-remisidén en el MS

progresivo secundario es 19 afios.

[00129] E1 subtipo progresivo primario describe que aproximadamente
10-15% de los individuos quienes nunca tienen remisién después de
sus sintomas iniciales de MS. Esto se caracteriza por progresién
de discapacidad del inicio, sin, o solo remisiones y mejoras
ocasionales y menores. La edad de inicio para el subtipo

progresivo primario es mayor que otros subtipos.

[00130] E1 MS de recaida progresivo describe aquelleos individuos
quienes, desde el inicio, tienen un decline neuroldgico constante
sinoc también que sufren ataques superimpuestos claros. Esto es el

mads comun de los subtipos.

[00131] También se han descrito casos sin comportamiento estéandar.
Algunas veces denominados como formas limite de esclerosis
maltiple, estos incluyen enfermedad de Devic, esclerosis
concéntrica de Balo, esclerosis difusa de Schider y esclerosis

miltiple de Marburg. La esclerosis miultiple también se comporta
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de forma diferente en nifiocs. Existe un debate de si hay variantes

atipicas de MS o diferentes enfermedades.

[00132] La esclerosis multiple puede ser dificil de diagnosticar
debido a que sus signos y sintomas pueden ser similares a muchos
otros problemas médicos. Las organizaciones médicas han creado
criterios diagndsticos para facilitar y estandarizar el proceso
diagnéstico para los médicos practicantes. Histdricamente, los
criterios de Schumacher y Poser son populares. Actualmente, los
criterios de MacDonald se enfocan en una demostracidn con datos
radiolégicos, de laboratorio y clinicos de lesiones MS en tiempo
y espacio. No se pusde hacer un diagnéstico hasta gque se han
descartado otras afecciones posibles y existe evidencia de

eventos desmielinizantes separados anatdémicamente y en el tiempo.

[00133] Los datos clinicos solo pueden ser suficientes para un
diagndéstico de MS si un individuo ha sufrido episodios separados
de sintomas neurolégicos caracteristicos de MS. Debido a que
algunas personas buscan atencién médica después de solo un
ataque, otras pruebas pueden acelerar y facilitar el diagnéstico.
Las herramientas diagnédsticas utilizadas mé&s comunmente son
formacién de neuroimidgenes, anadlisis de fluido cerebroespinal vy
potenciales evocados. La formacién de imagen de resonancia
magnética del cerebro y la columna vertebral muestras areas de
desmielinizacién (lesiones o placas). Se ©puede administra
gadolinio intravenosamente como un contraste a altas placas
activas y, mediante eliminacién, demuestran la existencia de
lesiones histéricas no asociadas con los sintomas en el momento
de la evaluacién. La prueba de fluido cerebroespinal obtenida de
una puncién lumbar puede proporcionar evidencia de inflamacion
crénica del sistema nervioso central. El fluido cerebroespinal se
prueba para bandas oligocleonales, gue son un marcador de
inflamacién encontrada en 75-85% de las personas con MS. EIl
sistema nervioso de una persona con MS responde frecuentemente
menos activamente a la estimulacién del nervio éptico y nervios

sensores debido a la desmielinizacidn de tales rutas. Estas

- 000053



52

respuestas de cerebro se pueden examinar utilizando potenciales

evocados visuales y sensores.

[00134] E1 MS es se considera actualmente gue es un trastorno
mediado inmune con una activacidén inicial, gque puede tener una
etiolegia virica, aunque este concepto se ha debatido durante
afios y algun aun opuesto a esto. El dafic se considera que se
provoca por el sistema inmune propio del paciente. El1l sistema
inmune ataca el sistema nervioso, posiblemente comoc un resultado

de exposicién a una molécula con una estructura similar a una de

31 mismo.

{00135] Las lesiones MS pueden involucrar mas cominmente Aareas de
materia blanca cercanas a los ventriculos del cerebelo, Tallo
cerebral, ganglio basal y médula espinal; y el nervio oéptico. La
funcidén de las células de materia blanca es para llevar sefales
entre las areas de materia gris, en donde se hace el
procesamiento, y el resto del cuerpo. El sistema nervioso

periférico raramente se involucra.

[00136] Mas especificamente, el MS destruye los oligodendrocitos,
las c¢élulas responsables para crear y mantener una capa grasa
conocida como la lamina de mielina - que ayuda a las neuronas gque
llevan senales eléctricas. E1 MS resulta en un adelgazamiento o©
una pérdida completa de la mielina vy, cuando 1la enfermedad
avanza, Se cortan (transeccidn) las extensiones de las neurcnas o©
axones. Cuando se pierde la mielina, una neurona no puede tener
seflales eléctricas mads grandes conducidas efectivamente. Un
proceso de reparacidn, llamado remielinizacién, tiene lugar en
fases tempranas de la enfermedad, pero los cligodendrocitos no
pueden volver a construir la lamina de mielina de las células.
Los ataques repetidos conducen a remielinaciones sucesivamente
efectivas, hasta que se construye una placa como cicatriz
alrededor de los axones dafiados. Se han descrito cuatro patrones

de lesidn diferentes.

- 00095



53

[00137] Aparte de la desmielinizacién, 1la otra caracteristica
principal patoldgica de la enfermedad es inflamacidn. De acuerdo
con una explicacidén estrictamente inmunoldgica de MS, el proceso
inflamatorio se provoca por células T, un tipo de linfocito. Los
linfocitos son células que cumplen una funcién importante en las
defensas del cuerpo. En el MS, las células T de nuevo entran en
el cerebro por medio de la barrera hematoencefalica, un sistema
capilar gue debe evitar la entrada de células T en el sistema
nervioso. La barrera hematoencefdlica no es normalmente permeable
a estos tipos de células, a menos gque se active por infeccidn o
un virus, gque reduzca la 1integridad de las articulaciones
estrechas que forman la barrera. Cuando la barrera
hematoencefdlica recupera su integridad, usualmente después gque
la infeccién o virus ha cesado, las células T se atrapan dentro
del éerebro. Las células T reconocen la mielina como extrara y la
atacan como si esta fuera un virus invasor. Esto activa los
procesos inflamatorios, estimulando otras c¢élulas inmunes vy
factores solubles como citoquinas y anticuerpos. Se forman fugas
en la barrera hematoencefalica, que a su vez origina un numero de
otros efectos de dano tales como inflamacidén, activacidn de
macrdfagos, y maycer activacidén de las citoquinas y otras

proteinas destructivas.

[00138) Aungque no existe cura para esclerosis multiple, diversas
terapias han probado ser UGtiles. Las ayudas primarias de terapia
funcionan después de un ataque, previniendo nuevos ataques, y
previniendo discapacidad. Come con cualgquier tratamiento médico,
las medicaciones utilizadas en el manejo de MS tienen diversos
efectos adversos. Los tratamientos alternativos son solicitados
por algunos pacilentes, a pesar del acortamiento del estudio

cientifico de replicado, comparable, de soporte.

[00139] Durante 1los ataques sintomaticos, 1la administracién de
altas dosis de corticostercides intravenosos, tales como
metilprednisolona, es la terapia de rutina para recaldas agudos.
El propdsito de este tipo de tratamiento es finalizar el ataque

pronto y dejar pocos efectos duraderos en el paciente. Aungque de
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manera general es efectivo en el corto plazo para aliviar los
sintomas, los tratamientos con corticosteroides que no parecen
tener un impacto significativo en la recuperacidén a largo plazo.
Los efectos colaterales potenciales incluyen osteoporosis vy

memoria deteriorada, el Ultimo es reversible.

[00140] Los tratamientos que modifican la enfermedad son costosos y
la mayor parte de estos requieren inyecciones frecuentes (hasta
diariamente). Otros requieren infusiones IV en intervalos de 1-3
meses. La presentacién clinica més temprana del MS de recaida-
remisidén (RRMS) es el sindrome clinicamente aislado (CIS).
Diversos estudios han mostrado gue el tratamiento con
interferones durante un ataque inicial puede reducir el cambio

clinico del Ms gque desarrollard un paciente.

[00141] Desde el 2007, se han aprobado por las agencias reguladoras
de diferentes paises para el RRMS, seils tratamientos que

modifican la enfermedad. Tres interferones: dos formulaciones de
interferdén PBla (nombres comerciales Avonex, CinnoVex, ReciGen vy

Rebif} y una del interferdén Plb (nombre comercial Estadounidense
Betaseron, en Eurcopa y Japdn Betaferon). Una cuarta medicacidn es
acetato glatiramero {Copaxona) . La quinta medicaciédn,
mitoxantrona, es un inmunosupresor  también utilizade en
guimioterapia de céncer, aprobado solo en los Estados Unidos vy
mayormente para MS progresivo secundario. El sexto es natalizumab
(comercializado como Tysabri). Todas las seis medicaciones son
modestamente efectivas en la reduccidén del nimero de ataques y la
disminucién de la progresién de discapacidad, aunque difieren sus
indices de eficacia, y estudios de sus efectos a largo plazo que
aun carecen de comparacién entre los inmunomoduladores (todos
pero mitoxantrona) que muestran gque el més efectivo es
natalizumab, ambos en términos de 1la reduccién del indice de
recaida y detencién de la progresién de la discapacidad; este
también ha mostrade gque reduce la severidad del MS. La
mitoxantrona puede ser el mds efectivo de todos ellos; sin

embargo, no se considera de manera general como una terapia a
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largo plazo, cuando su uso se limita mediante cardiotoxicidad

severa.

[00142] Se suministran interferones y acetato de glatiramero
mediante inyecciones frecuentes, que varian de una vez por dia
para acetato de glatirdmerc en una vez por semana (perc intra-
muscular) para Avonex. Se dan n y mitoxantrona mediante infusidn

IV en intervalos mensuales.

[00143] E1 tratamiento de MS progresivo es mas dificil que el MS de
recalda-remisién. La mitoxantrona ha mostrado efectos positivos
en pacientes con cursos de recaida progresivo y progresivo
secundarioc. Esto es moderadamente efectivo en reducir la
progresién de la enfermedad y la frecuencia de recaldas en
pacientes de seguimiento a corto plazec. No se ha probado

tratamiento para modificar el curso del MS progresivo primario.

[00144] Como con cualquier tratamiento médico, estos tratamientos
tienen diversos efectos adversos. Uno de los mas comunes es
irritacién en el sitio de inyeccidén para acetato de glatiramero y
los tratamientos de interferdén. Durante el tiempo, se puede
desarrollar un hueco visible en el sitio de inyeccidn, debido a
la destruccién local del tejido graso, conocido como lipoatrofia.
Los interferones producen sintomas similares a influenza; algunos
pacientes que toman glatirdmero experimentan reaccidén post-
inyeccién manifestada por enrojecimiento, opresién en el pecho,
palpitaciones cardiacas, dificultad para respirar, y ansiedad,
gue usualmente es menor de treinta minutos. Son méas peligrosos
los dafios del higado de los interferones y mitoxantrona, los
efectos inmunosupresores y la toxicidad cardiaca de los udltimos;
y el enlace putativo entre natalizumab y algunos casos de

leucoencefalopatia multifocal progresiva.

[00145] Los tratamientos gue modifican la enfermedad reducen el
indice de progresién de la enfermedad, peroc no la detiene. Cuando
progresa la esclerosis mualtiple, 1la sintomatologia tiende a

aumentar. La enfermedad se asoclia con una variedad de sintomas y
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déficits funcionales que resultan en un rango de deterioros
progresivos y discapacidad. El manejo de estos déficits es por lo
tanto muy importante. La terapia de farmaco ¥ la
neurorehabilitacién han mostrado aliviar la carga de algunos
sintomas, aunque la enfermedad no influencia la progresién. Como
para cualquier paciente con los déficits neurcldgicos, un método
mutidisciplinario es clave para limitar y superar la
discapacidad; sin embargo, existen dificultades particulares en
especificar un ‘equipc basico’ debido a que la personas con MS
pueden necesitar ayuda de casi cualquier profesional o servicio
de salud al mismo punto. De forma similar, para cada sintoma
existen diferentes opciones de tratamiento. Los tratamientos por

lo tanto se deben individualizar en el paciente y el médico.

[00146] Comc con la mayor parte de enfermedades croénicas, los
tratamientos alternativos son solicitados por algunos pacientes,
a pesar del acortamiento del estudio cientifico de replicado,
comparable, de soporte. Ejemplos son regimenes dietarios,
medicina herbal, que incluyen el usco de cannabis médica para
ayudar a &aliviar los sintomas, y oxigenacién hiperbarica. La
prdctica terapéutica de las artes marciales tales como tai chi,
disciplinas de relajaciédn tales como yoga, o ejercicio general
parece mitigar la fatiga, pero no hay efecto en la funcién

cognitiva.
II. Determinaciones Diagndésticas en Enfermedades autoinmunes

[00147] La presente invencién, en un aspecto, puede propocrcionar un
diagnéstico para enfermedades autoinmunes tales como aquellas
discutidas anteriormente. Esto permitira a los doctores discernir
mas facilmente entre diversas enfermedades gue scbreponen grupos
de sintomas, y asi han identificado correctamente la base
fisiolégica subyacente para los sintomas de un paciente, abren la
intervencién temprana y manejo de la enfermedad. De hecho, debido
a que los tratamientos para muchas enfermedades autoinmunes
disminuyen la progresidén y alivian los sintomas, pero no evitan o

curan la enfermedad, la capacidad para proporcionar un
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diagnéstico temprano para estas .enfermedades es critica en
retrasar el inicio de mé&s sintomas severos. Adicionalmente, es
capaz de proporcionar a pacientes con los farmacos cerrectos para
aliviar sus sintomas sin “ensayo y error” gque algunas veces
resulta del diagnéstico incorrecto, que reduciré
significativamente el costo de cuidado, y evitard la incomodidad

del paciente y el posible dafio.

[00148] Estos ensayos empleardn una muestra de pacientes dque
contienen células T. La muestra bicldgica més comiunmente
utilizada serd sangre o suero debido a la prevalencia de las
células T alli. 8in embargo, otras muestras tales como lagrimas,
saliva, esputo, fluido cerebroespinal, semen u orina puede probar

también ser util.

[00149] En la evaluacién de la presencia de células T
autorreactivas en el sujeto, se pueden comparar los patrones de
reactividad observados con un estédndar. El esténdar puede aliviar
los patrones desconocidos del peptoide unido establecido para los
sujetos normales vy enfermos, y por lo tanto puede obviar la
necesidad para un usuario para proporcionar cualquier cosa de una
reaccidén de contrel de control, es decir, un control que muestra
gue estdn presentes los reactivos y las condiciones necesarias
para una reaccidn positiva. Alternativamente, uno  puede
seleccionar ejecutar un control actual que comprende una muestra
similar de una persona actual saludable o de estado de enfermedad
desconocido. Adicionalmente, uno puede ejecutar una serie de
muestras del mismo sujeto con el tiempo buscando una tendencia
para aumentar las células T autorreactivas comoc una indicacién de

la progresidn de la enfermedad.

[00150] Existe un numero de diferentes formas para detectar una
célula T autorreactiva de acuerdo con la presente invencidén. Un
tipo del ensayc involucrard, o se modelara luego de, ensayos con
base en anticuerpo, que incluyen formatos tales como ensayos
inmuncabsorbentes enlaces a enzima (ELISA), radiocinmunoensayos

(RIA), ensayos inmunoradiométricos, fluoroinmunoensayos, ensaﬁ%f
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gquimioluminiscentes, ensayos bioluminescentes, FACS, FRET vy
Western blot por mencionar unos pocos. Se han descrito las etapas
de diversos métodos de inmunodeteccién en la bibliografia
sintética, tal como, por ejemplo, Doolittle and Ben-Zeev (1999),
Gulbis and Galand (1993), De Jager et al. (1993), y Nakamura et
al. (1987). En general, tales ensayos involucraran el uso de un
peptoide dispuesto en un soporte. El peptoide se ha identificado
previamente como un ligando relevante para una poblacidén de
células T autorreactivas, o en su lugar, este puede ser parte de
una disposicién de peptoides no caracterizados, el patrdn de
unién de célula T general para el cual es predictivo de la

enfermedad o salud.

[00151] E1 soporte sdlido puede estar en la forma de una matriz de
columna, glébulo, filtro, membrana, barra, placa, o pozo y la
muestra se aplicarz al peptoide inmovilizado. Después de poner en
contacto con las muestra, los componentes inesperados (nc unidos
especificamente) se lavardn del soporte, dejar las células T que
complejan con €l peptoide, gque luego se detectan utilizando
diversos medios, tales como adicidn postericor de los anticuerpos
gue reconocen los marcadores de superficie en células T (por
ejemplo, CD4, CD8) unido al soporte, o un peptoide o peptoides

marcados.

[00152}] Poner en contactc la muestra biolégica seleccionada con el
peptoide bajo condiciones efectivas y durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la formacién de los complejos de
célula T de peptoide es de manera general una materia de
simplemente poner en contacto la muestra con el peptoide e
incubar la mezcla durante un periodo largo suficiente para las
células T para unir los peptoides. Después de este tiempo, la
composicidn del peptoide de muestra, tal como una placa, filtro o
mancha, de manera general se lavard para retirar cualesquier
especies de especies celulares no unidades especificamente o
residuos, permitiendo solo aquellas células que se unen

especificamente al peptoide inmovilizado que se va a detectar.
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[00153] En general, la deteccidén de la formulacién complejo
bioldgico es bien conocida en la técnica y se puede leograr a
través de la aplicacién de numeroscs métodos. Estos métodos se
basan de manera general en la deteccidédn de una marca o marcador,
tal como cualguiera de aquellas etiquetas radiocactivas,
fluorescentes, bioldégicas vy enzimadticas. Los pacientes se
relacionan con el uso de tales marcas que incluyen la Patente
Estadounidenses 3,817,837, 3,850,752, 3,939,350, 3,996,345,
4,277,437, 4,275,148 vy 4,366,241, Por supuesto, uno puede
encontrar ventajas adicionales a través del uso de un ligando de
unién secundario tal como un anticuerpo secundario y/o una
disposicidén gue se une al ligando de biotina/avidina, como se

conoce en la técnica.

[00154] Se contemplan diversocs otros formatos y son bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica. Se discuten adelante tres
ensayos particulares previstos por tener aplicabilidad en la

presente invencidn.

A, ELISA

{00155} Los inmunocensayos, en su sentido directo y mas simple, son
ensayos de unién. Cilertos inmunoensayos dque encuentran uso
particular en la presente invencidén son diversos tipos de ensayos
inmunoabsorbentes enlaces a enzima (ELISA) y radicinmunoensayos

(RIA) conocidos en la técnica.

[00156] En un ELISA de ejemplo, los peptoides de la invencidn se
inmovilizan en una superficie seleccionada, tal como un pozo en
una placa de microtitulo de poliestireno. Luego, se agrega una
composicién de prueba gque se sospecha contiene las células T a
los pozos. Después de la unién y lavado para retirar complejos
unidos no especificamente, se pueden detectar células T unidas.
La deteccidn se puede lograr mediante la adicién de otro peptoide
ligado a una marca detectable. Este tipo de ensayo es analogo a
un YELISA intercalado” simple excepto que la unidén del agente

marcado es directa en la porcién de unidén a antigeno del receptor
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de células T. La deteccidédn también se puede lograr mediante la
adicién de un anticuerpo marcado gque se une a cualquier antigeno
de superficie especifico de células T, por ejemplo, que reconoce
una estructura que es Unica a las células T en general, © clases
especificas de c¢élulas T. Opclonalmente, el anticuerpc no se
marca, y se sigue por la adicién de un anticuerpo secundario gque
tiene afinidad de unién para el primer anticuerpo (Fc¢), con el

segqundo anticuerpo que se liga a una marca detectable.

[00157] En otro ELISA de ejemplo, las muestras que se sospecha
contienen las células T se inmovilizan en una superficie de pozo
y luego se ponen en contacto con los peptoides marcados de la
presente invencién. Después de la unién y lavado para retirar los
complejos  inmunes unidos no especificamente, de detectan

peptoides marcados unides.

[00158] Independiente del formate empleado, los ELISA tienen
ciertas caracteristicas en comin, tales como recubrimiento,
incubacién y ligado, lavado para retirar especies de unidén no
especifica, y detectar los complejos inmunes unidos. Debido a la
quimica predecible y simple de los peptoides, ellos se pueden

unir al soporte por medio de una reaccidén quimica especifica.

[00159] ™“Bajo condiciones efectivas para permitir la formacidn de
complejo inmune” significa que las condiciones incluyen

preferiblemente diluir las células T con scluciones tales como

BSA, globulina bovina y (BGG) o solucidén salina amortiguada con
fosfato (PBS)/Tween. Estos agentes agregados también tienden a
ayudar en la reduccidn del fondo no especifico. Las condiciones
“adecuadas” también significan gue la incubacidén estd a una
temperatura o durante un periodo suficiente para permitir la
unién efectiva. Las etapas de incubacién estan tipicamente de
aproximadamente 1 a 2 a 4 horas o asi sucesivamente, a
temperaturas preferiblemente en el orden de 25° C a 27° C, o

puede ser durante la noche a aproximadamente 4°C o asi
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[00160] Luego de todas las etapas de incubacidén en un ELISA, se
lava la superficie gue se ponen en contacto con el fin de retirar
el material no complejado. Un procedimiento de lavado preferido
incluye lavadc con una solucidn tal como PBS/Tween, o regulador
de borato. Luego de la formacidn de complejos inmunes especificos
entre la muestra probada y el material unido originalmente, y
lavado posterior, se puede determinar la ocurrencia de cantidades

cada minutc de complejos inmunes.

[00161] La deteccién puede utilizar wuna enzima gue generara
desarrolleo de color luege de incubacidén <¢on un sustrato
cromogénico apropiado. Asi, por ejemplo, uno deseara poner en
contacto o incubar el complejo inmune con una ureasa, oxidasa de
glucosa, fosfatasa alcalina o anticuerpo conjugado con peroxidasa
de hidrégeno o peptoide durante un periodo y bajo condiciones que
favorecen el desarrollo de aquel complejo inmune (por ejemplo,
incubacidén durante 2 horas a temperatura ambiente en una soluciédn

que contiene PBS tal como PBS-Tween).

[00162] Después de incubacidn con el anticuerpo o peptoide marcado,
y. posteriormente lavar para retirar el material no unido, se
cuantifica la cantidad de marca, por ejemplo, mediante incubacién
con un sustrato cromogénico tal como urea, o plrpura bromocresol,
o acido 2,2'-azino-di-(3-etil-benztiazolina-6-sulfénico (ABTS), o©
H202, en el caso de peroxidasa como la marca de enzima. La
cuantificacién luego se logra al medir el grado de color
generado, por ejemplo, utilizando un espectrémetro de espectro

visible.

B. Puntos cuanticos

[00163] Como se discute adelante, la presente invencidén utiliza
ventajosamente puntos cudnticeos para poblaciones celulares
marcadas en cilertos aspectos de la presente invencidn. Un punto
cuadntico es un semiconducter cuyos excitones se confinan en todas
las tres dimensiones espaciales. Como resultado, ellos tienen

propiedades que estdn entre agquellas de semiconductores de masa y
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aquellas de moléculas discretas. Ella se descubren por Louils E.
Brus, que luego es Bell Labs. Los investigadores han estudiado
puntos cuanticos en transistores, celdas solares, LED, y léser de
dicdo. Ellos también han investigado puntos cuanticos como
agentes para formacidédn de imagenes médicas y esperan utilizarlas

como bits cuanticos.

[00164) Existen diversas formas gque producen puntos cuéntices. En
general, cables, pozos y puntos cuanticos se hacen crecer
mediante técnicas epitaxiales avanzadas en nanocristales
producidos por métodos quimicos o mediante implantacidn de iones,
o en nanodispositivos hechos por técnicas litograficas del estado

de la técnica.

[00165] Se sintetizan los nanocristales semiconductor coloidales de
los compuestos precursores disueltos en las soluciones, muchos
procesos quimicos tradicionales. La sintesis de 1los puntos
cudnticos coloidales se basa en un sistema de tres componentes
compuestos de: precursores, tensocactivos organicos, y
disolventes. Cuando se calienta un medic de reaccién en una
temperatura suficientemente alta, los precursores se transforman
guimicamente en mondmercs. Una vez los mondmeros alcanzan un
nivel suficientemente alto de supersaturacién, el crecimiento de
nanocristales inicia con un proceso de nucleacién. La temperatura
durante el proceso de crecimiento es uno de los factores criticos
en la determinacién de las condiciones éptimas para el
crecimiento de nanocristales. Debe ser suficientemente alto para
permitir la redisposicién e hibridacién de los atomos durante el
proceso de sintesis mientras es suficientemente bajo para
promover el crecimiento de cristales. Otrc factor critico gue se
ha controlado exigentemente durante el crecimiento de
nanocristales es la concentracién de monémero. E1 proceso de
crecimiento de los nanocristales puede ocurrir en dos regimenes
diferentes, “focalizando” y "“desfocalizando”. En concentraciones
mayores de monémero, el tamafio critico (el tamafo en donde los
nanocristales no crecen ni se encogen) es relativamente peguefio,

que resulta en el crecimiento de casi todas las pa\rticula?].[]{.‘irﬁ?4
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este régimen, las particulas mas pequefas crecen mas réapido que
las largas (debido a que los cristales mads grandes necesitan que
crezcan mas Aatomos que los cristales pequerios) que resulta en
“focalizacidén” de la distribucién de tamafio para producir
particulas cercanamente monodispersas. La focalizacidén del tamaifio
es dOptima cuando la concentracién de mondmeros se mantiene de tal
manera que el tamafdo de nanocristales promedic presentes es
siempre ligeramente mayor gque el tamafio critico. Cuando la
concentracidén del mondémero se agota durante el crecimiento, el
tamarfio critico llega a ser mayor gue el tamarfio promedio presente,
y la distribucién se ‘“desfocaliza” como un resultado de 1a

maduracién de Ostwald.

[00166] Existen métodos coloidales para producir muchos
semiconductores diferentes, que incluyen selenida de cadmio,
sulfuro de cadmio, arsenida de indio, y fosfida de indio. Estos
puntos cuanticos pueden contener tan poco de 100 a 100,000 atomos
dentro del volumen del punto cuantico, con un didmetro de 10 a 50
dtomos. Esto corresponde a aproximadamente 2 a 10 nandmetros, y
de 10 nm de didmetro, casi 3 millones de puntos cuédnticos se
pueden alinear de extremo a extremo y ajustar dentro del ancho

del pulgar de un humano.

[00167] Se pueden sintetizar grandes cantidades de puntos cuanticos
por medio de sintesis coloidal. La sintesis coloidal es de lejos
la mas econdémica y tiene la ventaja de ser capaz de ocurrir en
condiciones de mesa de trabajo. Este conocimiento es el menos

téxico de todas las formas diferentes de sintesis.

[00168] Los puntos cuanticos autoensamblados estan tipicamente
entre 10 y 50 nm en tamafio. Los puntos cudnticos definidos como
electrodos de puerta estampados litcgradficamente, o al grabar en
heteroestructuras semiconductoras con gases de electron

bidimensionales pueden tener dimensiones laterales gque exceden
100 nm.
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[00169] Algunos puntos cudnticos son regiones mas pequerias de un
material enterrado en otro con un espacio de banda mas largo.
Estas se puede denominar estructuras cubierta-nucleo por ejemplo,
con el CdSe en el nucleoc y ZnS en la cubierta o de formas

especiales de silice llamado ormosilo.

[00170] Los puntos cuanticos algunas veces ocurren espontaneamente
también en estructuras cuanticas debido a fluctuaciones monocapa

en el espesor del pozo.

[00171] Los puntos cudnticos auto-ensamblados nuclean
espontaneamente bajo ciertas condiciones durante epitaxia de
rayos moleculares (MBE) y epitaxia de fase de vapor metalorgénico
(MOVPE), cuando un material se hace crecer en un sustrato en el
que la red no es compatible. La cepa resultante produce islas de
cepas en forma coherente en una parte superior de una “capa
humeda” bidimensiconal. Este modo de crecimiento se conoce como un
crecimiento de Stranski-Krastanov. Las islas se pueden enterrar
posteriormente para formar el punto cudntico. Este método de
fabricacidn tiene potencial para aplicaciones en criptografia
cuantica (es decir, fuentes de fotdn Unicas) y computaciédn
cuantica. Las limitaciones principales de este método son el
costo de fabricacién y la carencia de control sobre el

posicionamiento de los puntos individuales.

[00172] Se pueden crear puntos cuanticos individuales de electrones
bidimensionales o gases de perforacidén presentes en pozos
cuanticos remotamente dopados o hetercestructuras semiconductoras
llamadas puntos cuanticos laterales. La superficie de muestra se
cubre con una capa delgada resistente. Un patrdn lateral luego se
define resistente mediante litografia de rayos de electrdn. Este
patrén luego se puede transferir al electrdén o gas de perforacién
mediante grabado, o al depositar los electrodos de metal (proceso
de despegue) gue permiten la aplicacidén de voltajes externos
entre el gas de electrédn y los electrodos. Tales puntos cuanticos

son principalmente de interés para experimentos y aplicaciones
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gue involucran el electrédn o transporte de perforacidén, es decir,

una corriente eléctrica.

[00173] E1 espectro de energia de un punto cudntico se puede
construir por ingenieria al controlar el tamafio geométrico,
forma, y la resistencia del potencial de confinamiento. También,
a diferencia de los 4tomos, es relativamente facil conectar los
puntos cudnticos mediante barreras de tunel para conducir
avances, que permiten la aplicacién "de las técnicas de
espectroscopia de tunel para su investigacidn. El confinamiento
en puntos cuanticos también puede surgir de energia
electrostaticos (generados mediante electrodos externos, dopaje,

tensidén, o impurezas).

[00174] Las disposiciones altamente ordenadas de los puntos
cudnticos también se pueden autcensamblar mediante técnicas
electroquimicas. Se crea una plantilla al provecar una reaccidn
iénica en una interface de electrolito-metal que resulta en el
ensamble esponténec de las nanoestructuras, que incluyen puntos
cuanticos, en el metal gue luego se utiliza como una mascara para
mesa de grabado de estas nanoestructuras sobre un sustrato

seleccionado.

[00175] E1 punto cudntico de escala pequefia convencional no se
fabrica confiando en un proceso llamado “inyeccidén dual a alta
temperatura” gue es impractico para la mayor ©parte de
aplicaciones comerciales que requieren grandes cantidades de
puntos cudnticos. Un método reproducible para crear cantidades
mas grandes de puntos cuanticos de alta cantidad consistentes que
involucran 1la produccién de nanoparticulas de precursores
guimicos en la presencia de un compuesto agrupado molecular bajo
condiciones por las que la integridad del grupo molecular se
mantiene y actda como una plantilla de siembra prefabricada. Las
moléculas individuales de un compuesto agrupado actua como una
semilla o punto de nucleacidén luego de lo cual se puede iniciar
el crecimientc de nanoparticulas. En esta forma, una etapa de

nucleacidén de alta temperatura no es necesaria para iniciar el
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crecimiento de nanoparticulas debidoe a qgue los sitios de
nucleacidén adecuados ya se han proporcionado en el sistema por
los grupos moleculares. Una ventaja significativa de este método

es gue este es altamente escalable.

[00176] En andlisis biolégicos modernos, se utilizan diversos tipos
de tintes organicos. Sin embargo, con cada afioc gue pasa, se
requiere mas flexibilidad de estos tintes, y 1los tintes
tradicionales son frecuentemente incapaces para cumplir las
expectativas. Para este fin, los puntos cuadnticos han cumplido
completamente la funcidn, gque se encuentra es superior a los

tintes orgdnicos tradicionales en diversos conteos, uno de los

mas obvios inmediatamente es la brillantez (propio a la
produccidén alta cuantica) asi como también su estabilidad
(permite mucho menos fotoblangqueamiento). Se ha estimado que los

puntos cuanticos son 20 veces de brillo y 100 veces més estables
gue los indicadores fluorescentes tradicicnales. Para el rastreo
de particulas individuales, el parpadeo irregular de los puntos

cuanticos es una desventaja menor.

.

[00177] E1 uso de puntos cuadnticos para formacién de imagenes
celular altamente sensibles ha visto mayores avances durante la
década pasada. La fotoestabilidad mejorada de puntos cudnticos,
por ejemplo, permite la adquisicién de muchas imadgenes de plano
focal consecutivas que se pueden volver a construir en una imagen
tridimensional de alta resolucién. Otra aplicacidén que se
aprovecha de la fotoestabilidad extraordinaria de sondas de punto
cuantico es el rastrec de las moléculas y células en tiempo real
durante periodos extendidos. Los investigadores son capaces de
observar puntos cuanticos en ganglios linfaticos de ratones

durante mas de 4 meses.

[00178] También se han empleado puntos cuanticos semiconductores
para formacidn de imégenes in vitro de células premarcadas. La
capacidad de migracién de células Unicas de imagenes en tiempo

real se espera gque sea importante para diversas areas de
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investigacidén tales como embricgenia, metadstasis de cancer,

terapéuticos de célula de tallo, e inmunologia de linfocito.

C. Equipos de Deteccién

[00179] En realizaciones aun adicionales, la presente invencién se
relaciona con equipos de deteccidén para uso con los métodos
descritos anteriormente. Los peptoides de acuerdoc con la presente
invencién se incluirdn en el equipo. Los equipos asi
comprenderan, en medios de contenedor adecuados, uno o mas
peptoides que se unen a células T autorreactivas, opcionalmente

enlaces al reactivo de deteccidédn y/o un soporte.

[00180] En ciertas realizaciones cuando el peptoide se preune a un
soporte sdlido, el soporte se proporciona e incluye una matriz de
columna, microesfera, barra o pozo de una placa de microtitulo.
Los reactivos de inmunodeteccidén del equipo pueden tener una de
una variedad de formas, que incluyen aquellas marcas detectables
que se asoclan con o se ligan en un peptoiode o anticuerpo dado.
Los anticuerpos de ejemplo son aquellos que tienen afinidad de

unidén para los antigenos de superficie en receptores de células
T.

[00181] Los medios de contenedor de los equipos incluiran de manera
general por lo menos un frasco, tubo de prueba, matraz, botella,
Jeringa o otros medios de contenedor, en los que el peptoide se
puede reemplazar, o preferiblemente, se forman alicuotas en forma
adecuada. Los equipos de la presente invencidén también incluirén
tipicamente un medio para contener el peptoide, anticuerpo, vy
cualquier otro contenedor reactivo en confinamiento cerrado para
escala comercial. Tales recipientes pueden incluir contenedores
plasticos moldeades por soplado o inyeccién en los que se

retienen los frascos deseados.

III. Terapias
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[00182] La presente invencién también contempla el uso de peptoides
que tienen especificidad de unidén a células T autorreactivas en
el contexto de los tratamientos. En enfermedades autcinmunes, la
respuesta inmune propia del cuerpc se vuelve contra si mismo. Mas
frecuentemente, este proceso inicia con ciertas células T que se
llegan a sintetizar en el antigeno propio del anfitridén - un
proceso qué no tiene lugar en los sujetos saludables. Si estas
células T  autorreactivas se pueden reducir o eliminar
selectivamente, es decir, sin afectar otras células T necesarias
para supervivencia y actividad inmune normal, luego los sintomas
de las enfermedades autoinmunes se deben por lo menos mitigar por

lo menos, si no se elimina completamente.

A. Métodos con Base en Adherencia para Eliminar células T

[00183] En una realizacién, se propone gque los soportes
recubliertos con peptoides que han probado tener especificidad
aprobada para células T autorreactivas se pueden utilizar para
“recolectar” la sangre de sujetos que sufren de enfermedades
autoinmunes. Este método seguira los pardmetros y el uso del
mismo equipo para leucaféresis «cuando se aplica en otros
contextos, tales como terapia de cancer o en la recoleccidén de

blastocitos.

[00184] MA&s generalmente, la leucaféresis es un procedimiento de
laboratorio en el que se separan las microesferas blancos de una
muestra de sangre. Esto se puede hacer para reducir un conteo de
globules blancos muy alto en individuos con céncer (leucemia) o
para retirar las microesferas blancos para transfusién.
Alternativamente, solo se ©pueden retirar los granulocitos,
macréfagos y monocitos, dejando el <conteo de linfocitos
mayormente sin cambio. Esto se utiliza como un tratamiento para
enfermedades autoinmunes tales como colitis ulcerativa y artritis
reumatoide, cuando estas células cumplen una parte activa en el

. 000080
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[00185) E1l peptoide se uniria a un soporte a través del cual pasara
la sangre, lo que le permite a las células T autorreactivas
unirse al soporte y ser retiradas de la muestra antes de regresar
al paciente. En contraste, 1las células T gue no se unen al
peptoide no se unirdn y regresardn al paciente. La sangre se
obtiene del paciente por medio de una linea intravenosa y se
regresa en la misma forma, usualmente en brazos opuestos. La
sangre tipicamente se conduce a través del soporte por medio de
una bomba. Una duracién tipica para el procedimiento es 3-4

horas.
B. Terapias de Toxina e Inmunoconjugado

[00186] En otra realizacién, los peptoides de la presente invencién
se utilizan como agentes objetivos para suministrar una carga
especifica especificamente a las células T a las gue se unen. En
una realizacidn, la carga especifica puede ser una toxina, que se
puede unir a los peptoides utilizande guimicas entrecruzadas
estandar. Las toxinas tienen una amplia variedad de formas vy
acciones, como se discute adicionalmente adelante. Otra opcidn es
enlazar un efecto inmune al peptoide para objetivar las células
T. un tal efecto inmune es una molécula que contiene Fc I1gG.
También se proporcicna adelante una discusién de moléculas que

contienen Fc.

[00187] Se puede wutilizar cualquiera de una amplia variedad de
ligadores para afectar la unién de los peptoides. Ciertos
ligadores se preferirdn de manera general sobre otros ligadores,
con base en diferentes caracteristicas 3% capacidades
farmacoldgicas, pero de manera general, se pueden utilizar
cralesquier agentes de ligado/acoplamiento por aquellos expertos
en la técnica para combinar los peptoides de la presente
invencién con toxinas, tales como, enlaces de avidina-biotina,
enlaces de amida, enlaces de éster, enlaces tioéster, enlaces de
éter, enlaces ticéter, enlaces fosfoéster, enlaces fosoforoamida,

enlaces de anhidrido, enlaces de disulfuro, interacciocnes iénicas

e hidrdéfobas. . 000081
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TABLA 1 - ENTRECRUZADORES HETERO-BIFUNCIONALES

Ligador Reactivo Ventajas y Aplicaciones Brazo
Hacia Espaciador
Longitud
SMPT Aminas 0 Mayor estabilidad 11.2 A
primarias
Sulfhidrilo
s
SPDP Aminas 0 Tiolacién 6.8 A
primarias 0 Ligadec cruzado
Sulfhidrilo | divisible
S
LC-SPDP | Aminas (0 Brazo espaciador 15.6 A
primarias extendido
Sulfhidrilo
[
Sulfo- | Aminas 0 Brazo espaciador 15.6 A
LC-SPDP | primarias extendido
Sulfhidrilo | O Soluble en agua
s
SMCC Aminas O Grupo reactivo 11.6 A
primarias maleimida estable
Sulfhidrilo | O Conjugacién de
s anticuerpo-enzima
dJ Conjugacidn de
proteina de portador de
hapteno
Sulfo- Aminas O Grupo reactivo 11.6 A
SMCC primarias maleimida estable
Sulfhidrilo |0 Soluble en agua
S 0O Conjugacidn de
anticuerpo-enzima
MBS Aminas [l Conjugacién de 9.9 A
primarias anticuerpo-enzima
Sulfhidrile | 0O Conjugacién de
s proteina de portador de

hapteno
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Sulfo- | Aminas 0 Soluble en agua 8.9 A
MBS primarias
Sulfhidrilo
5
SIAB Aminas [l Conjugacidn de 10.6 A
primarias anticuerpo-enzima
Sulfhidrilo
s
Sulfo- | Aminas {J Scoluble en agua 10.6 A
SIARB primarias
Sulfhidrilo
s
SMPB Aminas U Brazo espaciador 14.5 A
primarias extendido

Sulfhidrilo | O Conjugacién de

S anticuerpo-enzima
Sulfo- | Aminas 0 Brazo espaciador 14.5 A
SMPB primarias extendido

Sulfhidrilo [0 Soluble en agua

s
EDC/Sul | Aminas O Conijugacidén del 0
fo-NHS primarias portador de hapteno
Grupos
Carboxilo
ABH Carbohidrat |[ Reacciona con los 11.9 A
os No grupos de azucar
selectivos

[00188] Un entrecruzador hetercbifuncional de ejemplo contiene dos
grupos reactivos: uno reacciona con el grupo amina primario (por
ejemplo, N-hidroxi succinimida) y el otro reacciona con un grupo
tiol (por ejemplo, piridil disulfuro, maleimidas, haldgenos,
etc.) . A través del grupc reactivo amina primario, el
entrecruzador puede reacciconar con los residucs lisina de una
proteina (por ejemplo, el anticuerpc o fragmento seleccionado) y
a traves del grupo ticl reactivo, el entrecruzador, que ya ha

atado la primera proteina, reacciona con el residuo cisteina
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(grupc sulfhidrile libre) de la otra proteina (por ejemplo, el

agente selectivo)}.

[00189] Es particular se empleara un entrecruzador gue tenga
estabilidad razonable en la sangre. Se conocen numerosos tipos de
enlace disulfuro que contienen 1ligadores que se pueden emplear
exitosamente para conjugar los agentes terapéuticos/ preventivos
y objetivo. Los ligadores que contienen un enlace disulfuro gue
es estéricamente impedido pueden probar dar mayor estabilidad in
vivo, gue previene la liberacidn del péptido objetivo antes de
alcanzar el sitio de accién. Estos ligadores son asi un grupo de

agentes de ligado.

[00190] Ctro reactivo entrecruzado es SMPT, gue es un entrecruzador
bifuncional que contiene un enlace de disulfuro gue es
“estéricamente impedido” mediante un anillo benceno adyacente vy
los grupos metilo. Se cconsidera gque la impedancia estérica del
enlace disulfuro sirve como una funcién de proteger el enlace del
ataque mediante aniones tiolatos tales como glutationa que puede
estar presente en tejidos y sangre, y por lo tanto ayuda a evitar
el desacoplamiento del conjugado antes del suministro del agente

adherido al sitio objetivo.

[00191] E1 reactivo entrecruzado SMPT, como con muchos reactivos
entrecruzados conocidos, conduce a la capacidad de entrecruzar
los grupos funcionales tales como el SH de la cisteina o aminas
primarias (por ejemplo, el grupo amino épsilon de lisina). Otro
tipo posible de entrecruzador incluye las fenilazidas
fotoreactivas hetero-bifuncionales que contienen un enlace de
disulfuro divisible tal COMmo sulfosuccinimidil-2-(p-azido
salicilamido) etil-1,3'-ditiopropionato. El grupo N-hidroxi-
succinimidilo reacciona con los grupos amino primarios y la
fenilazida (luego de fotdlisis) no reacciona selectivamente con

cualquier residuo de amincacido.

[00192] Ademds de los entrecruzadores obstaculizados, también se

pueden emplear ligadores no obstaculizados de acuerdo eStO'-Ot{FﬁﬁOB(
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entrecruzadores utiles, no se considera que contienen o generan
un disulfuroc protegido, gque incluye SATA, SPDP vy 2-iminotiolano
(Wawrzynczak & Thorpe, 1986). El uso de tales entrecruzadores se
entiende bien en la técnica. Otra realizacién involucra el uso de

ligadores flexibles.

[00193] La Patente Estadounidense 4,680,338, describe ligadores
bifuncionales utiles para producir conjugados de ligandos con
polimeros que contienen amina y/o proteinas, especialmente para
formar conjugados de anticuerpo con queladores, farmacos,
enzimas, marcas detectables y similares. Las Patentes
Estadounidenses 5,141, 648 y 5,563,250 describen conjugados
divisibles que contienen un enlace 14dbil que se divide bajo una
variedad de condiciones leves. Este ligador es particularmente
util en aguel agente de intexrés gue se puede unir directamente al
ligador, con divisidén que resulta en la liberacidén del agente
activo. Los usos preferidos incluyen agregar un grupo sulhidrilo
libre o amino libre en una proteina, tal como un anticuerpo, o un

farmaco.

[00194] La Patente Estadounidense 5,856,456 proporciona ligadores
de péptido para uso en conectar los constituyentes de polipéptido
para hacer las proteinas de fusidén, por ejemplo, anticuerpcs de
cadena sencilla. El ligador tiene hasta aproximadamente 50
aminoacidos en longitud, contiene por lo menos una ocurrencia de
un aminoacido cargado (preferiblemente arginina ¢ lisina) seguido
per una prolina, y se caracteriza por estabilidad mayor vy
agregacién reducida. La Patente Estadounidense 5,880,270 describe
ligadores que contienen aminocoxi utiles en wuna variedad de

técnicas separadoras e inmunodiagndsticas.

[00195] También se contemplan ligadores de péptido que incluyen un
sitio de divisidén para una enzima preferiblemente ubicada o
activa dentro de un ambiente celular. Las formas de ejemplo de
tales ligadores de péptide son aquellas gue se dividen mediante

urogquinasa, plasmina, trombkina, Factor IXa, Factor Xa, © una
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metalaproteinasa, tal como colagenasa, gelatinasa, o
estromelisina.
[00196] Sin embargo, los peptoides también proprocionan una

opertunidad uUnica, que es sintética, para la incorporacidén de
puntos de adhesidén més efectiveos y mas simples cuando se compara

con péptides y proteinas.

1. Toxinas

[00197] Se puede utilizar wuna variedad de toxinas bioldgicas de
acuerdo con la presente invencién. El término “biotoxina” como se
utiliza aqui se refiere a una toxina de origen bioldgico. Las
toxinas producidas por los microorganismos son determinantes de
virulencia importantes responsables de la patogenicidad
microbiana y/o la elevacién de la respuesta inmune del anfitrién.
Las biotoxinas varlan mayormente en propdsito y mecanismo, Yy
pueden ser altamente complejas (el veneno del caracol cono
contiene docenas de proteinas pequefias, cada una dirige un canal
del nervio especifico o receptor), o relativamente proteina
pequena. Las bioctoxinas en naturaleza tienen dos funciones
primarias - depredacidén (arafia, serpilente, escorpidn, medusa,
avispa) y defensa (abeja, hormiga, termitas, abeja melifera,

avispa, rana dardo venenoso). Algunos de los tipos més conocidos

de biotoxinas incluyen cianotdxicas (producidas por
cianobacterias), hemotoxinas (dirigidas a y destruyen glébulos:
viboras tales como cascabel), necrotoxinas (producen necrosis;
reclusa marrdn, “vibora bufadora” - Bitis arietans), neurotoxinas

(viuda negra, escorpiones, medusa cubo).

[00198] Son de interés particular de acuerdo con la presente
invencién las citotoxinas, tales como ricina, de la planta de
ricino. También son uUtiles las toxinas bacterianas que incluyen

aqguellas de Clostridium: tetani (tetanoespasmina), perfringenos

(toxina alfa, enterotoxinal, difficile {A, B}, botulinica
{botox), Staphylococcus (S. aureus alfa/beta/delta, exfoliatina,
toxina de sindrome de chogue téxico, SEB}), asi como también
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toxina Antrax, listeriolisina 0O, estreptolisina, leucocidina
{(leucocidina Panton-Valentina}, factor de médula, toxina de la
difteria, toxina shiga, veroctoxina/toxina como shiga (E. coli),
enterotoxina/enterotoxina estable al calor de E. coli, toxina del
cbdlera, toxina pertusses, exotoxina Pseudomonas, ciclasa
adenilato extracelular tipo 1 (Superantigeno), tipo 11 (toxinas
formadoras de poro), tipo III (toxina AB/ABS), lipopolisacéarido
(Lipido A), endotoxina delta Bacillus thurinensis, factor A de

coagulacién, y proteina A unidad a la fibronectina.

[00199] E1 croméforo asiste inactivacién de luz (CALI) de proteinas
que involucran generar especies altamente reactivas
(frecuentemente oxigeno singulete) de un cromdéforo (cabeza)
utilizando luz. Las especies reactivas dafian la proteina
objetivo, inactivando su funcidén bioldégica. Se pueden utilizar

estas moléculas para inactivar la funcidén de una proteina.

[00200] Los experimentos por el inventor han mostrado un croméforo
basade en rutenio que es una cabeza efectiva. Ellos demuestran
que el cromdéforo de rutenio puede entrar en las células e
inactivare un objetivo, permitiendo por lo tanto los tratamientos

CALI de células vivas in vivo y ex vivo,
2. Moléculas que Contienen Fc

[00201] Se hacen anticuerpos bivalentes de hasta cuétro cadenas de
polipéptido - dos segmentos cortos gue tienen regiones variables,
y dos segmentos mas largos, que tienen regiones variables vy
constantes. Las cadenas corta y larga interactian por medio de
enlaces disulfurc y hacen la mitad de un anticuerpo normal, con
la porcién variable gue es responsable para la unidén de antigeno
(Fv, o fragmento variable}. Dos mitades del anticuerpo
interactian por medio de enlaces de disulfuro distintos y en la

porcidn Fc (fragmento, cristalizable).

[00202) La porcién Fc cumple una funcién importante en la

modulacién de la actividad celular inmune, tal como la unidén a

- 0004387



76

diversos receptores celulares y moléculas inmunes, tales como las
proteinas completas. Al hacer esto, esto media diferentes efectos
fisioldgicos incluyen la opzonizacidn, lisis celular, Y
desgranulacidn de los mastocitos, baséfilos y eosindfilos. En
particular, esto puede marcar las c¢élulas para la destruccidn
mediante otros componentes inmunes. La presente invencién busca
utilizar los anticuerpos, o© fragmentos gque contienen Fc de los

mismos, para dirigir las células T para destruccién.

[00203] Se describe una tecnclogia particular que se puede utilizar

por Popkov et al. (2009). Los autores construyen por ingenieria
anticuerpos gue contienen integrina o(v)B(3) y los ligandos

adaptadores a(v)P(5), que se montan autoensamblados un instante,
respuesta policlonal, guimicamente programada contra los tumores
implantados que tienen estos objetivos. Las respuestas
terapéuticas significativas se observan sin recurrir a terapia
adyuvante. Las respuestas inmunes guimicamente programadas se
conducen mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
y citotoxicidad dirigida a complemento. Esto demuestra 1la
capacidad de los ligandos de molécula peguefia para “raptar”

anticuerpos al redirigir su especificidad de uniédn.

cC. Terapias de Combinacidn

[00204] Las terapias como se discutid anteriormente se pueden
administrar en combinacidén con otro agente para el tratamiento de
una enfermedad autoinmune. Al combinar los agentes, se puede
lograr un efecto aditivo aungue no se incrementa la toxicidad (si
existe) asociada con una monoterapia. Adicionalmente, es posible
gue se observen la mayor parte de efectos aditivos
(“sinergismo”). Asi, las terapias de combinacidén son una forma

comun de explotar nuevos regimenes terapéuticos.

[00205] E1 tratamiento de peptoide puede preceder, se co-actual con
y/o seguir los otros agentes mediante intervalos que varian de
minutos a semanas. En realizaciones el tratamiento de peptoide y

otros agentes se administran aplicados, uno de manera general
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aseguraria gue un periodo significativo no expira entre el tiempo
de cada suministro, de tal manera que el tratamiento de peptoide
y otros agentes adn serian capaces de ejercer un efecto
ventajosamente combinade en el sujeto. Por ejemplo, en tales
casos, se contempla gue uno puede proporcionar dos, tres, cuatro
0o mas modalidades sustancialmente simultéaneas (es decir, dentro
de menos de aproximadamente un minuto) con el tratamiento de

peptoide. En otros aspectos, se pueden administrar uno o mas

agentes dentro de sustancialmente simultdneamente,
aproximadamente 1 minuto, aproximadamente 5 minutoes,
aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 20 minutos
aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 45 minutos,
aproximadamente 60 minutoes, aproximadamente 2 horas,

aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente
S horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas, aproximadamente

10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas,

aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas,
aproxXimadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas,
aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas,
aproximadamente 24 hecras, aproximadamente 25 horas,
aproximadamente 26 horas, aproximadamente 27 horas,
aproximadamente 28 horas, aproximadamente 29 horas,
aproximadamente 30 horas, aproximadamente 31 horas,
aproximadamente 32 horas, aproximadamente 33 horas,
aproximadamente 34 horas, aproximadamente 35 horas,
aproximadamente 36 horas, aproximadamente 37 horas,
aproximadamente 38 horas, aproximadamente 359 horas,
aproximadamente 40 horas, aproximadamente 41 horas,
aproximadamente 42 horas, aproximadamente 43 horas,
aproximadamente 44 horas, aproximadamente 45 horas,
aproximadamente 46 horas, aproximadamente 47 horas,

aproximadamente 48 horas, aproximadamente 1 dia, aproximadamente

2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4
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aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias, aproximadamente 7
dias, aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias,
aproximadamente 10 dias, aproximadamente 11 dias, aproximadamente
12 dias, aproximadamente 13 dias, aproximadamente 14 dias,
aproximadamente 15 dias, aproximadamente 16 dias, aproximadamente
17 dias, aproximadamente 18 dias, aproximadamente 19 dias,
aproximadamente 20 dias, aproximadamente 21 dias, aproximadamente
1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7 0
aproximadamente 8 semanas o mas, Yy cualquier rango derivable

aqui, antes de y/o después de administrar el peptoide.

[00206] Se pueden emplear diversos regimenes de combinacidén del
tratamiento de peptoide y uno o mas agentes. Ejemplos no
limitantes de tales combinaciones se muestran adelante, en donde

un tratamiento de peptolde es “A” y un segundo agente es “B”:

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/R/A/B B/A/R/A A/B/A/A A/A/B/A

{00207) Asi, las terapias de peptoide de la presente invencién se
pueden utilizar en conjunto con otras terapias que se utilizan
para el tratamiento de los trastornos discutidos anteriormente,
pero incluyen diversos tratamientos anti-inflamatorios e

inmunosupresores.
Iv, Ejemplos

[00208] Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las
realizaciones preferidas de la invencién. Se debe apreciar por
aguellos medianamente expertos en la técnica que las técnicas
descritas en los ejemplos gue siguen representan las técnicas
descubiertas por el inventor para funcionar bien en la préactica
de la invencidén, y asi se puede considerar que constituye los
modos preferidos para esta practica. Sin embargo, aguellos

medianamente expertos en la técnica deben, en claridad de 1la
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presente descripcidn, apreciar gue se pueden hacer muchos cambios
en las realizaciones especificas que se describen y aun obtienen
una claridad o resultado similar sin apartarse del espiritu vy

alcance de la invencién.
EJEMPLO 1 - METODOS

[00209] Sintesis de Coleccidén de Peptoide. Los detalles con
respecto al disefio de la coleccidén de peptoide se han publicado
previamente (Udugamasooriva et al., 2008) . En resumen, la
coleccidédn se sintetiza en macrogldbulos TentaGel (140-170 pM de
didmetro; sustitucidn: 0.48 mmol/g de resina; Rapp Polymere). La
sintesis de la coleccidén se conduce utilizando ocho aminas
diferentes gue resultan en una diversidad tedrica de 262,144
compuestos. Una coleccidn O9-mer se sintetiza utilizando un
protocolo de sintesis asistido por microondas (1000 W) y un
método de agrupacién y divisidén (Olivos et al., 2002). En la
terminacidén de la sintesis de coleccién, las microesferas se
tratan con una mezcla de 95% de TFA, 2.5% de triisopropilsilano,
y 2.5% de agua durante 2 horas para retirar los grupos de
proteccidén de cadena lateral y luego se neutralizan con 10% de
diidoproplietilamina en DMF. Las microesferas se lavan con

diclorometano, se secan, y se almacenan a 4°C hasta uso.

[00210] Resintesis de peptoides solubles. La resintesis de ligandos
peptoides y peptoides de control revueltos se conduce en resina
MBHA de amida EKnorr (Novabiochem) wutilizando wun protocolo
asistido por microondas estandar (Olivos et al., 2002) (horno
microondas 1000 W, 10% de potencia suministrada durante 2 X 15
segundos con mezcla breve). Para peptoides DOPA biotinilados y de
biotina, Fmoc-Glu (biotinil-PEG)-OH (Novabiochem) y Fmoc-DOPA
(Novabiochem) se acoplan posteriormente en resina MBHA de amida
Knorr mediante un protocolc de sintesis de péptido estandar
utilizando la gquimica Fmoc (Udugamasocoriya et al., 2008). Se
utiliza un protocolo asistido por microondas estadndar para crear
la porcién de peptoide de las moléculas como se describid

anteriormente. Los peptoides se dividen de la resina con 95% de
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TFA, 2.5% de triisopropilsilano, y 2.5% de agua durante 2 horas,
y se purifica wutilizando un sistema Waters Breeze HPLC. Se
detecta la masa de los peptoides utilizando un espectrémetro de

masa MALDI-Voyager DE Pro.

[00211] Ratones. Se compran ratones hembra B10.PL y ratones
transgénicos 2D2 MOG 35-55 TCR de Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME) y se mantienen en instalaciones para animales
aprobadas federalmente en la Universidad del Centro Médico de Sur
Oeste de Texas (Dallas, TX) de acuerdo con el Comité de Uso y
Cuidado Animal Institucional. Los ratones transgénicos B10.PL
Vo2 .3VBA8.2 TCR son un tipo de obsequic de Dr. 0laf Stuve (UT
Southwestern Medical Center, Dallas, TX) y se crian y mantienen
en nuestras instalaciones para animales. Todos los ratones estan

entre 7 y 10 semanas de edad cuando se realizan los experimentos.

[00212] Induccién de EAE. Se induce EAE en ratones WT B10.PL
mediante inyeccién subcutédnea sobre 4 sitios en el flanco con 50
nug de péptido MBP Acl-11 de proteina bésica de mielina en
adyuvante de Freund completa. Se administra toxina de Pertusses
al momento de inmunizacidén y 48 horas después mediante inyecciédn
i.p. Los ratones se monitorean diariamente para detectar signos
clinicos de EAE y se le asigna una clasificacién clinica con base
en los siguientes criterios: 0 = sin enfermedad, 1 = renquera de
cola, 2 = debilidad de la pata trasera, 3 = debilidad grave de la
pata trasera/paradlisis parcial, 4 = paralisis de la pata trasera,

5 = moribundo, y 6 = muerte debido a EAE (Racke, 2001).

[00213] Rislamientc de células T CD4'. Se aislan los bazos vy
ganglios linfaticos de ratones transgénicos EAE, WT, o TCR y se
hacen suspensiones de células individuales al pasar a través de
un filtro de nylon de 70 pm para células (BD Biosciences). Luego
se aislan las células T CD4* mediante seleccidén negativa
utilizando un equipo de enriquecimiento de células T CD4" (BD
Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
resumen, se agrega un coctel de enriquecimiento de linfocitos T

CD4" de ratones biotinilados a la suspensidén celular. La adicié?“qq
y IV
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de este coéctel resulta en la marca de los eritrocitos vy
leucocitos que no son células T CD4". Luego de lavado, se agregan
particulas de estreptavidina magnéticas a la suspensidén y todas
las células marcadas migran hacia un magneto, que deja las
células T CD4" no marcadas en la suspensién. Las células T CD4?
se retienen y todas las otras células se descargan. Luego de
aislamiento, las células se lavan, se cuentan y se resuspenden en

medio RPMI 1640 completo para aplicaciones posteriores.

[00214] Ensayo de wunién de citometria de flujo. Luego del
aislamiento de las células T CD4' de los ratones transgénicos TCR
y los controles WT, las células se lavan y se resuspenden en 0.1%
de PBS/BSA (reguladeor FACS). Las células se incuban c¢on
concentraciones aumentadas (1 uM, 10 pM, 100 pM, 250uM, o 500 uM)
del peptoide bictina-DOPA-AGl2A o un peptoide de biotina-DOPA-
control y se incuba durante 30 min a 37°C. se agrega peryodato de
sodio 5mM a las c¢élulas en resumen al entrecruzamiento del
peptoide al receptor objetivo. Esta reaccidén se apaga con DTT vy
las células se lavan dos veces con 0.1% de PBS/BSA. Se agrega
blogque Fc (BD Biosciences) a las células durante 15 min en hielo
con el fin de reducir unién no especifica a los receptores Fc.
Las celulas se tifien con 1lug de anticuerpo anti CD4-PerCp Cy5.5 y
0.02 pg de anticuerpo estreptavidina-APC (BD Biosciences) durante
15 minutos en hielo. El tefiido se sigue mediante 2 lavados con
.1% de PBS/BSA y las células se hacen correr en un citémetro de
flujo FACS Calibur para evaluar la unién del peptoide. Los datos
se analizan utilizando el software Flowjo (Treestar) para
determinar la intensidad fluorescente media y se muestran como
histogramas. Las intensidades fluorescentes medias (MFI) se
grafican utilizando el software Graphpad Prism para determinar un

valor estimado Ky y se describen como una gréafica lineal.

[00215] Entrecruzamiento Quimico. Las células T CD4+ se aislan de
ratones transgénicos Vo2.3/VB8.2 TCR y de ratones tipo natural
como se describidé anteriormente. Adicionalmente, los esplenocitos
agotados de 1las células T CD4" también se utilizan como un

control negativo. Se hacen reacciones entrecruzadas en ‘»-nocnaoq-g
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Regulader de Extracto Nuclear (NEB) como se describid previamente
{(Lim et al., 2007). Se incuban aproximadamente 10 x 10° células
por afeccidn con 5 pM del peptoide biotina-DOPA-AGl2A durante 30
min a temperatura ambiente. Luego de incubacién, se agrega Nal0,5
mM para entrecruzar el peptoide en su receptor objetivo. Después
de una breve incubacidn, la reaccidn se apaga con regulador de
carga 6X que contiene DTT 100 mM. Se realiza SDS-PAGE estandar vy
se hace inmunotransferencia con los anticuerpo neutrAvidin-HRP vy

anti-Vo2 TCR (eBioscience).

[00216] Ensaye de proliferacién CFSE. Luego del aislamiento de
células T CD4", 1las células transgénicas T V&2.3VR8.2 TCR,
células B, o células T transgénicas MOG-35-55 TCR se marcan con
CFSE (sondas moleculares) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En resumen, las células se resuspenden en una
concentracién de 1 x 10° por ml en PBS y se incuban con 0.5 pM de
CFSE a 37°C durante 10 min. El tefiido se apaga con adicién de 5
volumenes de medio de cultivo que contiene 10% de FBS. Las
células se centrifugan, se lavan, y se resuspenden en medio RPMI
1640 completo. Las células luego se colocan en 1 x 10° por ml. y
se incuban con concentraciones aumentadas del peptoide AGlZA o un
peptoide control (1 upuM, 10 pM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, B0 uM, 100
pM, 200 pM, o 500 pM) durante 30 min a 37°C. Las células que
presente antigeno se aislan de bazos de ratones WT B10.PL y 10
pg/ml de MBP Acl-11, MOG 35-55, o luego se agregan LPS al cultive
para estimular las c¢élulas. Las células se dejan en cultivo
durante 5 dias, se tifien con un anticuerpo anti-CD4-PerCp (BD
Biosciences), y se corren en el citémetro de flujo FACS Calibur
para evaluar la divisién celular. Los datos se analizan
utilizando la plataforma de proliferacién del software Flowjo
(Treestar) para determinar el porcentaje de células divididas. El
percentaje de divisidn se grafica utilizando el software Graphpad

Prism y se describe como una grafica lineal.

[00217] Preparacién de conjugades de rutenioc~peptoide. Se
disuelven Bis (2,2’ -bipiridine) -4’ -metil-4-carboxibipiridina-
rutenio-bis{(hexafluorofosfato), diisopropil carbodiimida, y HOBt
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en DMF y se hacen reaccionar con los peptoides desprotegidos
previamente generados durante 2 horas a temperatura ambiente (Lee
et al., 2008). Los compuestos se lavan y se dividen de la resina
como se describid anteriormente y se purifica con HPLC. La masa
de cada peptoide se determina utilizando un espectrédmetro de masa

MALDI-Voyager DE Pro.

[00218] Ensayo de proliferacién de la incorporacién de timidina
tritiada. Se cosechan bazos de ratones transgénicos nedfitos
Va2.3/VB8.2 TCR o ratones transgénicos 2D2 MOG 35-55 TCRd y se
hacen suspensiones de células individuales al presionar a través
de un filtroc para células de 70 pm (BD Biosciences). Se aislan
células T CD4* como se describié anteriormente y se resuspenden
en medio RMPI completo libre de rojo fenol. Se colocan en placas
1 x 10° células por pozos en una placa de 96 pozos y se incuban
con concentraciones de 1 pM o 100nM de AGI2A-Ru*', peptoide-Ru®
de control, DMSO, o PBS cuadruplicado. Las células luego se
irradian durante 10 min utilizando una lémpara de arco de Xenén
de 150 W (Oriel, Stamford, CT) como se describid previamente (Lee
et al., 2008). Luego de irradiacién, las células T se activan con
10 pg/ml de MBP Acl-11 y 3 x 10° células que presentan antigeno
por pozo. Los cultivos se mantienen en placas de fondo plano de
96 pozos durante 96 h a 37°C en 5% de CO;/aire humidificado. Los
pozos se pulsan con 0.5 uCi/poze [metil-*H]timidina durante las
16 h iniciales del cultivo. Las células cosechadas en filtros de
vidrio e 1incorporadas a [metil-’H]timidina se miden con un
contador Betaplate (PerkinElmer Wallac, Gaithexsburg, MD). Los
niveles de referencia de proliferacién de células que no se
estimulan con antigeno se sustraen para determinar el porcentaje
de proliferacidén maximo de cada condicién. Los resultados se
determinan como medias de cultivos de cuadruplicado y se muestran

como con SEM.

[00219] Transferencia Adoptiva. Los bazos de ratones transgénicos
neéfitos Vm2.3/VBB.2 TCR se cosechan y se preparan suspensiones
celulares Unicas al presionar a través de filtro de células 70 pm

(BD Biosciences). Se aislan células T CD4%, se tratan con AGl2A-
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Ru?* o peptoide-Ru®** de control, se irradian, y se activan con MBP
Acl-11 como se describié anteriormente. Después de 72 h, las
células se lavan con PBS y 10 x 10° células se inyectan i.p. en
ratones nedéfitos B10.PL. Los ratones se evaluan diariamente para
detectar signos clinicos de EBE como se describié previamente

(Racke, 2001).

[00220] Ensayo bicolor en deteccidédn de glébulos. Aproximadamente
300,000 gldbulos se hinchan en DMF, se lavan con PBS, y se
equilibran en medio RPMI 1640 completo que contiene 3% de BSA. La
scélulas T CD4" aisladas de ratones EAE o tipo natural se
resuspenden en RPMI y se marcan utilizando puntos cuanticos
(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células T CD4' de ratones EAE se marcan con Qtracker 655 (red) vy
células T CD4* de ratones tipo natural se marcan con Qtracker 565
(verde). Las células marcadas se mezclan en una relacién 1:1 con
un total de aproximadamente 10 x 10° de cada tipo de célula. Las
células luego se incuban con la coleccién del gldbulo de peptoide
durante la noche en incubador 37°C con 5% de CO, y agitacién
gentil. Las microesferas se lavan gentilmente 2 veces con medio
RPMI y luego se visualizan bajo un microscopioc fluorescente
(Olympus BX-51) con excitacidén 340-380 nm utilizando un filtro
DAPI (magnificecidn total 100 X). Las microesferas se unen solo a
glébulos rojos marcados seleccionados manualmente utilizando una
pipeta de 20 pl. Las microesferas “seleccionadas” luego se lavan,
se hierven con 1% de SDS durante 30 minutos y se someten a

secuencia Edman automatica.
EJEMPLO 2 — RESULTADQS

[0022]1] Una deteccidén para ligandos células T autorreactivas
especificas en EAE. la Esclerosis mialtiple (MS) (Noseworthy et
al., 2000) - «como condicién de EAE se induce en cepas
geneéticamente susceptibles de roedores de inmunizacién con
proteinas o péptidos mielina, o mediante transferencia pasiva de
células T CD4" especificas de mielina (Zamvil and Steinman,

1990) . Los estudios en EAE indican que células T CD4' especificas
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de mielina gue se han llegado &z activar en la periferia, vy
producir <c¢itoquinas pro-inflamatorias, cumplen wuna funcién
principal en la patogenia de la enfermedad de MS (Zamvil and
Steinman, 1990). Mas aun estas células T expresan receptores de
células T que se considera reconccen preferencialmente la
proteina basica de mielina en el sistema nervioso central de
individuos afectados que conducen a la destruccidn de la lamina
de mielina vy, finalmente, el déficit neurolodgico (Zamvil and
Steinman, 1990). Por lo tanto, una estrategia terapéutica que
objetiva especificamente solo células T autorreactivas serian
interesantes para investigar el MS asi como también para otras
enfermedades mediadas por célula T. Como una primera etapa, los
inventores se enfocan en el aislamiento de los compuestos
sintéticos capaces de unir altamente especificamente a las

células T autorreactivas en EAE.

[00222] Para llevar a cabo esto, los inventores adaptados a la
estrategia de deteccidn desarrcllaron previamente en  su
laboratorio para el aislamiento de peptoides (Simon et al., 1992}
gue se unen a los receptores de membrana integrales con alta
especificidad (Udugamascoriya et al., 2008). En este protocolo,
las celulas expresan o no expresan el receptor objetivo, pero se
presumen gue es otra forma idéntica, se marcan c¢on puntos
cuanticos rojos y verdes, respectivamente. Los dos tipos de
células luego se mezclan y se incuban con miles de gldbulos
hidréfilos, cada uno de los cuales exhibe un peptoide unico. Las
microesferas que unen solo las células marcadas con rojo y no las
células marcadas con verde luego se recolectan, la presuncidén es
que esto refleja unidén altamente especifica al receptor objetivo
debido a que el peptoide debe ignorar todas las otras moléculas
sobre la superficie celular con el fin de excluir las células

verdes y ser clasificadas como un “acierto” (FIGURA 134).

[00223] Para aplicar esta tecnclogia de deteccién de dos colores al
actual problema, se induce EAE en ratones B1l0.PL mediante
inmunizacidén con el péptido de proteina bésica de mielina Acl-11

(MBP Aci-11l). La inmunizacidn con este péptido de mielina resulta

. 000097



36

en la activacidn y expansién de las células T CD4+ gque expresan
MBP Acl-11l especifico de Va2.3/VBB.2 TCR (Ando et al., 1989). Se
sacrifican los ratones EAE y saludables luego del desarrolloc de
EAE clinicamente definido (FIGURA 5A) y se aislan las células T
CD4". Las células T CD4" de los ratones EAE se marcan con puntos
cuanticos que emiten rojo y las células T de los ratones de
control se marcan con puntos cuanticos gque emiten verde. Las
células luego se mezclan en una relacién 1:1 y se incuban con una
coleccidén de  peptoide que exhibe gldébulo que contiene
aproximadamente 300,000 peptoides (FIGURA 5B). la hipdtesis de
los inventores es los millones de diferentes células T en la
poblacién general deben estar presentes en bajos niveles y que
las dos poblacicnes debe ser similares. La excepcidén principal
seria un numero incrementado de células T autorreactivas
especificas de MBP Acl-11- que se expanden en respuesta a
inmunizacidén con el autoantigeno en los ratones EAE. Esto sugiere
que si se encuentra un glébulo se une sclo a las células rojas,

es altamente probable que sean células T autorreactivas (FIGURA
1a).

[00224] Luego de incubacién con las microesferas de peptoide, los
inventores identifican dos peptoides de acierto putativo que se
observa se unen especificamente a las células T CD4" de 1los
ratones EAE y no a las células T de ratones de control saludables
(FIGURA 1B, paneles i y ii). Se muestra una fotografia adicional
gque describe un gldébulo de peptoide que no se une especificamente
a las células T CD4' de los ratones EAE y los ratones de control
saludables (FIGURA 1B, panel iii). Los peptoides sobre los dos
gldébulos clasificades como aciertos se secuencian mediante
degradacidén Edman (Alluri et al., 2003) y se ilustran sus
estructuras deducidas en la FIGURA 1C. Se encuentra que los dos
“aciertos” tienen alguna similitud de secuencia. Los inventores

se enfocan en unc de los peptoides (AGl2A) para caracterizacién

mas detallada.

[00225] E1 peptoide AGl2A es un ligando para EAE de células T

autorreactivas. Para determinar si el AGiZ?A se une al TCR
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autorreactiveo, los inventores toman ventaja de la existencia de
ratones transgénicos, en los que la vasta mayoria de las células
T CD4" expresa el TCR especifico de MBP Acl-11 (Va2.3/Vp8.2 TCR)
(Goverman et al., 1993). Las células T CD4' se aislan de estos
ratones y se prueban para la unidén a AGl2A. Esto se hace en
varias formas. Primero, el AGl2A se vuelve a sintetizar en las
microesferas, cuando es un peptoide de contzol no seleccionado
como un ligando de célula T (FIGURA 6). Las microesferas luego se
incuban con células T marcadas con puntos cuidnticos rojos. Como
se muestra en la FIGURA 1D, las células T CD4* de ratones
transgénicos MBP Acl-11 TCR unidas al AGl2A se exhiben en las
microesferas, en donde las células T CD4" tipo natural no se

exhiben (FIGURA 1D).

[00226] Para sondear la unién de AGl2A a las células T especificas
MBP Acl-11 adicionales, los inventores realizan un expefimento de
entrecruzamiento quimico gue involucra la oxidacidn de
dihidroxifenilalanina (DOPA) unido al peptoide a un intermedio
ortogquinona. Este intermedio luego se puede entrecruzar a los
residuos nucleéfilos cercanos en la proteina receptora objetivo
(Burdine et al., 2004; Liu et al., 2006; Lim et al., 2007). Se
observara entrecruzamiento solo si DOPA-AGl2A y el receptor
objetivo estan en proximidad cercana, debido a que los extensos
experimentos de control muestran que esta quimica no acopla las
moléculas a menos que estén en un complejo (Liu et al., 2006).
Las células T CD4" de ratones transgénicos Vwa2.3/VR8.2 TCR se
incuban con concentraciones aumentadas de DOPA-AG12A marcado con
biotina © un peptoide DOPA de control DOPA marcado con biotina.
Después de tratamiento con peryodato de sodio, las células luego
se tifien con estreptivina conjugada con fluorocrome y un
anticuerpo anti-CD4+ conjugado con un fluorocromo diferente. La
union del peptoide para las células T se evallla al calcular la
intensidad de fluorescencia medida de célulés d CD4+
/estreptavidina+. El AGl2A se encuentra que une a las células T
especificas MBP Acl-11 con un K, de aproximadamente 40 uM
(FIGURAS 2A-B). Sin embargo, no se puede detectar interaccién

entre las células T y AG122 biotiniladas obtenidas de un ratén
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tipo natural, ni el peptoide de control biotinilado se une a las

células T transgénicas Voa2.3/VB8.2 TCR (FIGURA 2B).

[00227] Las interaccidén de células de peptoide también se analiza
mediante SDS-PAGE y Western blot con peroxidasa de rabano
NeutrAvidin (NA-HRP). Se detecta un producto que contiene biotina
con una masa evidente de 45 kDa cuandi se incuba Biotin-DOPA-
AG1Z2A con células T transgénicas TCR, pero con células T CD4- o
células T CD4+ de un ratdn tipo natural (FIGURA 2C). La masa
molecular de las cadenas TCR o y [ son aproximadamente 45 y 40
kDa respectivamente (Zamvil and Steinman, 1990), sugieren el
entrecruzamiente de AGl2A al TCR. Mas  atn, cuando la
transferencia se sondea con un anticuerpo o-Vo2 TCR, se observa
un producto a aproximadamente 45kDa que se sobrepone con la banda
detectada con NA-HRP, que sugiere adicionalmente que el AGi2A se

entrecruza entre MBP Acl-11 especifico TCR (FIGURA 2C).

[00228] AG12A es un antagonista especifico de la proliferacién de
células T autorreactivas mediadas por el antigeno. Para probar la
posibilidad que la unidén peptoide-TCR puede antagonizar la
proliferacién de células T especificas de antigeno, células T
CD4* de ratones transgénicos MBP Acl-11 TCR se incuban con
concentraciocnes aumentadas de AGl2A o un peptoide de control,
marcado con succimidil éster de diacetato carboxifluoresceina
(CFSE), y se estimula con el péptido MBP Ac-11 y las células que
presentan antigeno. El CSFE es permeable a las células en la
forma de éster, pero estos grupos de hidrolizan una vez el
compuesto ingresa a la célula, gue presenta la célula
impermeable. Asi, la divisién celular resulta en la dilucién de
la concentracidén intracelular del fluoréforo. Después de
incukacién durante 5 dias, se mide la divisidén celular
utilizando citometria de flujo. Se encuentra que el AG12A inhibe
la proliferacidén de las células T autorreactivas MBP Acl-11 en
una forma dependiente de dosis con un ICsy de aproximadamente 60-
80 uM (FIGURA 3A). Esta reduccidédn en la proliferacién no se ve
cuando los células T transgénicas se estimulan en la presencia de

un peptoide de control (FIGURA 3A), ni inhiben AGl22 la

- 806100



89

proliferacidén de las células B (FIGURA 3B). De forma mas
importante, el AGl2A tampoco inhibe la proliferacidén estimulada
por antigeno de Glucoproteina de Oligodendrocito Mielina (MOG)
35-55 células T transgénicas TCR especificas (FIGURA 3C). Este
experimento demuestra claramente que el efecto de AGl2A es
especifica a las células T gue reconocen el antigeno MBP Acl-11 y
no se debe a alguna afinidad general para cualquier célula T

activada.

[00229] Inmactivacién Ex vivo de células T autorreactivas utilizando
un conjugado de rutenio-peptoide. Un antagonista con una mejor
potencia gque la del ICsg; de 40 uM exhibida mediante AG12A (tipico
de un acierto de deteccidédn primario (Kodadek et al., 2004)) seria
deseable para aplicaciones précticas. Para lograr esto, se conjuga
AGl2A con un complejo de rutenio (II) tris-bipidridilo que es un
catalizador eficiente para la generacidén de oxigeno singulete
cuando se irradia con luz visible (Lee et al., 2008). El oxigeno
singulete es una especie altamente reacfiva que modificara vy
inactivara las proteinas mayores, pero que tiene un radio de
difusién limitado de solo 40-80 A. Asi, solo se afectan las
proteinas en la vecindad inmediata del rutenio “cabeza”. Cuando se
suministra para dirigir las proteinas mediante el ligando de
peptoide, se puede lograr inactivacién de proteina fotoactivada
altamente especifica (Lee et al., omitida para publicacién). Las
células T transgénicas TCR especificas MBP Ac-1-11 se incuban con
concentraciones aumentadas del conjugado de AGl2A-rutenic (FIGURA
4A) o un conjugado de peptoide-rutenic de control (FIGURA 6) y las
células se irradian con luz visible (filtro de corte <380 nm).
Permitiendo irradiacidén de diez minutos, las células T se activan
con el autcantigeno MBP Acl-11 en la presencia de células que
presentan antigeno. La proliferacidén celular se evalua utilizando
un ensayo timidina tritiado. Como se muestra en la FIGURA 4B, el
conjugado de AGlZ2A-rutenio inhibe la proliferacidén de células T
autorreactivas especificas MBP Acl-11l potencialmente en una
concentracidn de 100 nM (FIGURA 4B). Esto representa una mejora de
aproximadamente 700 veces sobre la actividad del peptoide solo.

Esta inhibicién no se ve cuando se utilizan células T CD4' de
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ratones transgénicos MOG 35-55 TCR (FIGURA 4C), demostrando de
nuevo la especificidad del AGl2A para células T autorreactivas

especificas MBP Acl-11.

[00230] Las terapias de fotofdresis existen las que las células se
remueven, se tratan con un farmaco fotoreactivo, expuesto a luz
UV, y se reinfunden en el paciente (Rostami et al., 1999; Besnier
et al., 2002; Cavaletti et al., 2006). Asi, aungue la luz azul
requiere activar la produccidén de oxigeno singulete catalizado
con tris-bipiridil de rutenio que no puede penetrar en un
organismo vivo, la inactivacidén ex vivo de las <células T
autoinmunes mediante un conjugade peptoide-rutenio parece
factible dado este precedente. Para probar esta teoria vy
confirmar que las células T autorreactivas no han presentado
respuesta luego del tratamiento con el conjugado de peptoide-
rutenio y luz, los inventores utilizan un modelo de transferencia
adoptivo de EAE. Las células T CD4* se aislan de ratones
transgénicos MBP Acl-11 TCR, se tratan con el cenjugado de AGl2A-
rutenioc o el conjugado del peptoide-rutenio de control, se
irradian, se estimulan con el péptido MBP Acl-11 en la presencia
de c¢élulas que presentan antigeno, y se inyectan en receptores
nedfitos. Estos animales luego se observan para detectar signos
clinicos de EAE. Como se anticipa, los animales inyectados con
células T autorreactivas estimuladas con antigeno que se han
expuesto al conjugado de peptoide-rutenio de control o no
peptoide desarrollado EAE (FIGURA 4D). Cuando las células T no se
estimulan con antigeno ni se expconen a un peptoide, la
transferencia adoptiva no resulta en EAE, cuando se espera.
Sorprendentemente, las células T CD4" especificas MBP Acl-11 con
antigeno y gque se tratan con el conjugado de AGl2A-rutenic no
inducen EAE en los animales receptores (FIGURA 4D}. Este
experimento demuestra la factibilidad de utilizar conjugados
peptoides de rutenio objetivade a células T autorreactivas como
inhibidores fotoactivados potentes de la activacidén de células T

autolinmunes ex vivo.
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(00231] Los inventores han demostrade aqgui un protocolo de
deteccidn de coleccidn combinatorial que es capaz de producir
moléculas sintéticas que se unen a células T autoinmunes
especificas de antigeno con alta especificidad. En este estudio,
las células T CD4" de los ratones con EAE y células T CD4' de
ratones de control saludables se marcan con diferentes puntos
cudnticos de color, se mezclan, y se incuban con una coleccidén de
aproximadamente 300,000 peptoides gue exhiben glébulos hidréfilos
(FIGURA 1A). La coleccidn se crea utilizando la estrategia de
divisidén y agrupamiento, de tal manera que cada gldébulo exhibe un
Unico peptoide. Se aislan los dos gldébulos gue se observan para
unir las células T marcadas con rojo, pero no las células T
marcadas con verde. Las hipdtesis de los inventores es que las
dos poblaciones diferirdn en su mayoria en la presencia o
ausencia de un alto nivel de las células T autorreactivas que
conducen a EAE, y asl los peptoides gque exhiben una preferencia
para las células derivadas del ratén EAE probablemente serian
ligandos para estas c¢élulas T autorreactivas. Mas aun, los
inventores supusieron que el mecanismo mas probable mediante el
que un peptoide puede discriminar entre diferentes células T es a

través de la unidn directa al receptor de células T (TCR).

[00232] Unc de los peptoides que surgen de esta deteccién, el AGL2A
(FIGURA 1C), se caracteriza en detalle y estos datos validan las
anteriores presunciones. El AGl2A se muestra gue es un ligando
altamente especifico para las células T autorreactivas MBP Acl-1l
especificas que conducen a la enfermedad en este modelo. EI1
peptoide resintetizado se muestra que une a las células T que
contienen MBP Acl-ll-reactivas Voa2.3/VR8.2 TCR transgénicas, pero
no celulas T normales, cuando el peptoide estd en un gldbulo
{FIGURA 1D). También se observa unién especifica utilizando un
ensayo basado en citometria de flujo cuando se incuba el peptoide
soluble, marcado fluorescentemente con las células T autoinmunes
(FIGURAS 2B-B) . Funcionalmente, el AGl2A prueba ser un
antagonista de la proliferacidén dependiente de antigeno de las

células T especificas MBP Acl-11. De forma importante, el
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peptoide no tiene efecto en células T especificas de mielina que
reconocen un antigeno diferente (FIGURA 3C), demostrando de nuevo
la alta especificidad de unién a las células T especificas MBP
Acl-11. Finalmente, los datos de entrecruzamiento indican que el
peptoide se une directamente al TCR de estas células {(FIGURA 2C),
aungue estos datos no pueden descartar absolutamente la
posibilidad que los entrecruzamientos de peptoide en una proteina
diferente con masa similar a una de las cadenas TCR y que esté
presente solo en las células especificas MBP Acl-11. Sin embargo,

esto parece ser altamente improbable.

[00233] Al mejor conocimiento de los inventores, este es el primer
ejemplo de moléculas no naturales, sintéticas capaces de unir
especificamente a las células T especificas de antigeno sin el
requerimiento de presentacién MHC. Los esfuerzos previos para
dirigir las células T autorreactivas utilizan especificamente los
antigenos de péptido utilizados conocidos o se sospechan que
estéan asociados con la enfermedad e incluyen vacunacidén con estas
especies o derivados ligeramente alterados, por ejemplo la
insercidén de los aminodcidos D (Vandenbark et al., 1989; Howell
et al., 1989; Wraith et al., 1989). Este es un método muy
diferente al del tomado aqui. Mas aun, el uso de tales ligandos
de péptido alteradeos en ensayos humanos no ha producido
resultados exitosos, pero exacerba la enfermedad (Bielekova et
al., 2000; de Haan et al., 2005), resalta las dificultades con el
disefio racional de los terapéuticos dirigidos por células T
autorreactivas. Una caracteristica importante de la tecnolegia de
deteccidén mediante estas moléculas gue se identifica es agquella
no conocida del antigeno natural reconocido por la célula T que
es necesaria. Es verdad que los inventores toman ventaja de 1la
naturaleza bien caracterizada de las células T autorreactivas en
EAE con el fin de wvalidar la utilidad del AGl2A, pero la
deteccidn en si misma simplemente involucrado en la
identificacidn de los compuestos que exhiben glébulos que unen a
las células que son mucho més abundantes en una poblacidén que en

otra. Por lo tanto, esta tecnologia constituye un métodc potente
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para el aislamiento de complejos de células autoinmunes de

pepteide en general.

[00234] Por ejemplo, se considera que el método presentado aqui se
puede aplicar para detectar el paciente y emparejar las muestras
de control para identificar los peptoides que unen las células T
ampliamente amplificadas en humanos. También parece probable que
el mismoc método debe ser efectivo en aislar los peptoides gue
unen las células B especificas de antigeno. Por supuesto, la
naturaleza de la respuesta inmune en una enfermedad autoinmune
humana debe ser mas policlonal que es el caso del modelo EAE de
raton simple empleado aqui. Esto conduciria presumiblemente a la
identificacidén de diversos peptoides que imitan diferentes
antigenos unidos mediante diferentes células T. No obstante, a
menos que el grado de policlonalidad es abrumadora, el mismo tipo
de método utilizado aqui debe ser valioso en la identificacidén de
peptoides que reconocen por lo menos las células autoinmunes

especificas de antigeno mas abundantes.

[00235] Los inventores anticipan que esta tecnologia proporcionara
las herramientas uUtiles para inmunologia aplicada y basica. El
experimento de citometria de flujo mostrado en la FIGURA 2B
muestra que se pueden emplear estos peptoides para enriquecer las
células T autorreactivas en una poblacién, permitiéndoles ser
estudiadas en detalle. Este tipo de protocolo también puede
probar ser un  procedimiento diagnéstico util para las
enfermedades autoinmunes para las que no existe buena prueba
molecular, tal como MS. Finalmente, es posible que estos
peptoides de unién a células T autorreactivas pueden ser uUtiles
en un modo terapéutico. El experimento detallado en la FIGURA 4
muestra que un conjugado de tris-bipiridil de rutenio del
peptoide puede inactivar las células T autorreactivas ex vivo
cuando se irradian con 1luz visible, que sugieren 1la posible
aplicacién en una terapia tipo fotoféresis. Alternativamente, es
posible gue se pueda emplear el peptocide para suministrar algun
tipo de cargo téxico al objetivo de célula T. La ventaja de este

método, por supuesto, es gque solo las células T autorreactivas

- 000165



94

objetivadas poxr el peptoide se afectarian, mientras que la
funcién de 1las células T con diferentes especificidades de
antigeno no cambiarad. Todas las terapias actuales que ayudan a
bloguear o modular la funcién del sistema inmune en enfermedades
autoinmunes no se pueden discriminar entre las células T “buenas”
y "malas”, pero produce una respuesta de blanco, gque resultan en
efectos colaterales significativos (Hauser, 2008; Hemmer and

Hartung, 2007; Stuve, 2008; Schneider, 2008; Coles et al., 2008).

* ok ok Ak k k ok ok ko ok Kk kK

[00236] Todas las composiciones y métodos descritos y reivindicados
aqul se pueden realizar y ejecutar una experimentacién excesiva
a luz de la presente descripcidén. RAunque se han descrito las
composiciones y métodos de esta invencién en términos de las
realizaciones preferidas, serd evidente para aquellos expertos en
la técnica que se pueden aplicar variaciones a las composiciones
y métodos y en las etapas o en la secuencia de etapas del método
descrito aqui sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de
la invencidén. Més especificamente, serd evidente que ciertos
agentes que se relacionan quimicamente y fisioldégicamente pueden
sustituir los agentes descritos aqui mientras que se logran los
mismos o resultados similares. Todas tales sustituciones o
modificaciones similares evidentes para aquellos expertos en la
técnica se considera que estdn dentro del espiritu, alcance Y
concepto de la invencidén como se define por las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Un método para identificar un ligando gue se reconoce
especificamente mediante células T autoinmunes que

comprende:

{(a) proporcionar una primera poblacién de células T de
un sujeto saludable, en donde dicha poblacidén se

marca con una primera marca detectable;

(b} proporcionar una segunda poblacién de células T de
un sujeto gque tiene una enfermedad autoinmune, en
donde dicha poblacidén se marca con una segunda marca

detectable;

{c) poner en contacto dicha primera y segunda poblacidn
de c¢élulas T con una pluralidad de 1ligandos

candidatos; y

(d) evaluar la unién de dicha primera y segunda

poblacién de células T a dichos ligandos candidatos,

en donde si dicho 1ligando se une a dicha segunda
poblacidén de células T pero no a dicha primera poblacién
de células T, el dicho 1ligando se reconoce por ser

células T autoinmunes pero no células T saludables.

. 900113
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El método de la reivindicacién 1, en donde dicha
enfermedad autoinmune es esclerosis miltiple o artritis

reumatoide.

El método de la reivindicacién 1, en donde dicho ligando
es un 3-mer, un 4-mer, un 5-mer, un 6-mer, un 7-mer, un

8-mer, un 9-mer o un 10-mer.

El método de la reivindicacién 1, en donde dichas
primeras y segundas marcas son flucrescentes o}

quimioluminiscentes.

El método de 1la reivindicacién 1, en donde dichas

primeras y segundas marcas son puntos cuanticos.

El método de la reivindicacién 1, en donde dicho ligando

e une a un scporte.

El método de la reivindicacién 6, en donde dicho soporte
es una microesfera, un chip, un filtro, una barra, una

membrana, una matriz polimérica © un pozo.

El método de la reivindicacién 7, en donde poner en
contacto comprende poner dichc soporte en contacto con
dicha primera y segunda poblacién de células T al mismo

tiempo.

El método de la reivindicacidén 1, en donde dicha

poblacién de células T comprende células T CD4’.
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El método de la reivindicacién 1, en donde dichos sujetos

son humanos o murinos.

Un método para retirar una célula T autoinmune de un

sujetec gque sufre de una enfermedad autoinmune que

comprende:

(a) proporcionar un ligando que se une especificamente a
las células T autoinmunes, en donde dicho ligando se

une a un soporte;

(b) poner en contacto una muestra gue contiene células T
de dicho sujeto con dicho ligande unido al soporte
durante un tiempo suficiente para permitir la unidn
de c¢élulas T autoinmunes a dicho ligando unido al

soporte; y
{c) separar dicho soporte de dicha muestra.
El método de la reivindicacidén 11, que comprende
adicionalmente regresar la muestra de 1la etapa (¢} a
dicho sujeto.
El método de la reivindicacién 11, en donde dicha

enfermedad autoinmune es esclerosis multiple o artritis

reumatoide.
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17.
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19.

20.

21.
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El método de la reivindicacién 11, en donde dicho ligando
es un 3~-mer, un 4-mer, un S5-mer, un 6é-mer, un 7-mer, un

8-mer, un 9-mer o un l0-mer.

El meétode de la reivindicacidn 11, en donde dicho soporte
es una microesfera, un chip, un filtro, una barra, una

membrana, una matriz polimérica o un pozo.

El método de la reivindicacidn 11, en donde dicha muestra

es sangre, fluido cerebroespinal o semen.

El método de la reivindicacidén 16, en donde dicha muestra
es sangre, y dicha sangre se obtiene de dicho sujeto, se

trata ex vivo, y se regresa a dicho sujeto.

El método de la reivindicacidén 17, en donde dicha sangre
se perfusicna a través de dicho ligando unido al soporte

y se regresa a dicho sujeto en un circuito cerrado.

El métode de la reivindicacién 11, que comprende

adicionalmente obtener dicha muestra de dicho sujeto.

El métode de la reivindicacidén 11, en donde dicho sujeto

es humano o murino.

El método de la reivindicacidén 11, en donde el ligando es
un peptoide como se describe en las reivindicaciones 44-

63.
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Un método para matar una célula T autoinmune obtenida de
un sujeto gue sufre de una enfermedad autoinmune que

comprende:

(a) proporcionar un ligande gue se une especificamente a
células T autoinmunes, en donde dicho 1ligandoc se

conjuga con una toxina; y

(b} poner en contacto una muestra gue contiene células T
de dicho sujeto con dicho conjugado durante un
tiempo suficiente para permitir la unidén de por lo

menos una célula T autoinmune a dicho conjugado,

en donde dicho conjugade provoca la muerte de dicha

célula T autoinmune.

El método de la reivindicacién 22, en donde dicha muestra
se trata ex vivo, y dicho método comprende adicionalmente

regresar la muestra a dicho sujeto.

El método de la reivindicacidén 22, en donde dicha
enfermedad autoinmune es esclerosis multiple o artritis

reumatoide.

El método de la reivindicacidén 22, en donde dicho ligando
es un 3-mer, un 4-mer, un 5S5-mer, un 6-mer, un 7/-mer, un

8-mer, un %-mer ¢ un 10-mer.

. 000117
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31.

32.

33.
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El método de la reivindicacién 22, en donde dicha toxina

es ricina, toxina de la difteria o toxina del célera.

El método de la reivindicacidn 22, en donde dicha toxina

es una toxina fotcactivada.

El método de la reivindicacién 22, en donde dicha toxina
fotoactivada es rutenio (II) tris-bipididilo, y la etapa
(b) comprende adicionalmente exponer dicha muestra a la

luz wvisible,

El método de la reivindicacién 22, en donde dicha muestra

es sangre, fluido cerebroespinal o semen.

El método de la reivindicacidn 22, que comprende

adicionalmente obtener dicha muestra de dicho sujeto.

EL método de la reivindicacidén 22, en donde dicho sujeto

es humano © murino.

El método de la reivindicacidén 22, en donde el ligando es
un pepteoide como se describe en las reivindicaciones 44-

63.

Un método para matar una célula T autoinmune obtenida de

0 en un sujeto gque sufre de una enfermedad autoinmune que

comprende:
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37.
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(a} proporcionar un ligando que se une especificamente a
células T autoinmunes, en donde dicho ligando se

conjuga con una molécula que contiene Fc IgG; ¥y

(b) poner en contacto una poblacién de células T
autoinmunes con dicho conjugado durante un tiempo
suficiente para permitir la unidén de por lo menos

una célula T autoinmune a dicho conjugado,

en donde dicho conjugade recluta efectores inmunes a

dichas células T autoinmunes que resulta en muerte de las

mismas.

El método de la reivindicacidén 33, en donde dicha
poblacién de c¢élulas T autoinmunes se trata ex vivo, ¥
comprende adicionalmente regresar la muestra de la etapa

(b} a dicho sujeto.

El método de la reivindicacidén 33, en donde dicha
enfermedad autoinmune es esclerosis multiple o artritis

reumatoide.

£l método de la reivindicacién 33, en donde dicho ligando
es un 3-mer, un 4-mer, un 5-mer, un 6-mer, un 7-mer, un

8-mer, un %-mer o un 10-mer.
El método de la reivindicacién 33, en donde dicha

molécula que contiene Fc IgG es un anticuerpo, un

anticuerpo de cadena sencilla, o un fragmento Fc.

QGQ\’%
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41.

42.
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El método de la reivindicacidén 37, en donde dicha
molécula gque contiene Fc IgG es un anticuerpo o un
anticuerpo de cadena sencilla, y dicho ligando se ancla

al sitic de unién de antigeno de dicho anticuerpo.

El método de la reivindicacidén 38, en donde dicha
molécula que contiene Fe IgG es un fragmento Fc que
carece de las regiones variables IgG, y dicho peptoide se

ancla al terminal carboxi de dicho fragmento Fc.

El método de la reivindicacion 33, en donde dicha muestra

es sangre, fluido cerebroespinal o semen.

El método de la reivindicacién 33, gque comprende

adicionalmente obtener dicha muestra de dicho sujeto.

El métodoc de la reivindicacién 33, en donde dicho sujeto

es humano © murino.

El métode de la reivindicaciédn 33, en donde el ligando es

un peptoide como se describe en las reivindicaciones 44-
63.

Un peptoide gue tiene la férmula:
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T 1
L N\\v//u\\ N NH,
v N N//A\\ﬂ// \\H//
n l
R o) R? 0 0o
Formula | o
. - R*
N N//h\\nz"\jr/'
n i
R* 0 R? 0 s}
Formula II

en donde n es 0-8; L es ligador; Y es toxina o fragmentos
de anticuerpo; y R1l, R2, R3, R4, R5, R6, R7, RB (con cada
valor de n por encima de 4 agregado al siguiente grupo R
en orden numérico a la Fdérmula I o Fdérmula II), puede ser
hidrégeno; alquilo; alile; metilo; etilo; n-propilo:
isopropilo; n-butilo; isobutilec; sec-butilo; tert-butilo:;
pentilo; hexilo; isopentilo; arilo; hetercarilo;
furanileo; 1indolilo; tiofenilo; tiazolilo:; imidazolilo;
isoxazoilo; oxazoilo; piperonilo; pirazoilo; pirrolilo:;
pirazinilo; piridilo; pirimidile; pirimidinilo; purinilo;
cinnolinilo; benzofuranilo; benzotienilo;
benzotriazolilo; benzoxazolilo; quinolina; isoxazolilo;
isoquinolina ciclocalquilo; alquenilo; cicloalguenilo;
fenilo; piridilo; metoxietilo; (R)-metilbenzilo:; alquilo
Ci1-Cs¢ sustituido o© no sustituido con NHy, OH, SH,
N(alquilo C3-Cg)2, ©Ofalgquilo C;-Cg}, © Sf{alquiloc Ci-Cg)i

alquinileo C;-C¢ sustituidoe o© no sustituido con NHz, OH,

Q00 12}
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48.
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SH, N(alquilo C;~Cg)z, O(alguilo C1-Cg), o S(alquilo C1-Ce);
alguenilo C;-Cs sustituido o no sustituido con NH;, OH,

SH, N{alquilo C;-Cs)z, Of{alquilo C;-C¢), o S{alguilo C;-Cg).
El peptoide de la reivindicacidén 44, en donde n es 5.

El peptoide de 1la reivindicacién 44, en donde R1 es
alquilo C;-Cs sustituido o no sustituido con NH,;, OH, SH,
N{algquiloc Ci-C¢)2, Oflalquilo Ci1-Cq), o S(alquilo C;-Cg);
alguinilo C;-C¢ sustituido o no sustituide con NH,, OH,
SH, N{alguilo Ci1-Cg¢)z, O(alquilo C3-C¢), © Slalguilo C;-C¢):
alqueniloc C,;~Cg sustituido o no sustituido con NH,, OH,

SH, N{algquilo C;1-Cg)2, O(alquilo C;-C¢), o S{alquilo C;-Cg).

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R1 es

alquilo C;-Cg terminalmente sustituido con un NH,.

El peptoide de la reivindicacién 47, en donde Rl es 4

aminobutano.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R2 es
alquilo C;-C¢ sustituido o no sustituido con NH;, OH, SH,
N(algquilo C;-Cg)z, Ofalguilo C;~Cg), o S{alquilo Ci;-C¢):
alquinilo C,-Cg sustituido © no sustituido con NH,, OH,
SH, N(alguilo C;-Cg)z, Of{alquilo C:-Cg), © Slalguiloc C;-Cg):
alguenilo C3-C¢ sustituido o© no sustituido con NH,, OH,

SH, N(algquilo C;-Cg¢)z, Ofalquilo C;-Cq), © S(alguilo C;-Cg).
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El peptoide de 1la reivindicacién 44, en donde R2 es

alguilo C;-C¢ terminalmente sustituido con un NH;.

El peptoide de la reivindicacién 50, en donde Rl es 4

aminobutano.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R3 es

alquilo C;-Cs, alquinilo Cp;—Cs, o alguenilo C-Ce.

El peptoide de la reivindicacién 52, en donde R3 es

isobutilo.

El peptoide de la reivindicacidén 44, en donde R4 es un

algquilo C;-Cg¢ terminalmente sustituido con un grupo NHs.

El peptoide de la reivindicacién 54, en donde R4 es un

grupo 4 aminobutanc.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R3 es un

grupo {R)-metilbencilo.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R6 es un

grupo furanilo.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R7 es

alguilo C;-Cs terminalmente sustituido con un NHZ.

El peptoide de la reivindicacién 58, en donde R7 es un

grupo 4 aminobutano.
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El peptoide de 1la reivindicacién 44, en donde R8 es

algquilo C;1-Cg.

El peptocide de la reivindicacién 60, en donde R8 es un

grupo isobutilo.

El peptoide de la reivindicacién 44, en donde R1l, R2, R4,
y R7 son grupos 4-aminobutano; R3 y R8 son grupos
isobutilo; R5 es un grupo (R)-metilbencilo; y R6 es un

grupo furanilo.

El peptoide de la reivindicacién 62, en donde RS
comprende un grupo lisilo terminal, hidroxilo, o
carboxilo.
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