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TOLEROGENIC PEPTIDES FROM MYELIN BASIC PROTEIN

The present invention relates to peptides from myelin basic protein. In perticular, the
invention relates to peptides which comprise a portion of the region 131-158 of myelin
basic protein and their use in the treatment and/or prevention of a disease.

BACKGROUND

In an adaptive immune response, T lymphocytes are capable of recognising internal
cpitopes of a protein antigen. Antigen presenting cells (APC) take up protein antigens and
degrade them into short peptide fragments. A peptide may bind to a major
histocompatability complex (MHC) class I or Il molecule inside the cell and be carried to
the cell surface. When presented at the cell surface in conjunction with an MHC
molecule, the peptide may be recognised by a T cell (via the T cell receptor (TCR)), in
which case the peptide is a T cell epitope.

T cell epitopes play a central role in the adaptive immune response to any antigen, whether
sclf or foreign. The central role played by T cell epitopes in hypersensitivity diseases
(which include allergy, autoimmune diseases and transplant rejection) has been
demonstrated through the use of experimental models. It is possible to induce
inflammatory or allergic diseases by injection of synthetic peptides (based on the structure
of T cell epitopes) in combination with adjuvant.

By contrast, it has been shown to be possible to induce immunological tolerance towards
particular peptide epitopes by administration of peptide epitopes in soluble form.
Administration of soluble peptide antigens has been demonstrated as an effective means of
inhibiting disease in experimental autoimmune encepbalomyelitis (EAE — a model for
multiple sclerosis (MS)) (Metzler and Wreith (1993) Int. Immunol. 5:1159-1165; Liu and
Wraith (1995) Int. Immunol. 7:1255-1263; Anderton and Wreith (1998) Eur. J. Immunol].
28:1251-1261); and experimental models of arthritis, diabetes, and uveoretinitis (reviewed
in Anderton and Wraith (1998) as above). This has also been demonstrated as a means of
treating an ongoing disease in EAE (Anderton and Wraith (1998) as above).
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The use of tolerogenic peptides to treat or prevent disease has attracted considerabl

sttention. One reason for this is that it has been shown that certain tolerogenic epitopes - -

can down-regulate responses of T cells for distinct antigens within the same tissue. This
phenomenon, known as “bystander suppression” means that it should be possible to induce
tolerance to more than one epitope (preferably all epitopes) within a given antigen, and to
more than one antigen for a given disease, using a particular tolerogenic peptide (Anderton
and Wraith (1998) as above). This would obviate the need to.identify all of the pathogenic
autigens within a particular disease.

Peptides are also a favourable option for therapy because of their relatively low cost and
the fact that peptide analogues can be produced with altered immunological properties.
Peptides may thus be modified to alter their interactions with either MHC or TCR.

One possible problem with this approach is that it has been shown that not all peptides
which act as T -cell epitopes are capable of inducing tolerance. The myelin basic protein
(MBP) peptide 89-101 is an immunodominant antigen after immunisation and is also a
very effective immunogen both in terms of: priming for T cell reactivity and induction of
EAE. However, this peptide has been shown to be ineffective at inducing tolerance when
administered in solution (Anderton and Wraith (1998), as above).

A pumber of explanations for the observed hierarchy in the ability of T cell epitopes to
induce tolerance have been proposed (reviewed in Anderton and Wraith (1998) as above).
In particular, it has been proposed that there is a cormrelation between the affinity of the
peptide for the MHC and tolerogenicity (Liu and Wreith (1995) as above), but this does
not tally with some of the observations. For example, MBP[89-101], which is not
tolerogenic, binds to I-AS with relatively high affinity. It is thus not straightforward to
predict which peptides will induce tolerance,

The present inventors have shown that if a peptide epitope is of an appropriate size to be
presented by immature APC without antigen processing, it can induce immunological
tolerance (International patent application number PCT/GB01/03702). The observation

6
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that some T cell epitopes are tolerogenic and others are incapable of inducing tolerance
can therefore be explained by the fact that some epitopes require further processing before
they are capable of being presented by an MHC molecule. These epitopes which require
further processing do not induce tolerance when administered in‘a soluble form, despite
their capacity to induce disease when injected in combination with adjuvant.

The epitopes which do not require further processing are capable of inducing tolerance,
and have been termed “apitopes” (Antigen Processing Independent epiTOPES) by the
inventors.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present inventors have examined the region 131-158 of MBP, and found a number of
peptides which can be presented by fixed antigen presenting cells to T-cells

These peptides-are defined as apitopes, because they are capable of binding 1o MHC class I
orIIwithoutﬁ:rtherp_rocesaing. .

In a first aspect, therefore, the present invention provides an apitope which comprises a
portion of the region 131-158 of myelin basic protein.

The present inventors have also identified two minimal epitopes in this region which are
recognised by particular T-cell clones. The peptide may comprise one or both of these -
epitopes which are MBP 142-152 and 140-148. -

In a preferred embodiment the peptide is selected from the following myelin basic protein
peptides: 134-148, 135-149, 136-150, 137-151, 138-152, 139-153, 140-154,

In a second aspect, the present invention provides a pharmaceutical composition
comprising one or more peptide according to the first aspect of the application.
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In a third aspect, the present invention provides a method for treating and/or preventing a
disease in a subject in need of same which comprises the step of administering a peptide
according to the first aspect of the invention to the subject.

The present invention also provides the use of a peptide according to the first aspect of the
invention in the manufacture of a medicament for use in the treatment and/or prevention of

a disease.

The peptides of the present invention are useful in the prevention and/or treatment of
multiple sclerosis.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 shows the response of T cell clone MS60:D2 to prumtahon of nested MBP
peptides in the region 131-158 by APC.

Figure 2 shows the response of T cell clone N5 to presentation of MBP peptide 140-154
by APC. ’ :

Figure 3 shows the response of T cell clone N5 to presentation of nested MBP peptides in
the region 136-157 by APC.

DETAILED DESCRIPTION OF INVENTION
In a first aspect, the pregent invention relates to a peptide.
Peptides

The term “peptide” is used in the normal sense to mean a sexies of residues, typically L-
amino acids, connected one to the other typically by peptide bonds between the a-amino

4
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and carboxyl groups of adjatent amino acids The term includes modified peptides and
synthetic peptide analogues.

A peptide of the present invention may be any length that is capable of binding to an MHC
class I or I molecule without further processing.

Peptides that bind to MHC class I molecules are typically 7 to 13, more usually 8 to 10
amino acids in length. The binding of the peptide is stabilised at its two ends by contacts
between atoms in the main chain of the peptide and invariant sites in the peptide-binding
groove of all MHC class I molecules. There are invariant sites at both ends of the groove
which bind the smino and carboxy termini of the peptide, Variations is peptide length are
accommodated by a kinking in the peptide backbone, often at proline or glycine residues
that allow the required flexibility.

Peptides which bind ‘to MHC class II molecules are typically between 8 and 20 amino
acids in length, more usually between 10 and 17 amino acids in length, and can be much
longer. These peptides lie in an extended conformation along the MHC II peptide-binding
groove which (unlike the MHC class 1 peptide-binding groove) is open at both ends. The
peptide is held in place mainly by main-chain atom contacts with conserved residues that
line the peptide-binding groove.

The peptide of the present invention may be made using chemical methods (Peptide
Chemistry, A practical Textbook. Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin.). For
example, peptides can be syntbesized by solid phase techniques (Roberge JY et al (1995)
Science 269: 202-204), cleaved from the resin, and purified by preparative high
performance liquid chromatography (e.g., Creighton (1983) Proteins Structures And
Molecular Principles, WH Freeman and Co, New York NY). Automated synthesis may be
achieved, for example, using the ABI 43 1 A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer) in
accordance with the instructions provided by the manufacturer.

The peptide may alternatively be made by recombinant means, or by cleavage from a
longer polypeptide. For example, the peptide may be obtained by cleavage from myelin
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basic protein. The composition of a peptide may be confirmed by amino acid analysis or
sequencing (e.g., the Edman degradation procedure).

The peptide of the invention is derivable from region 131-158 of MBP. Preferably the
peptide is derivable from a fragment of the antigen which arises by natural processing of
the antigen by an APC.

For practical purposes, there are various other characteristics which the peptide should
show. For example, the peptide should be soluble at a concentration which permits its use
in vivo. Preferably the peptide should be soluble at. concentrations of up to 0.5 mg/ml,
more preferably the peptide should be soluble at concentrations of up to 1 mg/ml, most
preferably the peptide should be soluble at concentrations of up to 5 mg/mil.

For intranasal adrhinistration the maximum volume of dose which can be taken up using
current procedures is approximately 200l per nostril. If the peptide is soluble at 1mg/ml,
a double dose to each nostril enables 800pg to be given to the patient. It is unusual to give
more that Smg in any individual dose.

It is also important that the peptide is sufficiently atable in vivo to be therapeutically
useful. The present inventors have found that in vivo, 30 minutes after administration the
total amount of a test peptide drops to about 50%, 4 hours after administration the amount
drops to about 30%, but that after 5 days the peptide is still detectable (at about 5%). The
haif-life of the peptidein vivo should be at Jeast 10 minuies, preferably at least 30 minutes,
more preferably at least 4 hours, most preferably at least 24 hours.

The present inventors have found that following intranasal administration, the amount of
peptide in the draining lymph node peaks at about 4 hrs following administration, however
peptide is still detectable (at levels of about 5% maximum) after 5 days. Preferably the
peptide is sufficiently stable to be present at a therapeutically active concentration in the
druining lymph node for long enough to exert a therapeutic effect.

/0
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Tho peptide should also demonstrate good bioavailability in vivo. The peptide should
maintain a conformation in vivo which enables it to bind to an MHC molecule at the cell

surface without due hindrance,

Mpyelin Basic Protein (MBF)

MBP is an antigen from myelin, which has been previously characterised and sequenced
(Roth et al (1987) J. Neurosci. Res. 17(4) 321-328; Accession number M30516).

The peptides of the present invention are derivable from MBP region 131-158.

Preferably the peptide is or comprises one or more of the minimal T-cell epitopes in the
region, for example the minimal epitope MBP142-152 or 140-148. '

Preferably the peptide is selected from the following myelin basic protein peptides:

MBP peptide Sequence

134-148 YKSAHKGFKGVDAQG
135-149 KSAHKGFKGVDAQGT
136-150 SARKGFKGVDAQGTL
137-151 AHKGFKGVDAQQGILS
138-152 HKGFKGVDAQGTLSK
139-153 KGFKGVDAQGTLSKI
140-154 GFKGVDAQGTLSKIF

Antigen Processing Independent Epitopes (APITOPES)

The peptide of the present invention is capable of binding to an MHC class I or II
molecule (in the peptide-binding groove) without further processing. Such peptides are
known herein as “apitopes™ (Antigen Processing Independent epiTOPES).
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Cell surface presentation of peptides derived from a given antigen is not random and tends
to be dominated by a small number of frequently occurring epitopes. The dominance of a
. particular peptide will depend on many factors, such as relative affinity for binding the
MHC molecule, spatio-temporal point of generation within the APC and resistance to
degradation. The epitope hierarchy for an antigen can change with progression of an
immune response, which has important implications for self-tolerance and autoimmunity.
Immunodominant determinant regions are likely to be good tolerogens. Hence, in a
preferred embodiment, the apitope of the present invention is based on & dominant epitope.

However, after a primary immune response to the immunodominant peptides, epitope
“spreading” may occur to sub-dominant determinants (Lehmann et al (1992) Nature
358:155-157). Presentation of sub-dominant epitopes may be important in triggering
autoimmunity. The apitope of the preseat invention may, therefore be based on a
subdominant epitope.

For any given antigen, cryptic epitopes may also exist. Cryptic epitopes are those which
can stimulate a T cell response when administered as a peptide but which fail to produce
such a response when administered as a whole antigen. It may be that during processing of

the antigen into peptides in the APC the cryptic epitope is destroyed.

A cryptic epitope may act as an apitope in vifro, in that it may be capable of binding to an
MHC molecule without further processing, and inducing anergy in a T cell which
recognises the cryptic epitope. However, such an ap-itope would be unlikely to be
therapeutically useful because it should be incapable of tolerising T cells which recognise
a naturally processed epitope of the antigen.

Epitopes for an antigen may be identified by measuring the T cell response to overlapping
peptides spanning the entire antigen (3ee below) when presented by APC. Such studies
usually result in “nested sets” of peptides, and the minimal epitope for & particular T cell
line/clone can be assessed by measuring the response to truncated peptides.

lZ-
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It cannot be assumed that a minimal epitope of sn antigen will behave as an apitope. It
mey well be that amino ecids flanking the minimal epitope will be required for optiral
binding to the MHC. The apitope should be designed to cover the possibility that there
may be subtle differences between the minimal epitopes of different T cell clones.

It should be emphasised that it may not be possible to identify an apitope for all epitopes.
There is clear evidence that some epitopes bind MHC in a way that is dependent on MHC-
loading in endosomes and hence require processing (Viner et al (1995) Proc. Natl. Acad.
Sci. 92:2214-2218). This is another reason why one cannot assume that each minimal
epitope will inevitably behave as an apitope.

Identification of peptides containing T cell epitopes

There are a number of methods known in the art to identify the T cell epitopes within a
given antigen.

Naturally processed epitopes may be identified by mass spectrophotometric analysis of
peptides eluted from antigep-loaded APC. These are . APC that have either been
encouraged to take up antigen, or have been forced to produce the protein intracellularly
by trensformation with the appropriate gene. Typically APC are incubated with protein
either in solution or suitably targeted to the APC cell surface. After incubation at 37°C the
cells are lysed in detergent and the class I protein purified by, for exemple affinity
chromatography. Trestment of the purified MHC with a suitable chemical medium (for
example, acid conditions) results in the elution of peptides from the MHC. This pool of
peptides is separated and the profile compared with peptide from control APC treated in
the same way. The peaks unique to the protein expressing/fed cells are analysed (for
example by mass spectrometry) end the peptide fragments identified. This procedure
usvally generates information about the range of peptides (usually found in “nested sets™)

generated from a particular antigen by antigen processing.

Another method for identifying epitopes is to screen a synthetic library of peptides which
ovezlap and span the length of the antigen in an in vitro assay. For example, peptides

9
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which are 15 amino acids in length and which overlap by 5 or 10 amine-acids may be
used. The peptides are tested in an antigen presentation system which comprises antigen
presenting cells and T cells. For example, the antigen presentation system may be a
murine splenocyte preparation, a preparation of human cells from tonsil ox PBMC.
Altemnatively, the antigen presentation system may comprise a particular T cell line/clone
and/or a particular antigen presenting cell type.

T cell activation. may be measured via T cell -proliferation (for example using *H-
thymidine incorporation) or cytokine production. Activation of TH1-type CD4+ T cells
can, for example be detected via IFNy production which may be detected by standard
techniques, such as an ELISPOT assay.

Overlapping peptide studies usually indicate the area of the antigen in which an epitope is
lIocated. The minimal epitope for & particular T cell can then be assessed by measuring the
response to truncated peptides. For example if a response is obtained to the peptide
comprising residues 1-15 in the overlepping library, sets which are truncated at both ends
(ie. 1-14, 1-13, 1-12 etc. and 2-15, 3-15, 4-15 etc.) can be used to identify the minimal

epitope.

Antigen Processing Independent Presentation Systems (APIFS)

- Once an epitope has been identified, the next step is to investigate whether it also behaves

as an apitope.

An spitope must be presented to T cells without the need for antigen processing. Having
identified peptides containing T cell epitopes, apitopes may be identified using a
processing free system. Truncated peptides and peptide analogues may be tested for
activation using an antigen processing independent presentation system (APIPS).
Examples of APIPS include:

a) fixed APC (with or without antibodies to CD28);

10
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b) Lipid membranes containing Class I or I MHC molecules (with or without antibodies
to CD28); and

¢) purified natural or recombinant MHC in plate-bound form (with or without antibodies
to CD28). - .

It is known to use fixed APC to investigate T cell responses, for example in studies to
investigate the minimal epitope within a polypeptide, by measuring the response to
truncated peptides (Fairchild ef al (1996) Int. Immunol. 8:1035-1043). APC may be fixed
using, for example formaldehyde (usually paraformaldehyde) or glutaraldehyd-e.

Lipid membranes (which may be planar membranes or liposomes) may be prepared using
artificial lipids or may be plasma membrane/microsomal fractions from APC.

In use, the APIPS may be applied to the wells of a tissue culture plate. Peptide antigens
are then added and binding of the peptide to the MHC portion of the APIPS is detected by
addition of selected T cell lines or clones. Activation of the T cell line or clone may be
measured by any of the methods known in the ait, for exsmple via *H-thymidine
incorporation or cytokine secretion.

Tolerance

The peptides of the present invention should be capable of inducing tolerance to MBP as
they are apitopes for this antigen.

As used herein, the term “tolerogenic” means capable of inducing tolerance.

Tolerance is the failure to respond to an antigen. Tolerance to self antigens is an essential
feature of the immune system, when this is lost, autoimmune disease can result, The
adaptive immune system must maintain the capacity to respond to an enormous variety of
infectious agents while avoiding autoimmune attack of the self antigens contained within
its own tissues. This is controlled to a large extent by the sensitivity of immature T
lymphocytes to apoptotic cell death in the thymus (central tolerance). However, not all

11
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self antigens are detected in the thymus, so death of self-reactive thymocytes remains
incomplete. There are thus also mechanisms by which tolerance may be acquired by
mature self-reactive I’ lymphocytes in the peripheral tissues (peripherul tolerance). A
review of the mechanisms of central and peripheral tolerance is given in Anderton et al
(1999) (Immunological Reviews 169:123-137).

Tolerance may result from or be characterised by the induction of anergy in at least a
portion of CD4+ T cells. In order to activate a T cell, a peptide must associate with a

“professional™ APC capable of delivering two signals to T cells. The first signal (signal 1) .
. is delivered by the MHC-peptide complex on the cell surface of the APC and is received

by the T cell via the TCR. The second signal (signal 2) is delivered by costimulatory
molecules on the surface of the APC, such as CD80 and CD86, and received by CD28 on
the surface of the T cell. It is thought that when a T cell receives signal 1 in the absence of
signal 2, it is not activated and, in fact, becomes anergic. Anergic T cells are refractory to

subsequent antigenic challenge, and may be capable of suppressing other immune -

responses. Anergic T cells are thought to be involved in mediating T cell tolerance.

Without wishing to be bound by theory, the present inventors predict that peptides which
require processing before they can be presented in conjunction with MHC molecules do
not induce tolerance because they have to be handied by mature antigen presenting cells.
Mature antigen presenting cells (such as macrophages, B cells and dendritic cells) are
capable of antigen processing, but also of delivering both signals 1 and 2 to & T cell,
leading to T cell activation. Apitopes, on the other hand, will be able to bind class I MHC
on immature APC. Thus they will be presented to T cells without costimulation, leading
to T cell anergy and tolerance. .

Of course, apitopes are also capable of binding to MHC molecules at the cell surface of
mature APC. However, the immune system contains a greater abundance of immature
than mature APC (it has been suggested that less than 10% of dendritic cells are activated,
Summers et al. (2001) Am. J. Pathol. 159: 285-295). The default position to an apitope
will therefore be anergy/tolerance, rather than activation. '

12
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It has been shown that, when tolerance is induced by peptide inhalation, the capacity of
antigen-specific CD4+ T cells to proliferate is reduced. Also, the production of IL-2, IFN-
v and IL-4 production by these cells is down-regulated, but production of IL-10 is
increased. Neutralisation of IL-10 in mice in a state of peptide-induced tolerance has been
shown to restore completely susceptibility to disease. It has been proposed that a
population of regulatory cells persist in the tolerant state which produce IL-10 and mediate
immune regulation (Burkhart ef al (1999) Int. Immunol. 11:1625-1634).

The induction of tolerance can therefore be monitored by various techniques including:
()  reduced susceptibility to contract the disease for which the peptide is a

target epitope in vivo;
® the induction of anergy in CD4+ T cells (which can be detected by

subsequent challenge with sntigen in vifro);
(c)  changes in the CD4+ T cell population, including
) reduction in proliferation;
(i) . down-regulation in the production of IL-2, IFN-~y and IL-4; and
(iid) _increaseintheproducﬁonofﬂ..—lﬁ.

Jqrget diseases
The peptide of the invention may be used in the treatment and/or prevention of a disease,

The peptides of the present invention are particularly useful in the treatment and/or
prevention of multiple sclerosis (MS). Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory
disease characterised by multiple demyelinating lesions dissemipated throughout the CNS
white matter and occurring at various sites and times (McFarlin and McFarland, 1982 New
England J. Medicine 307:1183-1188 and 1246-1251). MS is thought to be mediated by
uutoreactive T cells.

MBP is immunogenic and MBP-specific T lymphocytes have encephalitogenic activity in
animals (Segal er al., 1994 J. Newoimmunol. 51:7-19; Voskuhl ef al,, 1993 3.
Neuroimmunol 42:187-192; Zamvil ef al., 1985 Nature 317:355-8).

13

/#



* WO 0306464

10

15

20

25

30

PCT/GB03/N0399

Pharmaceutical compasition

In a second aspect, the present invention relates to a pharmaceutical composition
comprising one or more peptide(s) of the first aspect of the invention. The composition
may also comprise one or more apitopes from another region of MBP or from a different

antigen.

The present inventors predict that, despite “bystander suppression” it may be necessary to
target a number of different T cell clones in order to induce tolerance effectively. Hence a
phurality of peptides may be administered to an individual in order to preveut or treat a.
disease. s

The pharmaceutical composition may, for example comprise between 1 and 50 apitopes,
prefeiably between 1 and 15 apitopes. If there is more than one apitope, preferably the
apitopes are either.all able to bind to MHC class 1, or all able to bind MHC class 1I,
without further processing.

‘Where there are two or more apitopes, the pharmaceutical composition may be in the form
of a kit, in which some or each of the apitopes are provided separately for simultaneous,
separute or sequential administration.

Alternatively (or in addition) if the pharmaceutical composition (or any part thereof)-is to
be administered in multiple doses, each dose may be packaged separately.

The pharmaceutical composition may comprise a therapeutically or prophylactically
effective amount of the or each apitope and optionally a pharmaceutically acceptable
carrier, diluent or excipient,

Also, in the pharmaceutical compositions of the present invention, the or each apitope may
be admixed with any suitable binder(s), lubricant(s), suspending agent(s), coating agent(s),
or solubilising agent(s).

14
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Administration

The peptide may be administered in soluble form in the absence of adjuvant.

Preferably the peptide is administered by a mucosal route.

-Studiea have shown that peptide, whm given in soluble form intraperitoneally (i.p.),

intravenously (i.v.) or intranasally (i.n.) or orally can induce T cell tolerance (Anderton
and Wraith (1998) as above; Liu and Wraith (1995) as above; Metzler and Wraith (1999)

Immunology 97:257-263).
Preferably the peptide is administered intranasally.

Smdiuinmiuehzvgdemmmwdthnﬂwdmaﬁonofpepﬁdeadmﬁﬁsmﬁonmqlﬁmdm

. - induce tolerance depends on the precursor frequency of T cells in the recipient (Burkhart

et al (1999) as above). In many experimental studies, it has been shown that repeated
doses of peptide are required to induce tolerince (Burkhart et al (1999) as above). The
exact dosc and number of doses of peptide will therefore depend on the individual,

_ however, in a preferred embodiment & plurality of doses is administered.

If a plurality of peptides is administered simultaneously, they may be in the form of a
“cocktail” which is suitable for administration in single or multiple doses. Altesnstively it
may be preferably to give muitiple doses but vary the relative concentrations of the
peptides between doses.

In a preferred embodiment a “dose escalation™ protocol may be followed, where a plurality
of doses is given to the patient in sscending concentrations. Such an approach has been
used, for example, for phospholipase A2 peptides in immunotherapeutic applications
against bee venom allergy (Miller et al (1998) J. Allergy Clin Immunol. 101:747-754 and
Akdis et al (1998) J. Clin. Invest. 102:98-106).

15
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EXAMPLES

The following examples serve to illustrate the present invention, but should not be
construed as a limitation thercof. The invention particularly relates to the specific
embodiments described in these examples

EXAMPLE 1 — Identification of apitopes within MBP region 134-154

Materials and Methods

Auntigens

Humsn MBP is prepared from brain white matter as described by Deibler et al. (Deibler et
al., 1972 Preparstive.Biochemistry 2:139), snd its purity asscased by SDS-PAGE. MBP
and Mycobacterium tuberculosis purified protein derivative (PPD) (UK Central Veterinary
Laboratory, Surrey) are used in proliferative assays at previously determined optimal
concentrations; the optimum concentration for each antigen is 20 pg/ml. A panel of 15-
mer overlapping peptides spanning MBP region 131-158 are synthesized using standard F-
moc chemistry on en Abimed AMS 422 multiple peptide synthesizer (Abimed,
Langenfeld, Germany). Each peptide is displaced by 1 ea and overlapped by 14 aa.

RPMI-1640 medium supplemented with 20mM HEPES (Sigma, Poole, UK), peniciliin
(100U/ml), streptomycin sulphate (100 mg/ml), and 4 mM L-glutamine (all from Life
Technologies, Paisley, Scotland), is used as the tissue culture medium. Medium without
serum is used for washing Iymphoid cells and TCL. For all culture conditions and assays,
medium is supplemented with 10 % heat inactivated autologous plasma.

T cl
MBP-gpecific T cell lines (TCL) are generated from 8 MS patients and 2 bealthy control
donors. PBMC from each subject are separated as described above and plated out at 1x10°
cells/ml in 6-well plates in the presence of MBP (50 pg/ml); a portion of PBMC from each
subject is regularly frozen and stored for subsequent restimulations. Seven days later the

16
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cells are fed with fresh medium containing 2% IL-2 (Lymphocult-HT; Biotest LTD.,
Birmingham, UK), and on day 12 of culture all cells are restimulated with antigen, IL-2
and irradiated (2500 Rad) autplogous PBMC as a source of antigen presenting cells
(APC), at a cell ratio of 1T cell:5 APC. Cells are expanded in IL-2 every 3-4 days, and on
day 14 are restimulated with antigen, [L-2 and PBMC, as described above. On the day of
the first restimulation cells are examined for specific proliferation to MBP. Briefly, 2x10*
-T cells and 1x10° irradiated autologous PBMC are cultured in triplicate, in 96-well round-
bottom plates, in the presence of MBP. Cells are cultured for 2 days and pulsed with CH)-
Thymidine at 0.4 pCi/well during the last 18 hours of the culture. Cells are then harvested
as described above, and a TCL is considered to be MBP-specific with a S¢cpm >1000 and a

. S>3,

Following 3 restimulation/expansion cycles TCL are cloned using PHA (Sigma, Poole, -

Dorset, UK)) in the presence of autologous irradiated PBMC as APC. T cells are plated
under, limiting dilution conditions at 0.1 cell/well, 0.3 cell/well and 1 cell/well and
cultured in Terasaki plates (Nunc International, Costar) with 1x10* irradiated PBMC,
5pg/ml PHA, and 2% IL-2. After 10-12 days, growth-positive wells are expanded onto 96-

well round-bottom plhtes, using 1x10° irradiated PBMC, 5ug/ml PHA and IL-2. Three _

days later wells are fed with fresh medium containing I.-2, and on day 7 the clones are
expanded onto 48-well plates using 5x10° irradisted PBMC, PHA and IL-2; at this point
clones are tested in proliferation assays for specific responses to MBP. MBP-specific
clones are expanded a week later onto 24-well plates, using 1%10° irrediated PBMC with
PHA or Dynabeads (Dynal, UK) and IL-2. The clones are maintained in 24-well plates
using a 7-10 day restimulation/expansion cycle.

Proliferation agsay

Live or p-formaldehyde fixed Mgar (HL.A-DR2 +ve) cells were incubated with peptides in
serum or in serum alons, together with T cells. The T cell proliferative response was
measured by >H-thymidine uptake as follows. Triplicate aliquots of 100 pl of each culture
were grown in a 96-well round bottom microtitre plate for 48 hours, then pulsed with 0.4
pCi [*H}-Thymidine (Amersham International, Amersham, UK). After 20 hours cells are
barvested onto glass fibre mats (LKB-Wallac, Turku, Finland) using a Mach 111 harvester

17
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96 (Tomtec, Orange, New Jersey, USA). [’H]- Thymidine incorporation is determined
using a Microbeta liquid scintillation counter (LKB-Wallac). Test wells containing antigen
are considered positive when the Scpm >1000 and the Stimulation Index (SI) >3, where SI
= CPM antigen containing culture/CPM culture without antigen.

Results

- -

The response of T cell clone MS60:D2 to presentation of nested MBP peptides in the
region 131-158 is shown in Figure 1.  Peptides 134-148, 135-149, 136-150, 137-151,
138-152, 139-153 and 140-154 are defined as apitopes as they could be presented by fixed
APC to T cells without further processing.

The response of T cell clone N5 to presentation of peptide 140-154 is shown in Figure 2.
This further confirms that peptide 140-154 can be presented by fixed APC without fimther

processing.

EXAMPLE 2 - Identification of the minimum epitope recognised by T cell clones N5
and MS60:D2

Live Mgar cells were incubated with overlapping peptides from MBP region 136-157 in
serum or serum alone, together with N5 T cells. T cell proliferation was measured by *H-

thymiding uptake.

The results are shows in Figure 3. The minimal epitope recognised by T cell clone N5 is

MBP 142-152.

A similar experiment wes performed for T cell clone MS60:D2 (Fig. 1, unfixed Mgar).
The minimal epitope recognised by this T cell clone is MBP 140-148.

18
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‘Various modifications and variations of the described methods and system of the inveation
will be apparent to those skilled in the art without departing from the scope and spirit of
the invention. Although the invention has been described in connection with specific
preferred embodiments, it should be understood that the invention as claimed should not
be unduly limited to such specific embodiments. Indeed, various modifications of the
described modes for carrying out the invention which are obvious to those skilled in
chemistry or biology or related fields are intended to be covered by the present invention.
All publications mentioned in the above specification are herein incorporated by reference.

19

23



10

15

20

25

WO 0306464 PCT/GBOINONIY T +

CLAIMS

1. A peptide which is capable of binding to an MHC class I or II molecule without
further processing, and which comprises a portion of the region 131-158 of myelin basic

protein. )

2, A peptide according to claim 1 which comprises the minimal epitope 142-152
and/or the minimal epitope 140-148.

3. . A peptide according to claim 1 or 2, which is selected from the following myelin
basic protein peptides: 134-148, 135-149, 136-150, 137-151, 138-152, 139-153, 140-154,

4. A peptide according to any preceding claim, for use in the treatment and/or

prevention of a discase.
5. A peptide according to claim 4, wherein the disease is multiple sclerosis.

6. A phannaceutical composition comprising one or more peptide according:to any of
claims 1 to 5. :

7. A method for treating and/or preventing a disease in a subject in need of same
which comprises the step of administering a peptide according to any of claims 1 to 5 to
the subject.

B. The use of a peptide according to any of claims 1 to 5 in the manufacture of a
medicament for use in the prevention and/or treatment of a disease,

20
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PEPTIDOS TOLEROGENICOS DE LA PR TEINA BASICA DE MIELINA

La presente invencién se refiere a péptidos de la proteina basica de
mielina. En particular, la invencion se refiere a los péptidos que constan de una
porcién de la region 131-158 de la proteina basica de mielina y su uso en el
tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad.

ANTECEDENTES

En una respuesta inmunolégica adaptable, los linfocitos T son susceptibles
de reconocer epitopes intemos de un antigeno proteico. Las células que
presentan antigenos (APC) absorben antigenos proteicos y los degradan en
fragmentos cortos de péptidos. Un péptido puede fijarse a una molécula clase | y
1l de mayor histocompatibilidad compleja (MHC) gque se encuentra dentro de la
célula y transportaria a la superficie celular. Cuando se presenta en la superficie
celular en conjuncién con una molécula MHC, se puede raconocer el péptido por
medio de una célula T (por via del receptor de células T (TCR)) en cuyo caso el
péptido es un epitope de célula T.

Los epitopes de células T juegan un rol central en la respuesta
inmunolégica adaptable a cualquier antigeno, ya sea del mismo 6 extrafio. Se ha
demostrado a través de modeios experimentales, el rol central que juegan los
epitopes de células T en las enfermedades de hipersensibilidad (que incluyen la
alergia, las enfermedades auto inmunes y el rechazo al trasplante). Es posible
inducir enfermedades inflamatorias o alérgicas inyectando péptidos sintéticos
(basados en la estructura de epitopes de ceélulas T) en combinacibn con
adyuvante. En coniraste, se ha demostrado que es posible inducir tolerancia
inmunolégica a epitopes péptidos especiales, administrando epitopes péptidos en
forma soluble. Se ha demostrado que la administracién de antigenos de péptidos
solubles es un medio efectivo para inhibir la enfermedad en encéfalo mielitis

autocinmune experimental (EAE — Un modelo para esclerosis miitiple (MS)
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(Metzler y Wraith,1993) Int Immunol.5 : 1159-1165; Liu y Wraith (1895) Int
Inmunol. 7;: 1255-1263; Anderton y Wraith (1998) Eur. J. Inmunol.28: 1251-1261);
y modelos experimentales de artritis, diabetes y uveoretinitis (revisado en
Anderton y Wraith,1998 como se menciona anteriomente). Esto también se ha
probado como un medio para tratar una enfermedad progresiva en EAE (Anderton
y Wraith (1998) como se menciona anteriormente). Ha llamado mucho la
atencién, el uso de péptidos tolerogénicos para tratar o para prevenir la
enfermedad. Una razén para esto es que se ha demostrado que ciertos epitopes
tolerogénicos pueden regular por disminucién las respuestas de las células T a
diferentes antigenos dentro del mismo tejido. Este fendbmeno conocido como
supresion circundante (bystander supression) significa que debera ser posible
inducir tolerancia a mas de un epitope (preferentemente a todos) dentro de un
antigeno determinado y a mas de un antlgeno para una enfermedad dada,
usando un péptido tolerogénico particular (Anderton y Wraith, 1998, como se
menciona anteriormente) esto evitarla la necesidad de identificar todos los
antigenos patégenos dentro de una enfermedad determinada.

Los péptidos también son una opcion favorable para la terapia, debido a su
costo relativamente bajo y al hecho de que péptidos analogos se pueden producir
con propiedades inmunoldgicas alteradas. De este modo los péptidos pueden
modificarse, para alterar sus interacciones ya sea con MHC o con TCR.

Un posible problema con aeste enfoque es que se ha demostrado que no
todos los péptidos que actian como epitopes de células T son capaces de inducir
tolerancia. El péptido de protelna basica de mielina (MBP) 89-101 es un antigeno
inmuno dominante después de la inmunizacion y es también un inmunégenc muy
efectivo tanto en términos de la preparacion para la reactividad de céiulas T como

de la induccién de EAE. Sin embargo, se ha demostrado que este péptido no es
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efectivo para inducir tolerancia cuando se administra en solucién (Anderton y
Wraith, 1998, como se cita anteriormente).

Se han propuesto un nimero de explicaciones para la jerarquia observada
en la capacidad de los epitopes de células T para inducir tolerancia (revisado en
Anderton y Wraith, 1998, como se menciona anteriormente). En particular, se ha
propuesto la existencia de una correlacién entre la afinidad del péptido para el
MHC vy la tolerogenicidad (Liu y Wraith, 1995, como se menciona anteriormente),
pero esto no est4 de acuerdo con algunas de las observaciones. Por ejemplo, la
MBP [89-101], que no es tolerogénica, se fija a I-A® con una afinidad relativamente
alta. Entonces, el predecir cuales péptidos inducirdn tolerancia no es algo
inmediato.

Los inventores de la presenta han demostrado que si un epitope péptido es
de un tamafio apropiado para ser introducido por un APC inmaduro sin proceso
antigeno, puede producir tolerancia inmunolégica (Solicitud de Patente
internacional Numero PCT/GB01/03702). La observacion de que ailgunos epitopes
de células T son tolerogénicos y otros son incapaces de inducir tolerancia se
puede explicar, por lo tanto, por el hecho de que algunos epitopes requieren un
proceso adicional antes de poder ser introducidos por una malécula MHC. Estos
epitopes que requieren un proceso adicional no inducen tolerancia cuando se
administran en forma soluble, a pesar de su capacidad para producir enfermedad
cuando se inyectan en combinacién con un adyuvante.

Los epitopes que no requieren proceso adicional son capaces de inducir
tolerancia y los inventores de la presente los han llamado “apitopes” (Epitopes
Independientes del Procesamiento de Antigenos) (Antigen Processing
Independent epiTOPES).



SINTESIS DE LA INVENCION

Los inventores de la presente han examinado la regidén 131-158 de MBP y
han encontrado una serie de péptidos que pueden presentarse por medio de
células fijas presentadoras de antigenos a las células T.

Estos péptidos se definen como apitopes, porque son capaces de fijarse al
MHC clase | o |l sin proceso adicional.

Por lo tanto en un primer aspecto, la presente invencién provee un apitope
que consta de una porcién de la region 131-158 de proteina basica de mielina.
Los inventores de la presents, también han identificado dos epitopes minimos en
esta regién que son reconocidos por clones de células T determinados. El péptido
puede constar de uno o ambos de estos epitopes que son el MBP 142-152 y
140-148.

En una realizacién preferida el péptido se selecciona de los siguientes
péptidos proteicos basicos de mielina: 134-148, 135-149, 136-150, 137-151, 138-
152, 139-153, 140-154.

En un segundo aspecto, la presente invencién brinda una composicidn
farmacéutica que consta de uno o mas péptidos de acuerdo con el primer aspecto
de la solicitud.

En un tercer aspecto, la presente invencién brinda un método de
tratamiento y/o prevencién de una enfermedad en un sujeto que lo necesita, y que
consta del paso de administrar al sujeto un péptido de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion.

La presente invencion también brinda el uso de un péptido de acuerdo con
el primer aspecto de la invencién en la fabricacion de un medicamento para ser
usado en el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad.

Los péptidos de la presente invencioén son (tiles para la prevencion y/o

tratamiento de la esclerosis miiltiple.



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra |a respuasta del clon de células T MS60.:D2 a la
presentacién de los péptidos MBP anidados en la regién 131-158 por APC.

La Figura 2 muestra |a respuesta del clon de células T N5 a la presentacion
del péptido MBP 140-154 por APC.

La Figura 3 muestra la respuesta del clon de células T N5 a la presentacion
de los péptidos MBP anidados en la regién 136-157 por APC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un péptido.
PEPTIDOS

El término “péptido” se usa en el sentido normal para referirse a una serie
de residuos, tipicamente aminoacidos L, unidos entre sf como es tipico por
enlaces péptidos entre grupos a-amino y carboxilo de aminoécidos adyacentes. El
término incluye péptidos modificados y péptidos sintéticos analogos.

Un péptido de la presente invenciéon puede tener cualquier longitud que le
permita unirse a una molécula MHC Clase | o Il sin proceso adicional.

Los péptidos que se unen a moléculas MHC Clase | tienen tipicamente de
7 a 13, mas usualmente de 8 a 10 aminoacidos de longitud. La unién del péptido
se estabiliza en sus dos extremos por los contactos entre los atomos que estan en
la cadena principal del péptido y los sitios invariantes de la unién-peptidica
eniazante de todas ias moléculas MHC Cliase i. Hay sitios invariantes a ambos
extremos del vinculo que unen las terminales amino y carboxi del péptido. Las
variaciones en la longitud del péptido se acomodan por medio de un enrollamiento
en la columna vertebral del péptido, a menudo en residuos de prolina o de glicina
que permiten la flexibilidad requerida.

Los péptidos que se unen a moléculas MHC Clase I, tienen tipicamente

entre 8 y 20 aminoacidos de longitud, mas usualmente entre 10 y 17 aminoacidos
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de longitud y pueden ser mucho mas largos. Estos péptidos yacen en una
estructura extendida a lo largo de la unién-peptidica enlazante de MHC Clase Il la
cual (a diferencia de la unién-peptidica enlazante MHC Clase 1) esta abierta en
ambos extremos. E| péptido se mantiene en el lugar principalmente por medio de
los contactos de los atomos que estdn en la cadena principal con residuos
conservados que alinean la unibn-peptidica enlazante.

El péptido de [a presents invencién, se puede obtener utilizando métodos
quimicos (Peptide Chemistry, A Practical Text Book. Mikos Bodansky, Springer-
Verlag, Berlin). Por sjemplo, los péptidos se pueden sintetizar por medio de
técnicas de fase solida (Roberge JY et al., 1995, Science 269: 202-204),
segmentados de la resina, y purificados por medio de cromatografia preparativa
liquida de alta resolucion (por ejemplo, Creighton, 1983, Proteins Structures and
Molecular Principles, WH Freeman and Co, New York NY). Se puede lograr la
Sintesis Automatizada, por ejemplo utilizando un Sintetizador de Péptidos ABI 431
A (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones que brinda el fabricante.

Altemativamente, el péptido puede obtenerse por medios re combinantes, o
por segmentacion de un polipéptido mas largo. Por ejemplo, el péptido se puede
obtener por segmentacién de la proteina basica de mielina. Se puede confirmar la
composicion del péptido por medio del andlisis de los aminoacidos o por
secuenciacion (Ej.: el procedimiento de degradacion de Edman).

El péptido de Ia invencidn es derivable de la regién 131-158 de MBP. El
péptido puede, preferentemente, derivar de un fragmento del antigeno que surge
del procesamiento natural del antigeno por un APC.

Con fines practicos hay otras varias caracteristicas que deberla mostrar el
péptido. Por ejemplo, el péptido deberla ser soluble en una concentraciébn que
permitiera su uso “in vivo". El péptido deberia ser, preferentemente, soluble en

concentraciones de hasta 0,5 mg/mi; mas preferentemente, el péptido deberla ser



soluble en concentraciones de hasta 1 mg/ml; mas preferentemente ain, el
péptido deberia ser soluble en concentraciones de hasta 5 mg/ml Para la
administracidn intranasal, el volumen méaximo de dosis que puede admitirse
usando los procedimientos corrientes es de aproximadamente 200 x4l por fosa
nasal. Si el péptido es soluble en 1 mg/ml, se le puede administrar al paciente una
dosis doble de 800 xg en cada fosa nasal. Es inusual administrar mas de 5 mg en
cualquier dosis individual.

Es también importante que el péptido sea lo suficientemente estable “in
vivo" para que sea util terapéuticamente. Los inventores de la presente han
encontrado que “in vivo" 30 minutos después de la administraciéon de la cantidad
total de un péptido de prueba, cae aproximadamente a 50%. 4 horas después de
la administracion, la cantidad cae aproximadamente a 30%, pero después de
cinco dias el péptido es alin detectable (a aproximadamente 5%). El periodo de
vida medio del péptido “in vivo" deberia ser por lo menos de 10 minutos,
preferentemente por lo menos de 30 minutos, mas preferentemente por lo menos
de 4 horas, méas preferentemente alin de por lo menos 24 horas.

Los inventores de la presente han encontrado que después de ia
administracion intranasal la cantidad de péptido en el ganglio linfatico drenante,
alcanza su pico maximo aproximadamente 4 horas después de la administracién,
sin embargo el péptido ain se puede detectar (a niveles de aproximadamente 5%
como méaximo) después de 5 dias. El péptido es, preferentemente, lo
suficientemente estable como para estar presente en una concentracién
terapéuticamente activa en el ganglio linfatico drenante, durante el tiempo
suficiente como para producir un efecto terapéutico.

El péptido deberia también demostrar buena biodisponibilidad "in
vivo".También deberla mantener una conformacién “in vivo® que le permitiera

fijarse a una molécula de MHC en la superficie celular sin obstéculos.
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Proteina Basica de Mielina { MBP) La MBP es un antigeno de ia mielina,
que previamente se ha caracterizado y secuenciado (Roth et al.,1987J
Neurosci.Res 17 (4) 321-328; Namero de acceso M30516.)

Los péptidos de la presente invencion derivan de la regiéon MBP 131-158.

Preferentemente, el péptido tiene o consta de uno o mas de los epitopes de
células T minimos en la regién, por ejemplo el epitope minimo MBP 142-152 6
140-148.

Preferentemente el péptido se selecciona de los siguientes péptidos

proteicos bésicos de mielina.

Péptido MBP Secuencia

134-148 YKSAHKGFKGVDAQG
135-149 KSAHKGFKGVDAQGT
136-150 SAHKGFKGVDAQGTL
137-151 AHKGFKGVDAQGTLS
138-152 HKGFKGVDAQGTLSK
139-153 KGFKGVDAQGTLSKI
140-154 GFKGVDAQGTLSKIF

Epitopes Independientas del Procasamiento de Antigenos (APITOPES)

El péptido de la presente invencidon es capaz de unirse a una molécula
MHC Clase | 6 |l (en la unién-peptidica enlazante) sin proceso adicional. Dichos
péptidos se conocen en la presente como “apitopes” (Epitopes Independientes del
Procesamiento de Antigenos).

La presentacion de la superficie celular de los péptidos que derivan de un
antigeno dado no es casual y tiende a ser dominada por un pequefio numero de
epitopes que se presentan frecuentemente. El predominio de un péptido

determinado, dependerd de muchos factores tales como la afinidad relativa para
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fijar [a molécula de MHC, punto de generacién-temporal dentro de las APC y
resistencia a la degradacidn. La jerarquia del epitope por un antigeno puede
cambiar con la progresiéon de una respuesta inmunolégica, que tiene implicancias
importantes para la auto tolerancia y la auto inmunidad. Las regiones
determinantes de inmuno dominio son probablemente buenos tolerdgenos. En
consaecuencia en una realizacién preferida, el apitope de la presente invencion se
basa en un epitope dominante.

Sin embargo, después de una respuesta inmunoldgica primaria a los
péptidos inmuno dominantes, puede ocumir el “"despliegue” del epitope a
determinantes sub-dominantes (Lehmann et al., 1992. Nature 358:155-157). La
presentacion de los epitopes sub-dominantes puede ser importante para disparar
la auto-inmunidad. El apitope de la presente invencién puede por lo tanto basarse
en un epitope sub-dominante.

También pueden existir los epitopes cripticos, para cualquier antigeno
dado. Los epitopes cripticos son aquellos que pueden estimular una respuesta
celular T, cuando se administran como un péptido, pero que no logran producir tal
respuesta, cuando se administran como un antigeno completo. Puede ocurrir que
durante el procesamiento del antigeno a péptidos en las APC se destruya el
epitope criptico.

Un epitope criptico puede actuar como un apitope “in vitro” al ser capaz de
fijar una molécula de MHC sin proceso adicional e inducir anergia en una célula T
que reconoce al epitope criptico. Sin embargo, serfa improbable que tal epitope
fuera terapéuticamente atil, porque no seria capaz de tolerar células T que
diferenciaran un epitope naturaimente procesado, del antigeno.

Los epitopes para un antigeno se pueden identificar midiendo la respuesta
de las celulas T a los péptidos solapados que cubren el antigeno completo (ver

abajo) cuando son presentados por medio de APC. Dichos estudios generalmente
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resultan en “conjuntos anidados de péptidos” y el epitope minimo para una
linea/clon de células T determinadas puede evaluarse midiendo la respuesta a los
péptidos truncados.

No se puede suponer que un epitope minimo de un antigeno, se
comportara como un apitope. Puede suceder que se necesiten los aminoacidos
que bordean al epitope minimo para la fijacidon éptima al MHC. El apitope deberia
disefarse para cubrr la posibilidad de que hubiera diferencias sutiles entre los
epitopes minimos de los diferentes clones celulares T.

Se deberla destacar que tal vez no sea posible identificar un apitope para
todos los epitopes. Hay una clara evidencia de que algunos epitopes fijan el MHC
en una forma que depende de la carga de MHC en los endosomas y por lo tanto
requieren procesamiento (Viner et al., 1995 Proc Natl. Acad. Sci. 92:2214-2218).

Esta es otra razdon por la cual no se puede suponer que cada epitope
minimo se comportara inevitablemente como un apitope.

Identificacién de los péptidos que contienen epitopes de células T

Hay un ndmero de métodos conocidos en la técnica para identificar los
epitopes de células T dentro de un antigeno dado.

Los epitopes procesados naturaimente pueden identificarse por medio de
un analisis espectrofotométrico de masa de péptidos eluidos de las APC cargadas
de antigenos. Estas son APC que han sido estimuladas para absorber
antigeno, o que han sido forzadas a producir la proteina intracelularmente por
transformacion con el gen apropiado. Tipicamente las APC se incuban con
proteina, ya sea en solucion o adecuadamente dirigida a la superficie celular de
las APC. Después de la incubacién a 37°C, las células se disuelven en
detergente y la proteina clase 2 se purifica, pot ejemplo, por cromatografia afin. Ef
tratamiento del MHC purificado en un medio quimico adecuado (por ejemplo:

condiciones 4cidas) da por resultado la elucidon de péptidos del MHC. Esta
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agrupacion de péptidos se separa y el perfil se compara con el péptido del APC
testigo, tratado en la misma forma. Los puntos maximos exclusivos de las células
proteicas explicitas/alimentadas se analizan (por ejemplo, por medio de
espectrometria de masa) y se identifican los fragmentos de péptidos. Este
procedimiento usualmente da informacién sobre la escala de los péptidos
(generalmente se encueniran en los “conjuntos anidados®) generados de un
antigeno particular por medio del procesamiento del antigeno. Otro método para
identificar epitopes es enmascarar un conjunto de péptidos sintético que se solapa
y extiende la longitud del antigeno en un ensayo “in vitro®. Por ejemplo, pueden
usarse péptidos que tengan 15 aminodcidos de longitud y 5 6 10 aminoacidos
solapados. Los péptidos se prueban en un sistema de presentacion de antigenos
que consta de células que presentan antigenos y células T. Por ejemplo, el
sistema de presentacion de antigenos puede ser una preparacion de esplenocito
de murino, una preparacién de células humanas de amligdala o de PBMC.
Alternativamente, el sistoma de presentacién del antigeno puede constar de una
linea/clon de células T determinada/o y/o un antigeno determinado que presente
el tipo de célula.

Se puede medir la activacion de células T via la proliferacién de células T
(usando, por ejemplo, la absorcién de *H-Timidina) o la produccién de citosina. La
activacion de las células T del tipo TH1 CD4+ puede por ejemplo detectarse por
medio de la produccion de IFNy que puede detectarse por técnicas estandar tales
como un ensayo ELISPOT.

Los estudios de péptidos solapados generalmente indican el area del
antigeno en que se ubica un epitope. Se puede luego determinar el epitope
minimo para una célula T especial, midiendo la respuesta de los péptidos
truncados. Por ejemplo, si se obtiene una respuesta a los residuos 1-15 que

contienen péptidos en el conjunto solapado, se pueden usar conjuntos que estén
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truncados en ambos extremos para identificar el epitope minimo.(ejemplo 1-14, 1-
13, 1-12, etc. y 2-15, 3-15, 4-15, efc. )

Sistemas Presentadores Independientes del Procesamienfo de
Antigenos (APIPS)

Una vez que se ha identificado un epitope, el paso siguiente es investigar si
también se comporia como un apitope.

Un apitope debe presentarse a las células T sin necesidad de procesar
antigenos. Habiendo identificado a los péptidos que contienen epitopes de células
T. los apitopes pueden identificarse usando un sistema libre de procesamiento.
Los péptidos truncados y los péptidos anélogos se pueden evaluar por medio de
la activacion usando un sistema presentador independiente del procesamiento de
antigenos (APIPS).

Los ejemplos de APIPS, incluyen:

a) APC fijo (con o sin anticuerpos a CD 28);

b) Membranas de liquidos que contienen moléculas MHC clase | o Il (con o
gin anticuerpos a CD 28), y

¢) MHC natural o recombinante purificado en forma de placas unidas (con o
sin anticuerpos a CD 28)

Se conoce el uso de APC fijo para investigar las respuestas de las células
T, por ejempio en estudios para investigar el epitope minimo dentro de un
polipéptido, midiendo la respuesta a los péptidas truncados (Fairchild et al., 1996.
Int. immunol. 8: 1035-1043). Se puede fijlar el APC usando, por ejemplo
formaldehldo. (en general paraformaldehido) 6 glutaraldehido.

Las membranas de lipidos (que pueden ser membranas planas ©
liposomas) pueden prepararse usando lipidos artificiales o pueden ser fracciones

de membranas plasmaticas /microsomales de APC.

37



13

En la utilizacién, los APIPS se pueden aplicar a las cavidades de una placa
de cultivo de tejidos. Luego se agragan antigenos peptidicos y se detacta la unidn
del péptido a la porcién de MHC de los APIPS, agregando lineas o clones de
células T seleccionadas. Se puede medir la activacion de la linea o del clon de
células T por cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, por
medio de la absorcién de H Timidina o de la secrecién de citosina.

Tolerancla.

Los péptidos de la presente invencion deberlan ser capaces de inducir
tolerancia al MBP pues son apitopes para este antigeno

.Como se usa aqul, el tdrmino “tolerogénico™ significa capaz de inducir
tolerancia.

La tolerancia es la falta de respuesta a un antigeno. La tolerancia a los auto
antigenos es un rasgo esencial del sistema inmunolégico, cuando éste se pierde
puede sobrevenir la enfermedad auto inmunoldgica. El sistema inmunolégico
adaptable debe mantener la capacidad de respuesta a una enorme variedad de
agentes infecciosos, mientras se evita el ataque auto inmune de los auto
antigenos contenidos dentro de sus propios tejidos. Esto se controla en gran
medida por medio de Ia sensibilidad de los [eucocitos T inmaduros, a ia muerte
celular apoptdtica en el timo (tolerancia central) sin embargo, no se detectan
todos los auto antigenos en el timo, entonces la muerte de los timacitos auto
reactivos permanece incompleta. De ese modo, hay también mecanismos por
medio de los cuales se puede adquirir tolerancia por medio de los linfocitos T
auto reactivos maduros, en los tejidos periféricos (tolerancia periférica). En
Anderton et al., 1999, Immunological Reviews 169:123-137, aparece una revision
de los mecanismos de tolerancia central y periférica.

La tolerancia puede ser la causa de anergia, 0 caracterizarse por la

induccién de la misma en por lo menos una porcion de las células T CD 4+. Para
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activar una célula T un péptido puede asociarse con una APC “profesional” capaz
de transmitir dos sefiales a las células T. La primera sefial (sefial 1) es transmitida
por el complejo de péptidos MHC sobre ia superficie celular de ias APC y es
recibida por la célula T via los TCR. La segunda sefial (sefial 2) es transmitida por
las moléculas coestimuladoras sobre la superficie de las APC, tales como las CD
80 y las CD 86 y recibida por la CD 28 sobre la superficie de la célula T. Se
piensa que cuando una célula T recibe la sefial 1 en ausencia de la sefial 2, no se
activa, y, en realidad, se vuelve anergética. Las células T anergéticas son
refractarias a la prueba antigena subsiguiente y pueden ser capaces de suprimir
otras respuestas inmunolégicas. Se piensa que las células anergéticas T, estan
involucradas con la tolerancia atenuante de las células T.

Sin desear cefiirse a la teoria, los inventores de la presente predicen que
los péptidos que requieren procesamiento antes de poder presentarse en fusion
con las moléculas MHC, no inducen tolerancia, porque tienen que ser tratados
por medio de células maduras presentadoras de antigenos. Las células maduras
presentadoras de antigenos (tales como los macréfagos, las células B y las
células dendriticas son susceptibles del procesamiento antigeno, pero también de
transmitir la sefial 1 y la sefial 2 a una célula T, que conduce a la activacion de la
célula T. Los apitopes, por otra parte, podran fijarse a las MHC clase Il sobre las
APC inmaduras. Asl se introducirdn a fas ceélulas T sin coestimulacién,
conduciendo a la anergia celular T, y a |a tolerancia.

Por supuesto, los apitopes también son capaces de fijarse a las moléculas
MHC en la superficie celular de las APC maduras. Sin embargo, el sistema
inmunolégico contiene un caudal mayor de APC inmaduras que de APC

maduras.
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(Se ha sugerido que se activan menos del 10% de las células dendriticas,
Summers et al., 2001 Am J. Pathol. 159: 285-295). La posicién eménea a un
apitope sard, por lo tanto, de anergia/tolerancia, mas que de activacion.

Se ha demostrado que, cuando la tolerancia es inducida por medio de la
inhalacién de los péptidos, la capacidad para proliferar de las células T CD4+
antigeno-especificas, se reduce. También la produccién de los IL 2, la produccién
de los IFN —y y de los IL4, por medio de estas células se regula por disminucion,
pero la produccién de los IL-10 aumenta. La neutralizacién de los IL-10 en ratones
en estado de tolerancia inducida por los péptidos, ha demostrado que restituye
completamente la susceptibilidad a la enfermedad. Se ha planteado que una
poblacién de células reguladoras persiste en el estado de tolerancia que producen
IL-10 vy la regulacion inmunoldgica atenuante (Burkhart et al. 1999, Int immunol.
11: 1625-1634).

La induccién de tolerancia puede, por lo tanto, monitorearse por medio de
varias técnicas, incluyendo:

a) Susceptibilidad reducida a contraer la enfermedad para la cual el péptido
es un epitope al que se apunta in vivo.

b) La induccién de anergia en las células T CD4+ (que pueden detectarse
por medio de la prueba subsiguiente con antigeno in vitro);

¢) Cambios en ia poblacién de células T CD4+ (incluyendo

(i) reduccién de la proliferacién
(i) regulacion por disminucién en la produccién de IL2, IFN-y e
IL4;y
(iii) aumento en la produccion de IL 10
Enfermedades a las que se apunta.
El péptido de la invencién puede usarse en el tratamiento y/o prevencién de

una enfermedad.
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Los péptidos de la presente invencion son particularmente atiles en el
tratamiento y/o la prevencién de la esclerosis maltiple (MS). La esclerosis maitiple
(MS) es una enfermedad inflamatoria crénica que se caracteriza por lesiones
desmielinizantes multiples diseminadas en toda la materia blanca del CNS y que
tiene lugar en diversos lugares y tiempos (McFarlin y McFarland, 1982. New
England J. Medicine 307: 1183-1188 y 1246-1251). Se piensa que la MS puede
atenuarse por medio de células autoreactivas.

El MBP es inmunoldgico y los linfocitos T MBP-especificos tienen actividad
encefalogénica en animales (Segal et al, 1994. J.Neuroimmunol. 51: 7-
19.Voskubhl et al., 1993. J. Neuroimmunol. 42: 187-192; Zamvil et al., 1985 Nature
317: 355-8.)

Composiciéon farmacéutica.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion
farmacéutica que consta de uno o mas péptidos del primer aspecto de la
invenciéon. La composicion también puede constar de uno o mas apitopes de otra
regién de MBP o de un antigeno diferente.

Los inventores de la presente predicen que, a pesar de la "supresion
circundante® puede ser necesario dirigir una serie de clones de células T
diferentes, para inducir tolerancia de manera efectiva. De ahi que se le puedan
administrar a un individuo una diversidad de péptidos para prevenir o tratar una
enfermedad.

La composicidn famacéutica, por ejemplo, puede comprender entre 1 y 50
apitopes, preferentemente entre 1 y 15 apitopes. Si hay méas de 1 apitope, los
apitopes, preferentemente, son todos capaces de fijarse ya sea a las MHC clase |

o a las MHC clase I, sin procesamiento adicional.
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Donde haya 2 o més apitopes, la composicién farmacéutica puede estar en
forma de conjunto, en el cual algunos o cada uno de los apitopes se proveen en
forma separada para [a administracién simultanea, separada o secuencial.

Altemativamente (0o ademas) si la composicion farmacéutica (o cualquier
parte de la misma) debe administrarse en dosis mdltiples, cada dosis puede
envasarse en forma separada.

La composicion farmacéutica puede constar de una cantidad terapéutica o
profilActicamente efectiva de apitopes o de cada uno de ellos, y opcionalmente
constar de un portador, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente
aceptables.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, también los
apitopes o cada uno de elios pueden mezclarse con cualquier aglutinante(s),
lubricante(es), agente(s) de suspensidn, agents(s) cobertor{es), o agente(s)
solubilizante(s) adecuados.

Administracién.

El péptido puede administrarse en forma soluble en ausencia del
adyuvante.

El péptido se administra preferentemente por via mucosa.

Los estudios han demostrado que el péptido puede inducir tolerancia de ias
células T, cuando se administra en forma soluble intraperitoneaimente (i.p), en
forma intravenosa (i.v) o intranasal (i.n) u oralmente (Anderton and Wraith, 1998,
como se cita anteriormente, Lid y Wraith, 1995, como se cita anteriormente;
Metzler y Wraith, 1998 Immunology 97: 257-263).

El péptido se administra preferentemente en forma intranasal.

Los estudios en ratones han demostrado que la duracién de la
administracién de péptidos requerida para inducir tolerancia depende de la

frecuencia precursora de las células T en el receptor (Burkhart et al., 1998 como
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se cita anteriormente). En muchos estudios experimentales se ha demostrado que
se requieren repetidas dosis de péptidos para inducir tolerancia (Burkhart et al.,
1999 como se cita anteriorments). Por lo tanto, la dosis exacta y el nimero de
dosis de péptidos dependera del individuo; sin embargo, en una realizacion
preferida se administra una pluralidad de dosis.

Si se administran simultdneamente una pluralidad de péptidos, puede
hacerse en forma de “cocktail “, 10 que resulta adecuado para administrarse en
dosis simples o multiples. Altemativamente seria preferible administrar dosis
multiples, aunque variando las concentraciones relativas de los péptidos entre las
dosis.

En una realizacion preferida se puede seguir un protocolo de
“intensificacion de dosis”, donde se da al paciente una cantidad de dosis en
concentraciones crecientes. Dicho enfoque se ha usado, por ejemplo, para
péptidos de fosfolipasa A2 en aplicaciones de inmunoterapia contra la alergia al
veneno de la abeja (Muller et al., 1998 J. Allergy Clin Immunol. 101: 747-754 y
Akdis et al., 1998,J. Clin.Invest. 102: 98-106)

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencién, pero no
deberlan interpretarse como limitativos de la misma. La invencion se refiere
particularmente a las realizaciones especificas descriptas en estos ejemplos:

Ejemplo 1- Identificacién de los apitopes dentro de la regién 134-154
de MBP

Materiales y métodos

Antigenos.

El MBP humanoc se prepara a partir de materia cerebral blanca, como lo
describen Deibler et al. (Deibler et al. 1972, Preparative Biochemistry 2: 139), y
su pureza se determina por SDS-PAGE. Se usa MBP y derivados de proteinas

{5
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purificadas de tuberculosis micobacteriana (PPD) (Reino Unido, Laboratorio
Veterinario Central, Surrey) en ensayos proliferativos a concentraciones éptimas
previamente determinadas; la concentracién 6ptima para cada antigeno es de
20pg/ml. Se sintetiza un panel de péptidos solapados de 15-mer. que abarcan la
regiéon 131-158 de MBP, utilizando quimica estandar F-moc, sobre un sintetizador
mditiple de péptidos Abimed AMS 422 (Abimed, Langenfeld, Alemania). Cada
péptido es desplazado por 1 aa y solapado por 14 aa.

Medio de cultivo del tejido

El medio RPMI 1640 se usa como medio de cultivo del tejido,
suplementado con 20mM HEPES (Sigma, Poole, UK), penicilina (100 U/mt),
sulfato de estreptomicina (100 mg/ml) y 4 mM L-glutamina (todos de Life
Technology, Paisley, Escocia). Se utiliza un medio sin suero para lavar las células
linfoideas y el TCL. Para todas las condiciones de cultivos y ensayos, el medio se
complementa con 10% de plasma autoderivado inactivo al calor.

Generaclén de clones de células T

Las lineas de células T MBP-aspecificas se generan a partir de 8 pacientes
con MS y dos donantes saludables controlados. Se separan ios PBMC de cada
sujeto como se describe anteriormente y 1x10° céiulas/mi se colocan en 6 placas
concavas en presencia de MBP (50 ug/ml); se congela regularmente una porcién
de PBMC de cada sujeto y se almacena para reestimulaciones subsiguientes.
Siete dfas mas tarde, las células se alimentan con un medio nuevo que contenga
2% de IL-2 (Lymphocuilt- HT; Biotest LTD.,Birmingham, UK ), y en el dia 12 del
cultivo se reestimulan todas las células con antigeno, IL-2 y PBMC imadiado (2500
Rad ) autoderivado como una fuente de antigeno que introduce células (APC) a
una razdn celular de una célula T:5APC. Las células se expanden en IL-2 cada 3
0 4 dias, y en el dia 14 se reestimulan con antigeno, IL-2 y PBMC, como se

describe anteriormente. En el dia de la primera reestimulacion, las células se
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examinan para proliferacion especifica a MBP. En resumen, se cultivan por
triplicado 2 x 10* células T y 1x 10° PBMC irradiado autoderivado, en 96 placas
concavas de fondo redondo, en presencia de MBP. Las células se cultivan
durante 2 dias y se les agrega en forma de pulsos (*H) Timidina a 0.4
pCilconcavidad durante las dltimas 18 horas del cultivo. Las células se cosechan
luego como se describe anterioomente y un TCL se considera como
MBP-especifico con un dcpm > 1000 y un SI| >3.

A continuacibn se clonan los TCL siguiendo 3 ciclos de
reestimulacidon/expansion utilizando PHA (Sigma, Poole, Dorset, UK) en presencia
de PBMC irradiado autoderivado como APC. Las ceélulas T se colocan en una
placa bajo condiciones de diluciéon limitantes a 0,1 célula/concavidad y a 0,3
célula/concavidad y a 1 célula/concavidad y se cultivan en placas Terasaki (Nunc
Internacional, Costar con 1x 10* de PMC imadiado, 5 ug /mi de PHA y 2% de IL-2.
Después de 10-12 dias, las cavidades con crecimiento positivo se expanden a 96-
placas concavas con fondo redondo usando 1x 10° de PBMC irradiado, 5 ug/ml
de PHA y de IL-2. Tres dias mas tarde las cavidades se alimentan con medio
nuevo que contenga IL-2 y en el dia 7, los clones se expanden a las placas
concavas 48 usando 5 x 10° de PBMC irradiado, PHA e IL-2; En este punto los
clones se prueban en ensayos de proliferacién para respuestas especificas al
MBP. Los clones de MBP especifico se expanden una semana mas tarde a las
placas concavas 24, usando 1x 10° de PBMC irradiado con PHA o Dynabeads
(Dynal, UK.) e IL-2. Los clones se mantienen en las placas concavas 24, usando
un ciclo de reestimulacién/expansion de 7 a 10 dias.

Ensayo de Proliferacién.

Se incubaron células vivas o Mgar fijo de p-formaldehido (HLA-DRR+ve)
con péptidos en suero o en suero solo, junto con células T. La respuesta

proliferativa de célula T se midi6 por absorcidn de *H-Timidina de la siguiente

{3
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manera: se hicieron crecer durante 48 horas allcuotas triplicadas de 100 ul de
cada cultivo en una placa cdncava microtitulo de fondo redondo 96, luego se le
agregan en forma de pulsos 0,4 u4Ci PH] Timidina (Amersham Intemnacional,
Amersham UK). Después de 20 horas las células se cosechan en moldes de fibra
de vidrio (LKB- Wallac, Turku, Finland) utilizando un cosechador Mach 111 96
(Tomtec, Orange, New Jersey, USA). La incorporacién de PH] Timidina se
determina usando un contador de centelleo liquido Microbeta (LKB Wallac). Las
cavidades de prueba que contienen antigeno se consideran positivas cuando el
dcpm > 1000 vy el Indice de estimulacién (Sl) > 3, donde S! = antigeno de CPM
que contiene cultivo/cultivo CPM sin antigeno.

Resultados

En la figura 1 se muestra la respuesta del clon de células T MS 60:D2 a la
introduccion de los péptidos MBP anidados en la regién 131-158. Los Péptidos
134-148, 135-149, 136-150, 137-151, 138-152, 139-153, y 140-154 se definen
como apitopes ya que podrian introducirse a las células T por APC fijos sin
procesamiento adicional.

En la Fig 2 se muestra la respuesta del clon de células T N5 a la
introduccidn de péptidos 140-154. Esto confirma ademas que el péptido 140-154,
puede introducirse por APC fijo sin procesamiento adicional.

Ejemplo 2. Identificacion del epitope minimo reconocido por los
clones de células T N5 y MS 60:D2

Se incubaron células Mgar vivas con péptidos solapados de la region 136-
157 de MBP en suero o suero solo, junto con células T N5. La proliferacion de
células T se midié por absorcion de *H Timidina.

Los resultados se muestran en la fig 3. El minimo epitope reconocido por el
clon de células T N5 es MPB 142-152.

49
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Se realiz6 un experimento similar para el clon de células T MS 60:D2 (Fig
1, Mgar no fijo). El minimo epitope reconocido por el clon de células T es MBP
140-148.

Para aquellos entendidos en la técnica se pondran de manifiesto varias
modificaciones y variaciones de los métodos y el sistema de la invencion
descriptos, sin apartarse del alcance y el esplritu de la invenciébn. Aunque la
invencion se ha descrito en conexién con realizaciones preferidas especfficas,
debe entenderse que la invencién tal como se reivindica, no debe limitarse
indebidamente a dichas realizaciones especificas. Por cierto, se intenta que la
presente invencion abarque varias modificaciones a los modos descritos para
llevar a cabo la invencién, que resultan obvios para aquellos expertos en qulmica
o biologla o campos relacionados. Todas las publicaciones mencionadas en la
especificacion descrita anteriormente se incorporan a la presente como

referencias.

49
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que sea capaz de unirse a una molécula clase | o Il de MHC
sin procedimiento adicional y que consta de una porcién de la regién 131-158 de
la proteina basica de mielina.

2. Un péptido de acuerdo con la reivindicacidon 1, que consta del epitope
minimo 142-152 y/o del epitope minimo 140-148.

3. Un péptido da acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, seleccionado de los
siguientes péptidos de protelna basica de Ila mielina: 134-148,
135-149, 136-150, 137-151, 138-152, 139-153, 140-154.

4. Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, para usar en el tratamiento y/o en la prevencién de una enfermedad.

5. Un péptido de acuerdo con la reivindicacién 4, donde la enfermedad es
esclerosis mattiple.

6. Una composicién farmacéutica que conste de uno o mas péptidos de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5.

7. Un método para tratar y/o prevenir una enfermedad en un sujeto que lo
necesite, que comprende el paso de la administracion del péptido a un sujeto, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. El uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
de 1 a 5, en la fabricacién de un medicamento para utilizario en la prevencién y / o

tratamiento de la enfermedad.
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RESUMEN

Se provee un péptido que es capaz de fijarse a una molécula MHC de la
clase | 4 Il sin proceso adicional (esto es un apitope) que consta de una porcién
de la region (131-158) de proteina basica de mielina, en particular se provee un
apitope que es seleccionado de los siguientes péptidos proteicos basicos de
mielina: 134-148, 135-149, 136-150, 137-151, 138-1562, 139-153,
140-154). Se provee ademas el uso de tal péptido en una composicion
farmacéutica y un método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad

utilizando tal péptido.



1/3

FIGURA 1

12000

Mgar no fijedo
Mgar fijado

L

Qiang
| es1-bhl
¥ /s1-evl
R osi-ev
B ssi-Lyl
~ TR
——— =R
] 751-8el

I

LESSEER (c)|-/¢)
RS cl-og)
I o) cp)
RSS! g LvE )

B /v1-ce)

]

oyi-ZEl

e Svi-lE)

10000
8000
6000
4000
2000

(uxoo/suipiun 1 e ep uppiosqy) 1 BiN|§ 8p upprIajlcld

Péptidos MBP



' Proliferacién de célula T (Absorcidn de 3H-Timidina/cepm)

Peptido 140-154

2/3

FIGURA 2




3/3

FIGURA 3

olng

. Mgar no filado
e

LGI-EVl

oGl-evi

SSi-1bl
bS1-Ov)
€g1-6E1
Z51-8E1
ISI-LE1

0S1-9€l

—
-

o O
Q0 O
2 8
v <

Enﬂa:_u_é.._ﬁu UpRI0SqY) L Binjgd 8p uppRiayiold

-
-4
-
-
-
nd
-
-
w
oy
-4
-
-
-
=
——
L
.i
-l
-

15000
10000 -
5000

Péptidos MBP



Sy

" PATENT COOPERATION TREATY

Pram the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT

Te m .y
HOLLIDAY, L. c -1nru

D Ym & Co ln r o I UD
21 New Fetter ! ‘ A l_(L“l l WRITTEN OPINION

Londaon EC4A 1 r.rp

GRANDE ERKTAGNE ,.. -6 (il 2033 (PCT Ruke 66)
TE-N
AMED 1~ B nry » !
ENTRY . [ommaes] CE 2900
FOR__(LC E (day/reonih 02/10/2003 l
Applicant’s or agent’s flle reference REPLY DUE within 1/ 00
PO13368W0 LCH from the md:m
Inweraxzions! spplicetion No. International fling date (dey/monthjpaer) | Priority dato (daymonthiyew)
PCT/GB 03/ 00399 30/01/2003 01/02/2002
Ioternationsl Patent Classification (IPC) or both national classfication and 1PC

CO7K14/47

Applicant
APITOPE TECHNOLOGY (BRISTOL) LIMITED et al.

1. This written opinion is the first drawn up by thix International Prelimingry Examining Autherity.
2. This opinion containe indications relating to the following item:
I [X] Basis of the opinion
i [] Pricrity
m [X] Nonestablishment of oplmion with regard to novelty, iaventive step and industrisl appiicability

IV [ Lak of unity of invention
Reasoned under Rule 66.2(a)(l) with
v m atdm-mﬂanpp (u regard to nowelty, mventive step or industrial spplicahility;
VI [] Certsin documents cited
VIl [ ] Coriain defects in the international application
Vill [ ]| Cortsin obmrvations on the inernational sppiication

3. Thw spplicant in hereby Invited to reply to this opimion.
Wha? See the time Jimit indicated MMme.Hmﬂnmllmdmtdulhﬂt,mﬂﬂlAu&dty
n;ypntmumdm.ulmuﬂ(d). a2, by 1o Rule 6.3,
Fuﬂlfmnﬂthlqu:pdﬂnmﬂnmﬂ.ﬂmﬂuﬁj md 66.9.

Al  For m additional eppartunity to submit smendments, see Rule 66.4.
For the examiner‘s obligation to consider amendmemts and/or srguments, see Ruls 66.45r,
FPor mn infermal communication with the exmminer, see Rule 66.6.

N 0o reply ls fied, the international preliminery exsmination repart will be estshlished on the basis of this opinion.

4. The final date by which the international preliminary
examination repart nmust be established acconding to Rule 692 ix 01/06/2004
Nuoe snd mailing address of the IPBA} Authorized officer
Buropean Patent Office Exaniner
D-30298 Munich :
Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d Fﬂm‘""'_.fgmﬁ
Fax: (+49-39) 23954468 . (+49-89) 2399 2828 )

"Form PCT/IPEAJA08 (cover sheet) (march 2002)



L]

WRITTEN OPINION international application NoPCT/ GB 03/ 00399

Baslis of the opinion
The basis of this written opinion is the application as originally filed.

Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject

of the intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been
searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 86.1(e) PCT; see also intemational search report).

Reasoned statement under Rule 68.2(a){ll) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabllity

To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
1Nl above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the international search report, it is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to meet the criteria mentioned in Article 33(1)

PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve an inventive step (see intemational
search report, in particular the documents cited X and/or Y and corresponding claim referencaes).

If amendments are filad, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
ariginally filed (Article 34 (2) (b) PCT) otherwise these amendments may not be taken -
into consideration for the establishment of the intemational preliminary examination report.
The attention of the applicant is drawn to the fact that if the application contains

an unnecessary plurality of independent claims, no examination of any of the claims will be

carried out.

Should the applicant decide to request detailed substantive examination, then an
intemational preliminary examination report will normally be established directly.
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be explicitly
requested.

Form PCT/40BAE2 (EPO-03-2002) P20725



St

PATENT COOPERATION TREATY
SOUTHAMPTON
m.\ﬂoml. PRELIM ARY-EXAMINING XUTHOR[TY ! 2H NN P"C""
Te: ORDER e e
HOLLIDAYpj .
D Young NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
21 New RECDer INTERNATIONAL PRELIMINARY
Londan 26 NOV 2003 EXAMINATION REPORT
GRANDE
ANSO PCT
ENTRY (PCT Rule 71.1)
'FOR __ |1 Date of mailing
|| (devimenshipeae) 24/11/2003
Applicant’s o agent’s fils reference IMPORTANT NOTIFICATION
PO13368WD LCH -
Internationsl application No. International filing date (day/manth/year) Prioeity dute {day/month/ysar)
PCT/GB 03/ 00399 30/01/2003 01/02/2002 .
Applicant

APTTOPE TECHNOLOGY (BRISTOL) LIMITED et al.

. spplicant is herabry notified that this [ntenational Preliminery Examining berewith the intern
! ?Wyﬂm&mﬂlumiw.mﬂmhm the wticns!

2. miﬂnmnﬂhmgiﬁnﬁllmrmwhmmﬂﬂ Bureau for commmunication to il the

3.  Where required of the elected Offices, the Internationsl Buresu wifl prepare an Engfish transistion of the repert
udmmm&’n}?ﬂwﬂlm.ﬂ:nﬂ:uﬂnﬂmmm_m (ot

4. REMINDER

The spplicant must the nationsl pham before esch slected Office 'orming certsin flling translations and
paying national -:?hlnnmunhlﬁmlh mdm(wlﬂzl,:fmommmdm 1)){see also the reminder
sent by the | onal Buremu with Form P'CI‘IIBIJOI)

w:h:.;nl‘l}lm#anmﬂ mmhfwﬂl?mmdﬁg;ﬁu.thnmldmmeﬂntﬂn
tr on of any annexns intern, liminary examination t applicant’s o to
nﬂMnﬁud:nﬂmmMued:ﬂo ﬂeum:d report revpomelbliy to prepure

Cuide.

The spplicant’s sttention ls drawn to Article 33(5), which provides that the criteriz of novelty, nventive step and industrisl
am&wmwhmnmwu merely ssrve the purposss of International prelimin, llzlﬂlﬂnlhﬂlllﬂthll‘. any
oty State may spply additional or tu‘lla‘hfwl:lnpu:ru-ldmm that State, the clvimed
inventions 1s patentable or not” (see also Article 27(5)). Such additional ariteria may relate, for example, ta exemptions from

, fequirements for enahling disclogure, clarity and support far the clsims.

Name sod muiling sddress of the IPEA} Authorized officer
Buropean Pxtent Office
ﬂ %&l Munich ] MORENO R A
. (+49-89) 23990, Tx: 523656 epmu d
=’ Frx (+49-89) 23994465 Tel. (+49-89) 2399 2828

"Form PCT/IPEAM16 (August 2002) P20473

Far further detxils o the spplicahle time limits and requiremnents of the elected Officer, see Yalume 11 of the PCT Applicant’s




PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION REFPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)

(Rationalised Report according to the Notice of the President of the EPO published in the OJ11/2001)
Applicant's or agent's e reference See Notification of Transmittal of International

PO13368W0 ICH FOR FURTHER ACTION  projiminary Bramination Report (Farm PCT/IPEAM 16)
Internatonal spphication No. International filing date (day/month/year) Pricrity date (diy/month/year)

PCT/GB 03/ 00399 30/01/2003 01/02/2002
Tnt=mational Patznt Classification (EPC) or natianal clasaification and IPC

CO7K14/47

Appiicant

APTTOPE TECANOLOGY (BRISTOL) LIMITED et al.

. Thia international preliminary examinutl hes been .d this I ational Bx
1 .ﬂ“"pd y caa w::put- Prep Iry ntern Proliminary Bxsmining

2. ‘This REPORT conasts of a total of 2 sheety, inchufing tiris oover sherl

‘This report Is also accompanied ANNEX.Le.d-tld'd:ehlnpd claims srwl/or dr which
O tioem mtaryded md e tht basks foy dhis report mud it ot T cincatlans mse befars this Autherty ™
{s=e Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions the PCT).

Theea annxes consists of o total of nheeta,

3. 'This report contsing indicstions relating to the following itemns:
1[X] Busis of the report

in[] Priory
i [X] Non-establishment of opinicn with regard to novelry, inventive tzp and industrial spplicabillty

V[ ] Lack of unity of invention
as
v(X] 'mrm @) with regard to novetty, laventive step or industril spplicablity;
VI[ ]| Certain documents citsd
VII [_] Certsin defocts in the international spplication
VIIID Certain observetions on the internationsl application

[ Date of subnision of the demand -D:l:d'eunﬂu'mdﬂlllnpwt
28/08/2003 19/11/2003
Name xnd malling address of the IPBA/ Authorized officer
— s Burcpesn Patent Office GUGERELL C
D-80298 Munich
Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d
Fax: (+49-89) 2399.4463 Tel. (+49-89) 2399 2828

Form PCT/IPEAMO? (cover sheet) P20476 (October 2002)




S9

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application NoPCT/ GB 03/ 00399
EXAMINATION REPORT

L Basis of the report
The basis of this international preliminary examination is the application as originally filed.

Hl. Non-esiablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabillity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, fo invoive an

inventive step, or to be industrially applicable has not been the subject of the

intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1(e) PCT); see also intemational search report).

V. Reasoned statement under Rule 88.2(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial appilcabllity

To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
Iit above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the intemational search report, it is considered
that the invention as defined in at least some of the claims, which have been the
subject of an intemational search report, does not appear to meet the criteria
mentioned In Article 33(1) PCT, l.e. does not appear to be novel and/or to involve
an inventive step (see International search report, in particular the documents cited
X and/or Y and corresponding claim references).

Form PCT/408NE2 (EPO-D3-2002) P20758



Y933- FNOCT  rcriceoancss £D
PATENT COOPERATION TREATY

Recarte ~ Aracd
SR T -From-the INTERNATIONAL BUREAU

PCT L To: -
R TP iy : - - P
i e e s e =
NOTIFICATION OF THE RECORDING _ __ ___ ' —
OF A CHANGE HARDING Charles, Thomas
D Young & Co - -
{PCT Rule 92bls.1 end 21 New Fetter Lans hd
Administrative Instructions, Section 422) London EC4A 1DA . _
United Kingdom
Date of malling {dsy/monthiyear) o _
08 October 2003 (08.10.03) DS Lot
Applicant’s or agant's fils reference
PO13368WO LCH IMPORTANT NOTIFICATION
Intarmnational appficstion No. intermnstionsl filing dats (day/month/year)
PCT/GB03/00399 30 January 2003 (30.01.03)
1. The following indications appeared on record conceming:
E the applicant D the invemor D the agent D ths common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
APITOPE TECHNOLOGY (BRISTOL) G8 ' GB
i Queens Squere Telephons No.
Bristol BS1 4LY
United Kingdom “Facaimiie No.
[ Teleprinter No.

2. The Intemationsi Bureau hareby notifles the applioamnt that the foilowing change hus been racarded conoaming:

[] theperson [] the name [X] thesdaress  [] thenatlanaiy [] the residence

Name and Address Stats of Natlonalhty Stats of Residence
APITOPE TECHNCLOGY (BRISTOL) GB GB
LIMITE _Tr'l.phono No.
Unlveralty of Bristol
I\D‘Iepartmant of Pathology &
icroblolo et
Universi Walk Facsimile No.
Bristol BS8 17D
United Kingdom “Taleprinter No.

3. Further obsarvations, if necessary:

4. A copy of this notiflostion has been sent to:

IZI the recelving Office m the designated Offlcas conosrned
D the intematlonal Searching Authority I:I the sleated Offices concerned
D the Intemational Preliminary Examining Authority D gther:
The intemational Buresu of WIPO Authorized offlosr
34, chamin des Colombetins Frederick SAMUELS
1211 Geneva 20, Switrerland
Faosimlile No. (41-22) 338.60.86 Telephone No. (41-22) 338 9471

Form PCT/B/308 (March 1994) 0b5200425



T SUPERDEETIER ¥ CONSETD
s . . Radicarion : S4BA3GAT OS0OU0 Follos: &8
Fecha (D): 2084-65-20 15:26:49

Traaite 1 31 PCT-DATENT 279 FAGE WCT ALY PRESENTHL N
Dependuncia: 2828 DIVISION IE IIEWAS CREACTINES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

S PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD ° - 0) _(: S
e - wlndhndlqmnwlklhlaunmlbndlmpdml! () (/ S
Daﬁsdoldmﬂﬂad&ldelsollclhrtcodclamnamuupnamhnnelhd. () { A
- -z Daseripelin te falnvenchta. {) (/
{

For ;‘-,,i,_ . Dibujos de ser sstos pertinentes. {)
g mmpmummﬁmmmhmm

TooMPLETA () ~ INCOMPLETA () () '

T

, : 'msENO INDUSTRIAL (..

- indlcacién de que se sollcka i reglatm de Disefio Industrial )y LYy {i
- ... Datos :;llmdentlﬂmlbn delsollciante o dela persona que presenta () () E.
<" -lasol R
™ - jnnpraunholbn grﬂlonofalogriﬂoa del Disefio Induetrial o Mueetra del Corre s e ~£- T
Material que Incorpora el dissfio. () () "
comprobanhdapugodalaclasuuhblulm 1)y . () ]
" COMPLETA *:{')". ‘ INCOMPLETA (). () -
ESQUEMADETRAZADO () °
. Indicaclén de que solictia e reglstro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de Identificacion del solcitants o de la persona que presenta .
La soliciud. () ()
Representacion gréfica del esquema de trazado () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA () INCOMPLETA () ()

Firma Responsable:

Fechal



2020
Bogota, D.C.,
Doctora: Oficlo N° 033 74
MARGARITA CASTELLANOS A.
ASUNTO: Radicacién N° 04-83847
Solicltud Intemacional PCT/GB03/00399
Fecha inicio fase nacional 01/09/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decision 486 de la Comigién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

B La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho
a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k) Decision 486).

B La solicitud no contlene el poder debldamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 83 y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento
Civil. Adicionaimente, deberé presentar el documento que acredita la existencia y
representacion legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 488, se le requiere
para que dentro de! tdrmino de dos meses siguientes a la fecha de notificaclén del
prasents oficio, complete los requisitos anteriormente enunclados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a o digpuesln en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Clrcular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de Jd Divisidn de Nuevas Creaciones.

El “anterdor requerimiento fue notificado por fijacibn en lista de
fecha, 15 gc:r_m__
Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Fisos 2, 5, 7y 10

202047 Conmutador: 3 820840 Fax: 3 505220
Scde CAN: Tr. 40A No. 38-50 3153265 al 69

Fax: 3 505220, Linca $800-910 168
Web: www sic govca e-mail: infii@aic. gov.en
Bogoth D.C. - Colombia

(,’V



