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DESCRIPCIÓN 

Anticuerpos IgM naturales e inhibidores de los mismos. 

Antecedentes de la invención 

Las células nucleadas son muy sensibles a la hipoxia e incluso cortos períodos de isquemia en organismos 
multicelulares pueden tener drásticos efectos sobre la morfología celular, la transcripción de los genes y los procesos 
enzimáticos. Las mitocondrias, como lugares principales del metabolismo con oxígeno, son particularmente sensibles a 
cambios en las concentraciones de oxígeno y durante la hipoxia liberan especies reactivas con el oxígeno que modifican 
químicamente los constituyentes celulares tales como los lípidos y las proteínas. Clínicamente, estos efectos se 
manifiestan en el paciente como una respuesta inflamatoria. A pesar de las intensas investigaciones sobre las 
respuestas celulares a la hipoxia, poco se sabe con respecto al inicio de la inflamación aguda. 

Las respuestas inflamatorias agudas pueden proceder de una amplia gama de enfermedades y sucesos que se 
producen de manera natural tales como la apoplejía y el infarto de miocardio. Los procedimientos médicos comunes 
también pueden conducir a una inflamación localizada y sistémica. La inflamación que se deja sin tratar puede dar lugar 
a una pérdida significativa de tejido y finalmente puede conducir a un fallo multisistémico y a la muerte. Interferir con la 
respuesta inflamatoria después de una lesión puede ser un método para reducir la pérdida de tejido. 

Las enfermedades inflamatorias y las enfermedades inflamatorias agudas que proceden de lesiones en los tejidos no 
pueden, sin embargo, ser explicadas por sucesos celulares solitarios. La evidencia acumulada soporta que la respuesta 
innata del suero o la del sistema del complemento tienen un papel principal en la inflamación. Los estudios realizados 
hasta la fecha han mirado la lesión resultante de la isquemia y la reperfusión como un tipo de trastorno inflamatorio que 
depende del complemento. Por ejemplo, en el modelo de lesión por reperfusión del miocardio en ratas, el pretratamiento 
de las ratas con una forma soluble del receptor tipo 1 del complemento reduce drásticamente la lesión. Comprender 
cómo la activación del complemento contribuye a una respuesta inflamatoria es un área de investigación activa. 

Las enfermedades o trastornos inflamatorios  son potencialmente una amenaza para la vida, costosos y afectan a un 
gran número de gente cada año. Así, se necesitan tratamientos efectivos de las enfermedades o trastornos 
inflamatorios. 

Sumario de la invención 

En un aspecto, la presente invención proporciona un ácido nucleico aislado que codifica un péptido el cual consiste en 
una secuencia de aminoácidos que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 
ó 38. 

El ácido nucleico aislado puede codificar un péptido el cual consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38, y puede tener la secuencia de SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 
29, 31, 35 ó 37. 

El ácido nucleico aislado de la invención puede estar operablemente conectado a un promotor. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada seleccionada del grupo que 
consiste en: 

a) Una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos la cual es al menos 96% idéntica a la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 11; 

b) Una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ 
ID NO: 9, o SEQ ID NO: 11; 

c) Una molécula de ácido nucleico que se hibrida con el complemento de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1 
ó SEQ ID NO: 7 en condiciones rigurosas;  

d) Una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 ó SEQ ID NO: 12. 

La invención también proporciona un vector que comprende el ácido nucleico de la invención, así como una célula 
huésped aislada que comprende tal vector. 

También se proporciona una composición que comprende un péptido el cual consiste en una secuencia de aminoácidos 
que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. El péptido puede consistir 
en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. 
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En la composición de la invención, el péptido puede estar pegilado o marcado con un marcador detectable. 

La invención también proporciona una composición de la invención o que comprende un péptido el cual tiene la 
secuencia de aminoácidos que de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38, para tratar una 
enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto. 

La enfermedad o trastorno inflamatorio puede ser una lesión por reperfusión, y el sujeto puede ser un mamífero, tal 
como un ser humano. 

También se proporciona el uso de una composición de la invención en la fabricación de un medicamento para tratar una 
enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto. 

La invención también proporciona un polipéptido asilado que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 10 ó SEQ ID NO: 12, así como una inmunoglobulina natural aislada la cual es producida por una célula que 
tiene el número de depósito ATCC PTA-3507. 

Otras características y ventajas de la invención serán evidentes sobre la base de la siguiente “Descripción detallada” y 
de las “Reivindicaciones”. 

Breve descripción de las figuras 

La figura 1 muestra una secuencia de las cadenas pesadas de IgM del hibridoma 22A5 de células B-1. (A) Muestra la 
secuencia (SEQ ID NO: 1) de ácido nucleico de las cadenas pesadas de IgMCM-22 (o IgM 22A5) y (B) muestra la 
secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 2) que corresponde a la secuencia de SEQ ID NO: 1 de las cadenas pesadas. 
Las regiones marco (FVWR) y las regiones que determinan la complementariedad (CDR) están indicadas por encima de 
los nucleótidos. 

La figura 2 muestra una secuencia de las cadenas ligeras de IgM del hibridoma 22A5 de células B-1. (A) Muestra la 
secuencia (SEQ ID NO: 7) de ácido nucleico de las cadenas ligeras de IgMCM-22 (o IgM 22A5) y (B) muestra la secuencia 
de aminoácidos (SEQ ID NO: 8) que corresponde a la secuencia de SEQ ID NO: 7 de las cadenas ligeras. Las regiones 
marco (FVWR) y las regiones que determinan la complementariedad (CDR) están indicadas por encima de los 
nucleótidos. 

La figura 3 es un gráfico de barras que muestra los cambios en la permeabilidad intestinal de ratones consanguíneos 
después de la isquemia intestinal y de la reperfusión o de ninguna lesión (falso, simulado). WT representa el linaje 
parental de ratones Cr2-/-. Cr2-/- fue reconstituido con IgG o IgM o disolución salina testigo combinadas. IgM o IgG (0,5 
mg) combinadas se administraron intravenosamente aproximadamente 1 hora antes del tratamiento. Los valores son 
medias  error estándar, n es igual al número de ratones en los grupos experimentales. 

La figura 4 demuestra la reconstitución de lesión I/R en ratones deficientes en anticuerpos (RAG-1) mediante IgM 
combinada A partir de un único clon de hibridoma de células B-1. Se inyectó intravenosamente IgM o disolución salina 
30 minutos antes de la laparotomía inicial. Al final de la reperfusión, se obtiene sangre y se calcula el índice de 
permeabilidad como la relación de cuentas de 125I del intestino seco frente a las de la sangre. Los valores representan 
medias  error estándar, n es igual al número de ratones usados en los grupos experimentales. 1 = WT más disolución 
salina normal; 2 = RAG más disolución salina normal; 3 = RAG más hibridoma CM-22 IgM; 4 = Testigo WT simulado. 

La figura 5 es un diagrama esquemático del papel propuesto para el complemento y los receptores del complemento en 
la selección positiva de linfocitos peritoneales B-1. 

La figura 6A es un gráfico que muestra la selección ELISA de la biblioteca que muestra el fago M-13 para péptidos 
específicos de IgMCM-22. Símbolos: � - clon P-1; X - clon P2;  - clon P7;  - clon P8. 

La placa se revistió con una disolución de IgMCM-22 antes de la adición de concentraciones variables de clones de fago. 
Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. 

La figura 6B es un gráfico que muestra que el péptido sintético P8 inhibe la unión del clon P8 del fago a IgMCM-22. El 
ensayo ELISA se realizó añadiendo concentraciones variables del péptido sintético P8 a la placa revestida con IgMCM-22 

antes de la adición de 5 x 1011 PFU de fago. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos 
independientes. 

La figura 6C es un gráfico que muestra la unión específica del péptido P8 a IgMCM-22. Las placas ELISA se revistieron 
con una disolución 50 g/mL de péptido P8, seguido por la adición de IgMCM-22 o IgMCM-75 en una concentración de 1 ó 
10 g/mL. La unión a IgM se detectó con una IgM biotinilada anti-ratón de rata seguida por estreptavidina-fosfatasa y 
reacción con generación de color.  Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. 

La figura 7A es una serie de fotomicrografías que muestran que la IgMCM-22 bloqueada con el péptido P8 medió la lesión 
in vivo. Los dos paneles superiores (i y ii) son secciones representativas (teñidas con hematoxilina y eosina) preparadas 
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siguiendo un tratamiento RI en ratones RAG-1-/- con IgMCM-22 sola o mezclada con el péptido P8, respectivamente. Los 
dos paneles inferiores (iii y iv) son secciones representativas preparadas a partir de ratones silvestres tratados contra la 
lesión intestinal por reperfusión, los cuales recibieron bien disolución salina o bien péptido P8 5 minutos antes de la 
reperfusión. Las flechas indican las características patológicas de la lesión. Aumento 200x. 

La figura 7B es una representación gráfica de dispersión que indica la puntuación media de la patología de cada grupo 
de animales tratados. Cada símbolo representa la puntuación de un animal. El grupo testigo está formado por ratones 
WT pretratados con un péptido testigo (ACGMPYVRIPTA; SEQ ID NO: 61) a una dosis similar que el péptido P8. * 
Indica la significancia estadística determinada por el test t de Student de los grupos tratados con P8 frente a los grupos 
no tratados (p < 0,05). 

La figura 7C es una serie de fotomicrografías que muestran la ausencia de IgM y de complemento C3 ó C4 dentro de las 
microvellosidades de animales tratados con P8. Se cosecharon criosecciones representativas de tejidos intestinales 
después de RI intestinal. Los paneles i-viii son ratones RAG-1-/- reconstituidos con IgMCM-22 sin pretratamiento con P8 
(paneles i-iv) o con P8 (paneles v-viii). Los paneles representan criosecciones de los intestinos de WT sin P8 (paneles 
ix-xii) o pretratados con P8 (paneles xiii-xvi). Las secciones (i, iii, v, vii, ix, xiii, xv) se tiñeron con anti-IgM-biotina seguido 
por estreptavidina-Alexa-568 (rojo) y se contratiñeron con DAPI (violeta). Los paneles (ii, x, xiv) se tiñeron con anti-C4
Alexa 488/FITC (verde) y los paneles (iv, viii, xii, xvi) se tiñeron con anti-C3-FTIC (verde). Aumento 400x.  

La figura 8A es un ensayo de inmunotransferencia que muestra la inmunoprecipitación de antígenos específicos de la 
lesión por reperfusión (RI). Detección de una única banda (flecha) a aproximadamente 250 kDa en una electroforesis 
SDS-PAGE (10%). Los marcadores de tamaño se indican a la izquierda. Se prepararon lisados de ratones RAG-1-/

reconstituidos con IgMCM-22 y bien un testigo simulado (sin isquemia) o bien sometido a isquemia seguido por 
reperfusión durante 0 a 15 min. 

La figura 8B es una serie de gráficos que muestran los resultados de ensayos de enlace in vitro de IgMCM-22 a los 
isomorfos de la cadena pesada II de miosina no muscular (NMHC-II). Se revistieron placas para ensayo ELISA con 
anticuerpos monoclonales para 3 diferentes isomorfos de NMHC-II (parte superior izquierda: isomorfo A, parte superior 
derecha: isomorfo B, parte inferior izquierda: isomorfo C y parte inferior derecha: anticuerpo anti-pan miosina). La 
cadena pesada de la miosina unida de lisados intestinales se detectó mediante IgMCM-22 o IgMCM-31. Los resultados 
representan la media  error estándar de unidades OD (densidad óptica) a 405 nm y son representativos de muestras 
por triplicado. 

La figura 8C es una fotomicrografía y una representación gráfica de dispersión que muestra la restauración de la lesión 
RI mediante un anticuerpo anti-pan miosina en ratones RAG-1-/-. Los ratones RAG-1-/- fueron reconstituidos con anti-pan 
miosina purificada por afinidad seguido por cirugía RI. Los paneles de la izquierda representan morfologías de animales 
RAG-1-/- con disolución salina como testigo y con tratamiento anti-pan miosina. El panel de la derecha es el de las 
puntuaciones de la patología de la lesión intestinal. La representación gráfica de dispersión (panel derecha) representa 
las puntuaciones de la patología en el que cada símbolo representa a un único animal. 

La figura 9A es un gráfico que muestra la resonancia de plasmones superficiales del auto-péptido N2. Isotermas de 
unión para muestras del auto-péptido N2 inyectando una concentración de 10,5 M a 120 M sobre la superficie 
acoplada a IgMCM-22 . 

La figura 9B es un gráfico que muestra la resonancia de plasmones superficiales de un péptido testigo. Isotermas de 
unión para un péptido testigo de secuencia al azar de la misma longitud (AGCMPYVRIPTA; SEQ ID NO: 62) inyectado a 
una concentración de 117 M sobre la superficie acoplada a IgMCM-22 . 

La figura 9C es un gráfico que muestra el ajuste no lineal de la curva con una isoterma de unión 1:1 tipo Langmuir a las 
valores respuesta en estado estacionario para la inyección mostrada en la figura 9A (2 = 10). 

La figura 9D es un gráfico que muestra la isoterma de unión para la inyección del auto-péptido N2 en una concentración 
de 120 M sobre la superficie acoplada con la IgMCM-31 testigo. 

La figura 10A es una serie de fotomicrografías que muestran que el auto-péptido bloquea la RI en ratones RAG-1-/-. Los 
dos paneles superiores muestran secciones representativas preparadas tras el tratamiento RI en ratones RAG-1-/- con 
IgMCM-22 sola o mezclada con auto-péptido N2. Los dos paneles inferiores son secciones representativas preparadas a 
partir de ratones WT tratados contra la RI intestinal, los cuales recibieron o bien disolución salina o bien péptido N2 5 
minutos antes de la reperfusión. 

La figura 10B es una representación gráfica de dispersión que indica la puntuación media de la patología de cada grupo 
de animales tratados. Cada símbolo representa a un único ratón. * Indica una significancia estadística basada en un 
ensayo t de Student. 

La figura 10C es una serie de fotomicrografías que muestran la prevención mediante el auto-péptido N2 de la activación 
de la ruta clásica del complemento en RI intestinal. Se cosecharon criosecciones representativas de tejidos intestinales 
tras RI intestinal y se trataron con un anticuerpo específico para IgM, C4 ó C3 de ratón (aumento 400x). Los ratones 
RAG-1-/- reconstituidos con IgMCM-22 sin pretratamiento con el auto-péptido N2 están en los paneles i-iv o con el auto
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péptido N2 están en los paneles v-viii. Los ratones silvestres sin pretratamiento con el auto-péptido N2 están en los 
paneles ix-xii o con pretratamiento con el auto-péptido N2 están en los paneles xiii-xvi. Los tejidos de los paneles i, iii, v, 
vii, ix, xiii, xi, xv se tiñeron con anti-IgM-biotina seguido por estreptavidina-Alexa-568 (rojo) y se contratiñeron con DAPI 
(violeta). Los paneles ii, vi, x y xiv se tiñeron con anti-C4-FITC (verde). Los paneles iv, viii, xii y xvi se tiñeron con anti-
C3-FTIC (verde).  

La figura 11 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 47; nº de acceso al Genbank NM_022410) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 48; nº de acceso al Genbank NP_071855) de la cadena pesada II-A de la 
miosina no muscular de ratón (mNMHC-IIA). 

La figura 12 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 49; nº de acceso al Genbank NM_002473) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 50; nº de acceso al Genbank NP_002464) de la cadena pesada II-A de la 
miosina no muscular de ser humano (hNMHC-IIA). 

La figura 13 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 51; nº de acceso al Genbank NM_175260) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 52; nº de acceso al Genbank NP_780469) de la cadena pesada II-B de la 
miosina no muscular de ratón (mNMHC-IIB). 

La figura 14 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 53; nº de acceso al Genbank NM_005964) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 54; nº de acceso al Genbank NP_005955) de la cadena pesada II-B de la 
miosina no muscular de ser humano (hNMHC-IIB). 

La figura 15 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 55; nº de acceso al Genbank AY363100) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 56; nº de acceso al Genbank AAQ24173) de la cadena pesada II-C de la 
miosina no muscular de ratón (mNMHC-IIC). 

La figura 16 muestra (A) la secuencia  de ácido nucleico (SEQ ID NO: 59; nº de acceso al Genbank NM_024729) y (B) la 
secuencia  de aminoácidos (SEQ ID NO: 60; nº de acceso al Genbank NP_079005) de la cadena pesada II-C de la 
miosina no muscular de ser humano (hNMHC-IIC). 

Descripción detallada 

6.1. Definiciones 

Por conveniencia, se proporcionan ciertos términos y expresiones empleadas en la memoria descriptiva, ejemplos y 
reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina otra cosa, todos los términos y expresiones técnicas y científicas 
usadas en la presente memoria tienen el mismo significado que el normalmente entendido por un experto en la técnica a 
la que pertenece esta invención. 

En la presente memoria “un(a)” se usan para referirse a uno o más de uno (es decir, a al menos uno) del objeto 
gramatical del artículo. A modo de ejemplo, “un elemento” quiere decir un elemento o más de un elemento. 

En la presente memoria, “aminoácido” se usa para referirse a aminoácidos naturales o sintéticos, incluyendo glicina y 
los isómeros ópticos D y L, y a análogos de aminoácidos y compuestos que mimetizan a los péptidos. 

En la presente memoria, “anticuerpo” se usa para referirse a moléculas de unión que incluyen moléculas de 
inmunoglobulinas y porciones inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que 
contienen un sitio de unión a antígenos. Las moléculas de inmunoglobulinas útiles en la invención pueden ser de 
cualquier clase (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD e IgA) o subclase. Los anticuerpos y las inmunoglobulinas naturales son 
usualmente glicoproteínas heterotetrámeras de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras 
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Cada cadena pesada tiene en un extremo  un dominio variable seguido por 
varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo y un dominio constante en su 
otro extremo. Los anticuerpos incluyen, pero no están limitados a, anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecíficos, 
quimera, parcial o completamente humanizados (es decir, generados en un ratón transgénico que expresa genes de 
inmunoglobulinas de ser humano), anticuerpos de camello y anticuerpos anti-idiotípicos. Un anticuerpo, o generalmente 
cualquier molécula, “se une específicamente” a un antígeno (u otra molécula) si el anticuerpo se une preferencialmente 
al antígeno, y, por ejemplo, tiene menos que aproximadamente 30%, preferiblemente 20%, 10% ó 1% de reactividad 
cruzada con otra molécula. Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se usan intercambiablemente. 

En la presente memoria “fragmento de anticuerpo” o “porción de anticuerpo” se usan para referirse a cualquier derivado 
de un anticuerpo cuya longitud es menor que la total. En las realizaciones ejemplos, el fragmento de anticuerpo retiene 
al menos una porción significativa de la capacidad de unión específica del anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de 
fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab´, F(ab´)2, scFv, Fv, diacuerpo dsFv, minicuerpo, 
fragmentos Fd y anticuerpos de una única cadena. El fragmento de anticuerpo puede producirse mediante cualquier 
medio. Por ejemplo, el fragmento de anticuerpo puede producirse enzimática o químicamente por fragmentación de un 
anticuerpo intacto, puede producirse por recombinación a partir de un gen que codifica la secuencia parcial del 
anticuerpo o puede producirse total o parcialmente sintéticamente. El fragmento de anticuerpo puede ser opcionalmente 
un fragmento de anticuerpo de una única cadena. Alternativamente, el fragmento puede comprender múltiples cadenas 
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que están unidas conjuntamente mediante, por ejemplo, puentes disulfuro. El fragmento puede también opcionalmente 
ser un complejo multimolecular. Un fragmento de anticuerpo funcional comprenderá típicamente al menos 
aproximadamente 50 aminoácidos y más típicamente comprenderá al menos aproximadamente 200 aminoácidos. 

En la presente memoria, “sitio de unión al antígeno” se usa para referirse al dominio variable de una cadena pesada 
asociada con el dominio variable de una cadena ligera. 

En la presente memoria, “unión” o “de unión” se usa para referirse a relaciones o asociaciones (por ejemplo, 
interacciones bioquímicas) detectables entre moléculas. 

En la presente memoria, “células”, “células huésped” o “células huésped recombinantes” se usan intercambiablemente, 
se entiende que tales términos no sólo se refieren a la célula objeto particular sino a la progenie o potencial progenie de 
tal célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas modificaciones en la generaciones sucesivas debido a mutación o a 
influencias medioambientales, tal progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la célula madre, pero aún están incluidas 
dentro del alcance de la expresión como se usa en la presente memoria. 

“Comprendidos” y “que comprenden” se usan en el sentido inclusivo y abierto que quiere decir que pueden incluirse 
elementos adicionales. 

En la presente memoria, “secuencia consenso” se usa para referirse a la secuencia formada a partir de los aminoácidos 
(o nucleótidos) que se encuentran más frecuentemente en una familia de secuencias relacionadas (véase, por ejemplo, 
Winnaker, From Genes to Clones, 1987). En una familia de proteínas, cada posición en la secuencia consenso está 
ocupada por el aminoácido que se encuentra más frecuentemente en esa posición en la familia. Si dos aminoácidos se 
encuentran con la misma frecuencia, ambos pueden estar incluidos en la secuencia consenso. Un “marco consenso” se 
refiere a la región marco en la secuencia consenso de la inmunoglobulina. 

Una “sustitución conservadora de un aminoácido” es una en la cual el residuo aminoácido es reemplazado por un 
residuo aminoácido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos aminoácidos 
que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoácidos con cadenas laterales básicas (por ejemplo, 
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales ácidas (por ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales 
polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales 
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas 
laterales ramificadas en la posición beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (por 
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina). Por tanto, un residuo aminoácido no esencial predicho en una 
inmunoglobulina natural puede preferiblemente ser reemplazado con otro residuo aminoácido de la misma familia de 
cadenas laterales. Alternativamente, en otra realización, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de 
toda o en parte de una secuencia que codifica a una inmunoglobulina natural, tal como por mutagénesis de saturación, y 
puede seleccionarse la actividad biológica de los mutantes resultantes. 

En la presente memoria, “marcador detectable” se usa para referirse a una molécula capaz de detección, incluyendo, 
pero no limitándose a, isótopos radioactivos, fluoróforos, restos quimioluminiscentes, enzimas, sustratos de enzimas, 
cofactores de enzimas, agentes inhibidores de enzimas, colorantes, iones metálicos, ligandos (por ejemplo, biotina o 
haptenos) y semejantes. “Fluoróforo” se refiere a una sustancia o una porción de la misma que es capaz de exhibir 
fluorescencia en el intervalo detectable. Ejemplos particulares de marcadores que pueden usarse en la invención 
incluyen fluoresceína, rodamina, dansilo, umbelliferona, rojo de Tejas, luminol, NADPH, beta-galactosidasa y peroxidasa 
de rábano. 

En la presente memoria, “agente inhibidor” o “agente inhibidor de IgM” o “antagonista” se usa para referirse a un agente 
que reduce o bloquea (completa o parcialmente)  una interacción entre un anticuerpo natural y otra molécula implicada 
en una cascada inflamatoria. Un agente inhibidor puede antagonizar una o más de las siguientes actividades de una IgM 
natural: (i) inhibir o reducir una interacción (por ejemplo, la de unión) entre la IgM y un antígeno específico de la 
isquemia; (ii) inhibir o reducir una interacción (por ejemplo, la de unión) entre la IgM natural y un componente de la ruta 
del complemento, por ejemplo, Clq; (iii) neutralizar a la IgM natural mediante, por ejemplo, el secuestro de la 
inmunoglobulina y/o dirigiendo su degradación; o (iv) inhibir o reducir la producción de la IgM natural, por ejemplo 
bloquea la síntesis, ensamblaje y/o las modificaciones postranslacionales de la IgM. El agente inhibidor puede ser una 
proteína o un péptido, un anticuerpo o un fragmento del mismo (por ejemplo, un anticuerpo anti-idiotípico), un anticuerpo 
modificado, un carbohidrato, una glicoproteína o una pequeña molécula orgánica. 

“Interacción” se refiere a una asociación física entre dos o más moléculas, por ejemplo, un enlace. La interacción puede 
ser directa o indirecta. 

En la presente memoria, “enfermedad inflamatoria” se usa para referirse a una enfermedad o trastorno que es 
provocado, o contribuye a su provocación, por una complicada serie de ajustes funcionales o celulares que implican 
cambios agudos o crónicos en la microcirculación, el movimiento de los fluidos y la afluencia y activación de células 
inflamatorias (por ejemplo, leucocitos) y el complemento, e incluye enfermedades autoinmunes. Ejemplos de tales 
enfermedades y afecciones incluyen, pero no se limitan a: lesión por reperfusión, lesión por isquemia, apoplejía, anemia 
hemolítica autoinmune, púrpura trombocitopénica idiopática, artritis reumatoide, enfermedad celíaca, inmunodeficiencia 
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hiper-IgM, arteriosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias, sepsis, miocarditis, encefalitis, rechazo a los 
transplantes, hepatitis, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves), osteoporosis, polimiositis, 
dermatomiositis, diabetes tipo I, gota, dermatitis, alopecia areata, lupus sistémico eritematoso, liquen esclerosis, colitis 
ulcerosa, retinopatía diabética, enfermedad pélvica inflamatoria, enfermedad periodontal, artritis, artritis juvenil crónica 
(por ejemplo, iridociclitis crónica), psoriasis, osteoporosis, nefropatía en diabetes mellitus, enfermedad pélvica 
inflamatoria, enfermedad inflamatoria crónica del hígado, enfermedad inflamatoria crónica del pulmón, fibrosis pulmonar, 
fibrosis hepática, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria crónica del hígado, enfermedad inflamatoria crónica del 
pulmón, fibrosis pulmonar, fibrosis hepática, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, quemaduras, y otras enfermedades 
inflamatorias agudas y crónicas del sistema nervioso central (SNC; por ejemplo, esclerosis múltiple), el sistema 
gastrointestinal, la piel y estructuras asociadas, el sistema inmune, el sistema hepato-biliar o cualquier sitio del cuerpo 
en el que pueda ocurrir una patología con un componente inflamatorio. 

Una molécula “aislada”, por ejemplo una IgM aislada, se refiere al estado de estar separada o purificada de otras 
moléculas presentes en el entorno natural. 

En la presente memoria, “IgM natural” se usa para referirse a un anticuerpo tipo IgM que se produce de manera natural 
en un mamífero (por ejemplo, un ser humano). Tienen una estructura pentámera de anillos en la que los monómeros 
individuales se parecen a IgGs mediante lo cual tienen dos cadenas ligeras ( o ) y dos cadenas pesadas (). Además, 
las cadenas pesadas contienen un dominio adicional CH4. Los monómeros forman un pentámero mediante puentes 
disulfuro entre cadenas pesadas adyacentes. El anillo pentámero está cerrado mediante los puentes disulfuro entre una 
cadena J y dos cadenas pesadas. Debido a su alto número de sitios de enlace al antígeno, un anticuerpo IgM natural es 
un aglutinante efectivo del antígeno. La producción de anticuerpos IgM naturales en un sujeto es importante en la 
activación inicial de células B, macrófagos y el sistema del complemento. IgM es la primera inmunoglobulina sintetizada 
en una respuesta de anticuerpos. 

En la presente memoria, “ácido nucleico” se usa para referirse a polinucleótidos tales como ácido desoxirribonucleico 
(DNA) y, cuando es apropiado, a ácido ribonucleico (RNA). Debe entenderse que la expresión también incluye, como 
equivalentes, análogos tanto de RNA como de DNA fabricados a partir de análogos nucleótidos, y, aplicable a la 
realización que se describe, polinucleótidos de doble y única hebra (sentido o antisentido). 

En la presente memoria, “operativamente conectado” se usa para referirse a una yuxtaposición en la que los 
componentes así descritos están en una relación que les permite funcionar en su manera pretendida. Por ejemplo, una 
secuencia codificante está “operablemente conectada” a otra secuencia codificante cuando la RNA polimerasa 
transcribe las dos secuencias codificantes en un único mRNA, el cual se traduce a continuación en un único polipéptido 
que tiene aminoácidos derivados de ambas secuencias codificantes. Las secuencias codificantes no necesitan ser 
contiguas una con otra en tanto y cuanto las secuencias expresadas produzcan finalmente la proteína deseada. Una 
secuencia de control de expresión operativamente conectada a una secuencia codificante está ligada tal que la 
expresión de la secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control de 
expresión. En la presente memoria, “secuencias de control de expresión” se usa para referirse a secuencias de ácido 
nucleico que regulan la expresión de una secuencia de ácido nucleico a la que están operativamente conectadas. Las 
secuencias de control de expresión están operativamente conectadas a un ácido nucleico cuando las secuencias de 
control de expresión controlan y regulan la transcripción, y, cuando es apropiado, la traducción de la secuencia de ácido 
nucleico. Por tanto, las secuencias de control de expresión pueden incluir promotores apropiados, potenciadores, 
agentes de terminación de la transcripción, un codón de inicio (es decir, ATG) en frente de un gen que codifica una 
proteína, señales de empalme de intrones, mantenimiento del marco de lectura correcto de ese gen para permitir la 
traducción apropiada del mRNA, y codones de parada. Se pretende que la expresión “secuencias de control” incluya, 
como mínimo, componentes cuya presencia pueda influir en la expresión, y también puede incluir componentes 
adicionales cuya presencia sea ventajosa, por ejemplo, secuencias líder y secuencias de fusión de socios. Las 
secuencias de control de expresión pueden incluir un promotor. 

En la presente memoria, “paciente”, “sujeto” o “huésped” se usan para referirse a un mamífero humano o no humano. 

En la presente memoria, “péptido” se usa para referirse a un polímero de aminoácidos de longitud relativamente corta 
(por ejemplo, menos que 50 aminoácidos). El polímero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoácidos 
modificados y puede estar interrumpida por compuestos que no son aminoácidos. El término también abarca un 
polímero de aminoácidos que ha sido modificado; por ejemplo, formación de puentes disulfuro, glicosilación, lipidación, 
acetilación, fosforilación, o cualquier otra manipulación, tal como conjugación con un componente marcador. 

En la presente memoria, “promotor” se usa para referirse a una secuencia mínima suficiente para dirigir la transcripción. 
También están incluidos en la invención aquellos elementos promotores que son suficientes para volver controlable la 
expresión de los genes dependiente de promotores por elementos reguladores específicos del tipo de células, 
específicos de tejidos, o inducible por señales o agentes externos; tales elementos pueden estar localizados en las 
regiones 5´ ó 3´ de una secuencia de polinucleótido. Tanto los promotores constituyentes como los inducibles están 
incluidos en la invención (véase, por ejemplo, Bitter et al., Methods in Enzymology 153: 516-544, 1987). Por ejemplo, 
cuando se clonan en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como pL de bacteriófago, plac, 
ptrp, ptac (promotor híbrido ptrp-lac) y semejantes. Cuando se clonan en sistemas celulares de mamíferos, pueden 
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usarse promotores derivados del genoma de células de mamíferos (por ejemplo, el promotor metalotioneína) o de virus 
de mamíferos (por ejemplo, la repetición terminal larga de retrovirus; el promotor tardío de adenovirus, el promotor de 
7,5K del virus vacuna). También pueden usarse promotores producidos por DNA recombinante o técnicas sintéticas 
para proporcionar la transcripción de las secuencias de ácidos nucleicos de la invención. Pueden usarse elementos 
reguladores específicos de los tejidos.  Están incluidos, por ejemplo, elementos reguladores de genes o virus que son 
diferencialmente expresados en diferentes tejidos. 

En la presente memoria, “específicamente se une” se usa para referirse a la interacción entre dos moléculas para formar 
un complejo que es relativamente estable en condiciones fisiológicas. En la presente memoria, la expresión se usa en 
referencia a varias moléculas, que incluyen, por ejemplo, la interacción de un anticuerpo y un antígeno (por ejemplo, un 
péptido). La unión específica puede caracterizarse por una constante de disociación de al menos aproximadamente 1 x 
10-6 M, en general al menos aproximadamente 1 x 10-7 M, usualmente al menos aproximadamente 1 x 10-8 M, y 
particularmente al menos aproximadamente 1 x 10-9 M ó 1 x 10-10 M o mayor. Los métodos para determinar si dos 
moléculas se unen específicamente son bien conocidos e incluyen, por ejemplo, diálisis de equilibrio, resonancia de 
plasmones superficiales y métodos semejantes.  

En la presente memoria, “hibridación en condiciones rigurosas” o “hibrida en condiciones poco rigurosas, de rigurosidad 
media, de alta rigurosidad o muy rigurosas” se usa para describir condiciones de hibridación y lavado. Una guía para 
realizar reacciones de hibridación puede encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 
N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6, que se incorpora por referencia. En esa referencia se describen métodos acuosos y no acuosos 
y pueden usarse ambos. Las condiciones de hibridación específica referidas en la presente memoria son como sigue: 1) 
condiciones de hibridación poco rigurosas en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45ºC, 
seguido por dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% al menos a 50ºC (la temperatura de los lavados puede aumentarse 
a 55ºC para condiciones poco rigurosas); 2) condiciones de hibridación de rigurosidad media en SSC 6X a 
aproximadamente 45ºC, seguido por uno o más lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 60ºC; 3) condiciones de 
hibridación rigurosas en SSC a aproximadamente 45ºC, seguido por uno o más lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 
65ºC; y preferiblemente 4) condiciones de hibridación muy rigurosas son fosfato de sodio 0,5M, SDS al 7% a 65ºC, 
seguido por uno o más lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 65ºC. Las condiciones muy rigurosas (4) son las 
condiciones preferidas y las que deben usarse a menos que se especifique otra cosa. Los cálculos de homología o 
identidad de secuencias entre secuencias (las expresiones se usan intercambiablemente) se realizan como sigue. Para 
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoácidos, o de dos secuencias de ácidos nucleicos, las 
secuencias se alinean con fines de comparación óptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o en ambas 
de una primera y una segunda secuencia de aminoácidos o de ácidos nucleicos para un alineamiento óptimo y con fines 
comparativos pueden ignorarse las secuencias no homólogas). En una realización preferida, la longitud de una 
secuencia de referencia alineada con fines comparativos es al menos 30%, preferiblemente al menos 40%, más 
preferiblemente al menos 50%, 60% e incluso más preferiblemente al menos 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de la 
secuencia de referencia. A continuación, se comparan los residuos aminoácidos o los nucleótidos en las 
correspondientes posiciones de aminoácidos o de nucleótidos. Cuando una posición de la primera secuencia está 
ocupada por el mismo residuo aminoácido o nucleótido que la correspondiente posición de la segunda secuencia, 
entonces las moléculas son idénticas en esa posición. 

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las 
secuencias y el porcentaje de homología entre dos secuencias es una función del número de posiciones conservadas 
por las secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos, y la longitud de cada hueco, que se necesitan introducir 
para un alineamiento óptimo de las dos secuencias. La comparación de secuencias y la determinación del porcentaje de 
identidad y/u homología entre dos secuencias puede conseguirse usando un algoritmo matemático. En una realización 
preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoácidos se determina usando el algoritmo de 
Needleman y Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete 
informático GCG (disponible en la web con la extensión gcg.com) usando una matriz Blossum 62 o una PAM250, y un 
peso de huecos de 16, 14, 12, 10, 8, 6 ó 4 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. En aún otra realización preferida, 
el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleótidos se determina usando el programa GAP en el paquete 
informático GCG (disponible en la web con la extensión gcg.com) usando una matriz NWSgapdna CMP y un peso de 
huecos de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. Una serie de parámetros particularmente 
preferidos ( y el que debe usarse a menos que se especifique otra cosa) son una matriz de puntuación Blossum 62 con 
una penalización por huecos de 12, una penalización por la extensión de huecos de 4 y una penalización por huecos en 
el marco de lectura de 5. 

El porcentaje de identidad y/u homología entre dos secuencias de aminoácidos o de nucleótidos puede determinarse 
usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller ((1989) CABIOS, 4: 11-17) que ha sido incorporado en el programa ALIGN 
(versión 2.0), usando una tabla PAM120 de peso de residuos, una penalización por longitud de huecos de 12 y una 
penalización por huecos de 4. 

En la presente memoria, “tratar” se usa para referirse a cualquier tratamiento de, o prevención de, o inhibición de un 
trastorno o enfermedad en un sujeto e incluye a modo de ejemplo: (a) prevenir que ocurra la enfermedad o trastorno en 
un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o trastorno, pero al que todavía no se le ha diagnosticado que 
lo tiene; (b) inhibir la enfermedad o trastorno, es decir parar su progresión; o (c) aliviar o mejorar la enfermedad o 
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trastorno, es decir, provocar regresión. Por tanto, tratar, cuando se usa en la presente memoria, incluye, por ejemplo, la 
reparación y regeneración del tejido o las células dañadas o lesionadas en el sitio de la lesión o tratamientos 
profilácticos para prevenir el daño, por ejemplo, antes de la cirugía. 

Cuando se usa en la presente memoria, “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico, la cual es capaz de 
transportar otro ácido nucleico al cual ha sido operativamente conectada y puede incluir un vector plásmido, cósmido o 
vírico. Un tipo de vector preferido es un epitoma, es decir, un ácido nucleico capaz de realizar replicación extra
cromosómica. Los vectores preferidos son aquellos capaces de realizar la replicación y/o expresión autónoma de los 
ácidos nucleicos a los que están unidos. Los vectores pueden ser capaces de dirigir la expresión de los genes a los que 
están operativamente unidos. Un vector también puede ser capaz de integrarse en el DNA huésped. En la presente 
memoria descriptiva, “plásmido” y “vector” se usan intercambiablemente ya que un plásmido (una agrupación circular de 
DNA con doble hebra) es la forma de vector más usualmente usada. Sin embargo, se pretende que la invención incluya 
tales otras formas de vectores que sirven de equivalentes funcionales y que llegarán a ser conocidas en la técnica 
después de esto. Los vectores víricos incluyen, por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados de 
replicación defectuosa. 

6.2. Anticuerpos IgM naturales 

La presente invención está basada, al menos en parte, en la identificación de inmunoglobulinas (Ig) naturales, en 
particular de IgMs naturales. Ciertas IgMs naturales pueden obtenerse del hibridoma que ha sido depositado con la 
American Type Culture Collection y al que se de ha dado en número de acceso PTA-3507. 

La secuencia de nucleótidos de la región variable de las cadenas pesadas de la IgM producida por el hibridoma PTA
3507, IgMCM-22 (también denominada IgM 22A5) se muestra en la figura 1A (SEQ ID NO: 1), y la secuencia de 
aminoácidos se muestra en la figura 1B (SEQ ID NO: 2). El dominio CDR1 de la región variable de las cadenas pesadas 
corresponde a los aminoácidos 31 a 35 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4), el cual está codificado por los nucleótidos 91
105 de SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 3), y el dominio CDR2 de la región variable de las cadenas pesadas corresponde a 
los aminoácidos 50 a 66 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), el cual está codificado por los nucleótidos 148-198 de SEQ 
ID NO: 1 (SEQ ID NO: 5). 

La secuencia de nucleótidos de la región variable de las cadenas ligeras de IgMCM-22 se muestra en la figura 2A (SEQ ID 
NO: 7), y la secuencia de aminoácidos se muestra en la figura 2B (SEQ ID NO: 8). El dominio CDR1 de la región 
variable de las cadenas ligeras corresponde a los aminoácidos 23 a 37 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 10), el cual está 
codificado por los nucleótidos 67-111 de SEQ ID NO: 7 (SEQ ID NO: 9), y el dominio CDR2 de la región variable de las 
cadenas ligeras corresponde a los aminoácidos 53 a 59 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), el cual está codificado por 
los nucleótidos 157-177 de SEQ ID NO: 7 (SEQ ID NO: 11). Debido a la degeneración del código genético, otras 
secuencias de nucleótidos pueden codificar a las secuencias de aminoácidos listadas en la presente memoria. 

Las composiciones de ácidos nucleicos de la presente invención, aunque con frecuencia están en una secuencia natural 
(excepto para sitios de restricción modificados y semejantes), a partir de cDNA, DNA genómico o mezclas, pueden 
mutarse según técnicas estándar. Para las secuencias codificantes, estas secuencias pueden afectar a la secuencia de 
aminoácidos como se desee. En particular, se contemplan secuencias de nucleótidos sustancialmente idénticas a o 
derivadas de conmutadores V, D, J, constantes naturales  y otras de tales secuencias descritas en la presente memoria. 

Por ejemplo, un ácido nucleico aislado puede comprender una secuencia de nucleótidos de la región variable de las 
cadenas pesadas de IgMCM-22 (o IgM 22A5) que tiene una secuencia de nucleótidos que se muestra en la figura 1A 
(SEQ ID NO: 1), o una secuencia, la cual es al menos 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a SEQ ID NO: 1. 
Una molécula de ácido nucleico puede comprender la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 de CDR1 de las 
cadenas pesadas, o una de sus porciones. Además, la molécula de ácido nucleico puede comprender la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas pesadas, o una de sus porciones. Una molécula de ácido 
nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 de CDR1 de las cadenas pesadas, o una 
de sus porciones y una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas pesadas, o una de sus 
porciones. Una molécula de ácido nucleico puede comprender secuencias de cadenas pesadas, por ejemplo, SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o combinaciones de las mismas, o englobar nucleótidos que al menos tengan una 
identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% a SEQ ID NOs: 1, 3 ó 5. Además, una molécula de 
ácido nucleico puede comprender secuencias de cadenas pesadas, las cuales se hibridan en condiciones rigurosas, por 
ejemplo, en condiciones poco rigurosas, de moderada rigurosidad, rigurosas o muy rigurosas, a SEQ ID NOs: 1, 3 ó 5. 

En la presente memoria se describen moléculas de ácidos nucleicos que al menos tienen una identidad de secuencia de 
80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% con una molécula de ácido nucleico que codifica a un polipéptido de cadena 
pesada, por ejemplo, a un polipéptido de SEQ ID NOs: 2, 4 ó 6 de las cadenas pesadas. También se describen 
moléculas de ácidos nucleicos que se hibridan a secuencias de ácidos nucleicos que codifican una región variable de 
las cadenas pesadas de un anticuerpo natural o una porción de la misma, por ejemplo, una región variable de las 
cadenas pesadas de SEQ ID NOs: 2, 4 ó 6. 

Una molécula aislada de ácido nucleico puede codificar una secuencia de nucleótidos de la región variable de las 
cadenas ligeras de IgMCM-22 (o IgM 22A5) que tiene una secuencia de nucleótidos que se muestra en la figura 2A (SEQ 
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ID NO: 7), o una secuencia al menos 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idéntica a SEQ ID NO: 7. La molécula de 
ácido nucleico puede comprender la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 9 de CDR1 de las cadenas ligeras, o una 
de sus porciones. En otra realización preferida, la molécula de ácido nucleico puede comprender la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones. Una molécula de ácido nucleico 
puede comprender una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 11 de CDR2 de las cadenas ligeras, o una porción de 
la misma. En una realización ejemplo, la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos de SEQ 
ID NO: 9 de CDR1 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones, y una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 11 
de CDR2 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones. Las moléculas de ácidos nucleicos de la presente invención 
pueden comprender secuencias de cadenas ligeras, por ejemplo, SEQ ID NOs: 7, o u 11, o combinaciones de las 
mismas, o englobar nucleótidos que al menos tengan una identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 
99% a SEQ ID NOs: 7, 9 u 11. Otras moléculas de ácidos nucleicos pueden comprender secuencias de cadenas ligeras, 
las cuales se hibridan en condiciones rigurosas, por ejemplo, en condiciones poco rigurosas, de moderada rigurosidad, 
rigurosas o muy rigurosas, a SEQ ID NOs: 7, 9 u 11. 

Las moléculas de ácidos nucleicos pueden tener al menos una identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
98% ó 99% con una molécula de ácido nucleico que codifica a un polipéptido de cadena ligera, por ejemplo, un 
polipéptido de SEQ ID NOs: 8, 10 ó 12 de las cadenas ligeras. La invención también caracteriza moléculas de ácidos 
nucleicos las cuales se hibridan a una secuencia de ácido nucleico que codifica a una región variable de las cadenas 
ligeras de un anticuerpo natural o de una de sus porciones, por ejemplo una región variable de las cadenas ligeras de 
SEQ ID NOs: 8, 10 ó 12. 

En la presente memoria se describe un ácido nucleico aislado que codifica un dominio CDR1 de las cadenas pesadas 
que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, o un fragmento o forma modificada de la misma. El 
ácido nucleico puede codificar sólo la región CDR1 o puede codificar una región variable completa de las cadenas 
pesadas del anticuerpo o un fragmento de la misma. Por ejemplo, el ácido nucleico puede codificar una región variable 
de las cadenas pesadas que tenga un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 
En la presente memoria también se describe un ácido nucleico aislado que codifica un dominio CDR2 de las cadenas 
pesadas que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o un fragmento o forma modificada de la 
misma. El ácido nucleico puede codificar sólo la región CDR2 o puede codificar una región variable completa de las 
cadenas pesadas del anticuerpo o un fragmento de la misma. Por ejemplo, el ácido nucleico puede codificar una región 
variable de las cadenas pesadas que tenga un dominio CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 4. 

La invención proporciona un ácido nucleico aislado que codifica un dominio CDR1 de las cadenas ligeras que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10, o un fragmento o forma modificada de la misma. Este 
ácido nucleico puede codificar sólo la región CDR1 o puede codificar una región variable completa de las cadenas 
ligeras del anticuerpo. Por ejemplo, el ácido nucleico puede codificar una región variable de las cadenas ligeras que 
tenga un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 12.  

El ácido nucleico aislado también codifica un dominio CDR2 de las cadenas ligeras que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 12, o un fragmento o forma modificada de la misma. El ácido nucleico puede codificar sólo 
la región CDR2 o puede codificar una región variable completa de las cadenas ligeras del anticuerpo. Por ejemplo, el 
ácido nucleico puede codificar una región variable de las cadenas ligeras que tenga un dominio CDR1 que comprende 
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10. 

El ácido nucleico que codifica la región variable de las cadenas pesadas o ligeras puede ser de origen murina o 
humano, o puede comprender una combinación de secuencias de aminoácidos de origen murina o humano. Por 
ejemplo, el ácido nucleico puede codificar una región variable de las cadenas pesadas que comprenda el CDR1 de SEQ 
ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4) y/o el CDR2 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), y una secuencia del marco de ser humano. 
Además, el ácido nucleico puede codificar una región de las cadenas ligeras que comprende el CDR1 de SEQ ID NO: 8 
(SEQ ID NO: 10) y/o el CDR2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), y una secuencia del marco de ser humano. Además, 
la invención engloba vectores que contienen los ácidos nucleicos anteriormente descritos y células huésped que 
contienen los vectores de expresión. 

La invención también caracteriza polipéptidos y fragmentos de las regiones variables de las cadenas ligeras de IgMCM-22 . 
En realizaciones ejemplo, los polipéptidos aislados comprenden, por ejemplo, las secuencias de aminoácidos de SEQ 
ID NOs: 8, 10 ó 12, o fragmentos o combinaciones de las mismas. 

Los polipéptidos de la presente invención incluyen polipéptidos que al menos tienen, pero no más que 20, 10, 5, 4, 3, 2 
ó 1 aminoácido que difiere de SEQ ID NOs: 8, 10 ó 12. Los polipéptidos ejemplo son polipéptidos que retienen actividad 
biológica, por ejemplo, la capacidad para enlazarse a un antígeno específico de la isquemia y/o la capacidad de 
enlazarse al complemento. En otra realización, los polipéptidos comprenden polipéptidos que al menos tienen una 
identidad de secuencias de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% con una región variable de las cadenas ligeras, o 
una porción de la misma, por ejemplo un polipéptido de SEQ ID NOs: 8, 10 ó 12 de la región variable de las cadenas 
ligeras. 
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En otra realización, la invención caracteriza a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 8 y de SEQ ID NO: 2, que además comprende una secuencia IRES. 

6.3. Agentes inhibidores de anticuerpos IgM 

6.3.1. Agentes inhibidores tipo péptidos de anticuerpos IgM naturales 

La invención además caracteriza a agentes inhibidores de IgM. En una realización, el agente inhibidor de IgM es un 
péptido que se enlaza específicamente a una IgM natural y de esta manera bloquea el enlace al antígeno. Tales 
péptidos pueden incluir los péptidos ricos en asparagina descritos en la tabla 1 siguiente, excluyendo SEQ ID NO: 34. 

Tabla 1: secuencias de aminoácidos de péptidos que se enlazan a anticuerpos IgM naturales 

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre 

14 xNNNxNNxNNNN Consenso rico en asparagina 

16 YNNNNGNYTYRN P1 

18 ANTRNGATNNNM P2 

20 CDSSCDSVGNCN P3 

22 WNNNGRNACNAN P4 

24 HNSTSNGCNDNV P5 

26 NSNSRYNSNSNN P6 

28 KRNNHNNHNRSN P7 

30 NGNNVNGNRNNN P8 

32 NVANHNNSNHGN P9 

34 SYNNNNHVSNRN P10 

Los péptidos también pueden incluir ciertos “auto-péptidos” que se describen a continuación en la tabla 2. 

Tabla 2: secuencias de aminoácidos de auto-péptidos 

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre 

36 LMKNMDPLNDNI Auto-1 

38 LMKNMDPLNDNV Auto-2 (“N-2”) 

Como se describe con más detalle en la sección de ejemplos, los auto-péptidos se enlazan a IgMCM-22 de anticuerpos 
15 IgM naturales. 

Además, los péptidos descritos anteriormente, la presente invención engloba péptidos modificados cuya actividad puede 
identificarse y/o analizarse usando una variedad de métodos bien conocidos por un experto. Por ejemplo, el enlace del 
péptido a la IgM puede detectarse usando ensayos biológicos, técnicas de inmunotransferencia, inmunoprecipitación o 
inmunocitoquímicas, tales como las descritas a continuación. En particular, la actividad biológica (por ejemplo, la 

20 capacidad para enlazarse a un anticuerpo IgM natural) de un péptido modificado puede caracterizarse con relación a la 
de P8 (SEQ ID NO: 30) o N2 (SEQ ID NO: 38). 

Cuando se diseñan para que retengan al menos una actividad de la forma de la proteína que se encuentra en la 
naturaleza, tales péptidos modificados se consideran “equivalentes funcionales” de los péptidos descritos con más 
detalle en la presente memoria. Tales péptidos modificados pueden producirse, por ejemplo, por sustitución, supresión o 

25 adición de aminoácidos, sustituciones que pueden consistir en parte o en todo por sustituciones de aminoácidos 
conservadores. 

Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitución aislada por un aminoácido conservador, tal como el 
reemplazamiento de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, o una treonina con una 
serina, no tendrá un gran efecto sobre la actividad biológica de la molécula resultante. Puede determinarse fácilmente si 
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un cambio en la secuencia de aminoácidos de un péptido da lugar a un homólogo funcional ensayando la capacidad del 
péptido variante (por ejemplo, la capacidad para unirse a anticuerpos IgM naturales) de producir una respuesta similar a 
la del péptido silvestre. Los péptidos en los que ha ocurrido más de un reemplazamiento pueden ensayarse fácilmente 
de la misma manera. 

La mutagénesis del péptido puede dar lugar a homólogos, los cuales tienen semividas in vivo mayores relativas al 
péptido silvestre correspondiente. Por ejemplo, el péptido alterado puede hacerse más estable a la degradación 
proteolítica o a otros procesos celulares que dan lugar a la destrucción o inactivación de la proteína. 

Las secuencias de aminoácidos de una población de péptidos  homólogos pueden alinearse, preferiblemente para 
promover la mayor homología posible. Tal población de variantes puede incluir, por ejemplo, homólogos de una o más 
especies, u homólogos de las mismas especies pero que difieren debido a la mutación. Los aminoácidos que aparecen 
en cada posición de las secuencias alineadas se seleccionan para crear una serie degenerada de secuencias 
combinatorias. En ciertas realizaciones, la biblioteca combinatoria se produce por medio de una biblioteca degenerada 
de genes que codifican una biblioteca de polipéptidos cada uno de los cuales incluyen al menos una porción de 
secuencias potenciales de péptidos. Por ejemplo, una mezcla de oligonucleótidos sintéticos pueden ligarse 
enzimáticamente en secuencias de genes tal que la serie degenerada de secuencias potenciales de nucleótidos son 
expresables como polipéptidos individuales, o alternativamente, como una serie de proteínas de fusión mayores (por 
ejemplo, expresión en fagos). 

Hay muchas formas mediante las cuales puede generarse la biblioteca de homólogos potenciales a partir de una 
secuencia degenerada de oligonucleótido. La síntesis química de una secuencia degenerada de un gen puede llevarse 
a cabo en un sintetizador automático de DNA, y los genes sintéticos pueden entonces ligarse a un vector apropiado 
para la expresión. Un fin de una serie degenerada de genes es proporcionar, en una mezcla, todas las secuencias que 
codifican la serie deseada de secuencias potenciales de péptidos. La síntesis de oligonucleótidos degenerados es bien 
conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) recombinant 
DNA, Proc. 3rd Cleveland Symp. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp. 273-289; Itakura et al., 
(1984) Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura et al., (1984) Science 198: 1056; Ike et al., (1983) Nucleic Acid Res. 
11:477). Tales técnicas han sido empleadas en la evolución dirigida de otras proteínas (véase, por ejemplo, Scott et al., 
(1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin et al., (1990) Science 249: 404
406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; así como las patentes de EE.UU. nºs: 5.223.409, 5.198.346 y 
5.096.815). 

Alternativamente, pueden utilizarse otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatoria. Por ejemplo, 
pueden generarse péptidos homólogos y aislarse de una biblioteca mediante selección usando, por ejemplo, 
mutagénesis de barrido con alanina y semejantes (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33: 1565-1572; Wang et al., (1994) J. 
Biol. Chem. 269: 3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137: 109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J. Biochem. 218: 597
601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268: 2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry 30: 10832-10838; y 
Cunningham et al., (1989) Science 244: 1081-1085), por mutagénesis de barrido con un conector (Gustin et al., (1993) 
Virology 193: 653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12: 2644-2652; McKnight et al., (1982) Science 232: 316); por 
mutagénesis de saturación (Meyers et al., (1986) Science 232: 613); por mutagénesis PCR (Leung et al., (1989) Method 
Cell Mol. Biol. 1: 11-19); o por mutagénesis al azar (Miller et al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL 
Press, Cold Spring Harbor, NY; y Greener et al., (1994) Strategies en Mol. Biol. 7: 32-34). 

En la técnica se conocen un amplia gama de técnicas para seleccionar productos genéticos de bibliotecas 
combinatorias fabricadas por mutaciones y truncamientos puntuales, y para seleccionar en bibliotecas de cDNA 
productos genéticos que tienen una cierta propiedad (por ejemplo, la capacidad para enlazarse a un anticuerpo IgM 
natural). Tales técnicas se adaptarán en general para una selección rápida de las bibliotecas genéticas generadas por 
mutagénesis combinatoria de péptidos homólogos. La mayor parte de las técnicas usadas para explorar grandes 
bibliotecas genéticas comprenden el clonado de la biblioteca genética en vectores de expresión replicables, la 
transformación de células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y al expresión de genes combinatorios en 
condiciones en las que la detección de una actividad deseada facilita relativamente el fácil aislamiento del vector que 
codifica al gen cuyo producto fue detectado. Cada uno de los ensayos ilustrativos descritos más adelante es susceptible 
a un análisis de alta productividad que es necesario para seleccionar grandes números de secuencias degeneradas 
creadas por técnicas de mutagénesis combinatoria. 

En una realización ilustrativa de un ensayo de selección, los productos candidato de genes combinatorios se pasan por 
una columna que contiene bolas a las que está unida la proteína de unión, tal como una IgM o una porción de la misma. 
Aquellos productos candidatos de genes combinatorios que son retenidos en la columna pueden caracterizarse 
adicionalmente respecto a su unión a IgMs de una manera que podría ser útil para bloquear la unión a anticuerpos IgM 
naturales y tratar las enfermedades inflamatorias. 

En otro ejemplo, la biblioteca de genes puede expresarse como una proteína de fusión sobre la superficie de una 
partícula vírica. Por ejemplo, en el sistema de fagos filamentosos pueden expresarse secuencias de péptidos extrañas 
sobre la superficie de fagos infecciosos, mediante lo cual se confieren dos beneficios. En primer lugar, debido a que 
estos fagos pueden aplicarse a matrices de afinidad en concentraciones muy altas pueden explorarse al mismo tiempo 
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un gran número de fagos. En segundo lugar, debido a que cada fago infeccioso muestra el producto del gen 
combinatorio sobre su superficie, el fago puede amplificarse mediante otra ronda de infección si un fago particular es 
recuperado de una matriz de afinidad con un bajo rendimiento. El grupo de fagos filamentosos M13, fd y fl casi idénticos 
a E. coli se usa con frecuencia en bibliotecas de expresión en fagos, como pueden usarse proteínas de revestimiento 

5 tanto del fago gIII como del gVIII para generar proteínas de fusión sin desorganizar el empaquetamiento último de la 
partícula vírica (Lander et al., publicación PCT WO 90/02909; Garrard et al., publicación PCT WO 92/09690; Marks et 
al., (1992) J. Biol. Chem. 267: 16007-16010; Griffiths et al., (1993) EMBO J. 12: 725-734; Clackson et al., (1991) Nature 
352: 624-628 y Barbas et al., (1992) PNAS USA 89: 4457-4461). Cuando sea apropiado pueden usar otras proteínas de 
revestimiento de fagos. 

10 En la presente memoria también se describen compuestos miméticos (por ejemplo, agentes no peptídicos) que son 
capaces de mimetizar el enlace del péptido auténtico a un anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, los residuos críticos de 
un péptido que están implicados en el reconocimiento molecular de un anticuerpo IgM natural pueden determinarse y 
usarse para generar el compuesto péptido-mimético que se enlaza a un anticuerpo IgM natural. El compuesto péptido
mimético puede entonces usarse como un agente inhibidor de la proteína silvestre enlazándose a los anticuerpos IgM 

15 naturales y cubriendo los residuos críticos necesarios para la interacción con la proteína silvestre, mediante lo cual se 
impide la interacción de la proteína y el anticuerpo IgM natural. Pueden generarse compuestos péptido-miméticos  que 
mimetizan aquellos residuos en el enlace al anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, pueden generarse análogos no 
hidrolizables de péptidos de tales residuos usando benzodiazepina (por ejemplo, véase Freidinger et al., en Peptides: 
Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1998), azepina (por ejemplo, véase 

20 Fuman et al., en Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1998), 
anillos de gamma lactama sustituidos (Garvey et al., en Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM 
Publisher: Leiden, Netherlands, 1998), pseudopéptidos de ceto-metileno(Ewenson et al., (1986) J. Med. Chem. 29: 295; 
y Ewenson et al., en Peptides: Structure and Function Proceedings of the 9th American Peptide Symposium) Pierce 
Chemical Co. Rockland, II, 1985), núcleos de péptidos con giro  (Nagai et al., (1985) Tetrahedron Lett 26: 647; y Sato 

25 et al., (1986) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1: 1231), y -aminoalcoholes (Gordon et al., (1985) Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 126: 419; y Dann et al., (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun. 134: 71). 

6.3.2. Ácidos nucleicos que codifican agentes inhibidores 

La invención también caracteriza ácidos nucleicos, los cuales codifican los péptidos tratados anteriormente. Ácidos 
nucleicos ejemplo se proporcionan en la tabla 3, excluyendo SEQ ID NO: 33. 
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Tabla 3. Ácidos nucleicos que codifican péptidos que se enlazan a anticuerpos IgM naturales 

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre 

13 NNN AAY AAY AAY NNN AAY AAY NNN AAY AAY 
AAY AAY 

Consenso rico en 
asparagina 

15 TAY AAY AAY AAY AAY GGN AAY TAY CAN TAY 
MGN AAY 

P1 

17 GCN AAY CAN MGN AAY GGN GCN CAN AAY AAY 
AAY ATG 

P2 

19 TGY GAY WSN WSN TGY GAY WSN GTN GGN 
AAY TGY AAY 

P3 

21 TGG AAY AAY AAY GGN MGN AAY GCN TGY AAY 
GCN AAY 

P4 

23 CAY AAY WSN ACN WSN AAY GGN TGY AAY GAY 
AAY GTN 

P5 

25 AAY WSN AAY WSN MGN TAN AAN WSN AAY 
WSN AAY AAY 

P6 

27 AAR MGN AAY AAY CAY AAY AAY CAY AAY MGN 
WSN AAY 

P7 

29 AAY GGN AAY AAY GTN AAY GGN AAY MGN AAY 
AAY AAY 

P8 

31 AAY GTN GCN AAY CAY AAY AAY WSN AAY CAY 
GGN AAY 

P-9 

33 WSN TAY AAY AAY AAY AAY CAY GTN WSN AAY 
MGN AAY 

P-10 

35 YTN ATG AAR AAY ATG GAY CCN YTN AAY GAY 
AAY ATH 

Auto-1 

37 YTN ATG AAR AAY ATG GAY CCN YTN AAY GAY 
AAY GTN 

Auto-2 

Los ácidos nucleicos de la tabla 3 reflejan degeneración en el código genético. En particular, un “R” corresponde a una 
base que puede ser una A o una G; una “S” corresponde a una base que puede ser una G o un C; una “V” corresponde 

5 a una base que puede ser una A, C o G; una “Y” corresponde a una base que puede ser una C o una T; una “W” 
corresponde a una base que puede ser una A o una T; una “D” corresponde a una base que puede ser una A, G o T; 
una “M” corresponde a una base que puede ser una A o una C; una “H” corresponde a una base que puede ser una A, 
C o T; una “N” corresponde a una base que puede ser una A, C, G o T; una “K” corresponde a una base que puede ser 
una G o una T y una “B” corresponde a una base que puede ser una C, G o T. 

10 Se espera que entre las células de los mamíferos existan polimorfismos de secuencias de DNA que conduzcan a 
cambios en las secuencias de aminoácidos de las proteínas objeto. Un experto en la técnica apreciará que estas 
variaciones en uno o más nucleótidos (de menos que 1% hasta aproximadamente 3 ó 5% o posiblemente más de los 
nucleótidos) de los ácidos nucleicos que codifican a un péptido particular de la invención pueden existir entre individuos 
de una especie dada debido a la variación alélica natural. Cualquiera y todas de tales variaciones de nucleótidos y 

15 polimorfismos de aminoácidos resultantes están dentro del alcance de esta invención. Los ácidos nucleicos preferidos 
codifican a un péptido, el cual es al menos aproximadamente 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homólogo o 
más con una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 u otro péptido 
de la invención. Los ácidos nucleicos que codifican péptidos que tienen una actividad de un péptido de la invención y 
que al menos tienen una homología de aproximadamente 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o más con SEQ 

20 ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 38 u otro péptido de la invención también están dentro del alcance de 
la invención. 
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La preferencia en la selección de codones dentro de una única especie parece relacionada con el nivel de expresión de 
la proteína codificada por ese gen. Por consiguiente, la invención engloba secuencias de ácidos nucleicos que han sido 
optimizadas para mejorar la expresión en una célula huésped alternando la frecuencia del uso de codones en la 
secuencia de ácido nucleico para acercarse a la frecuencia de uso preferida de codones de la célula huésped. Debido a 
la degeneración de codones, es posible optimizar la secuencia de nucleótidos sin afectar a la secuencia de aminoácidos 
de polipéptido codificado. Por consiguiente, la presente invención se relaciona con cualquier secuencia de nucleótidos 
que codifique los péptidos puestos de manifiesto en SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 38 u otros 
péptidos de la invención. 

Los ácidos nucleicos dentro del alcance de la invención también pueden contener secuencias de conectores, sitios 
modificados de endonucleasas de restricción y otras secuencias útiles para la clonación, expresión o purificación 
molecular de tales polipéptidos recombinantes. 

Un ácido nucleico que codifica un péptido de la invención puede obtenerse a partir de mRNA o DNA genómico a partir 
de cualquier organismo según protocolos descritos en la presente memoria, así como con los generalmente conocidos 
por los expertos. Por ejemplo, un cDNA que codifica a un péptido de la invención puede obtenerse aislando mRNA total 
de un organismo, por ejemplo una bacteria, un virus, un mamífero, etc. A continuación, pueden prepararse cDNAs de 
doble hebra a partir del mRNA total, e insertarse subsiguientemente en un vector plásmido o bacteriófago adecuado 
usando una cualquiera de varias técnicas conocidas. También puede clonarse un gen que codifica a un péptido de la 
invención usando técnicas establecidas de reacción en cadena de la polimerasa según la información de la secuencia 
de nucleótidos proporcionada por la invención. 

En otro aspecto de la invención, se proporciona el ácido nucleico objeto en un vector de expresión que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica a un péptido de la invención y operablemente conectado a al menos una 
secuencia reguladora. Debe entenderse que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como 
la selección de la célula huésped a transformar y/o del tipo de proteína que se desea expresar. Por otra parte, también 
debe considerase el número de copias del vector, la capacidad de controlar ese número de copias y la expresión de 
cualquier otra proteína codificada por el vector, tales como marcadores antibióticos.  

Como será evidente, pueden usarse los constructos del gen objeto para provocar la expresión de un péptido de la 
invención en células propagadas en el cultivo, por ejemplo, para producir proteínas o polipéptidos, incluyendo proteínas 
de fusión o polipéptidos, incluyendo proteínas de fusión, para purificar. 

Esta invención también está relacionada con una célula huésped aislada transfectada con un gen recombinante con el 
fin de expresar un péptido de la invención. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por 
ejemplo, un polipéptido de la presente invención puede expresarse en células bacterianas, tales como E. coli, células de 
insectos (baculovirus), levaduras o células de mamíferos. Los expertos en la técnica conoce otras células huésped 
adecuadas. Adicionalmente, con el fin de optimizar la expresión del péptido, la célula huésped puede estar 
suplementada con moléculas de tRNA que no se encuentran típicamente en el huésped. Otros métodos adecuados para 
maximizar la expresión del péptido serán conocidos por los expertos en la técnica. 

6.3.3. Métodos para producir agentes inhibidores de péptidos 

Pueden sintetizarse agentes inhibidores de péptidos, por ejemplo, químicamente, ribosóbicamente en un sistema 
exento de células, o ribosóbicamente dentro de una célula. La síntesis química de péptidos de la invención pueden 
llevarse a cabo usando una variedad de métodos reconocidos en la técnica, que incluyen la síntesis paso a paso en 
fase sólida, la semi-síntesis a través de religadura asistida conformacionalmente de fragmentos de péptidos, la ligadura 
enzimática de segmentos clonados o sintéticos de péptidos y la ligadura química. Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc., 
volumen 85, página 2149 (1964), por Houghten et al. en Proc. Natl. Acad. Sci. USA, volumen 82, página 5132 (1985), y 
por Stewart y Young en Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chem. Co, Rockford, III. (1984). La ligadura química 
natural emplea una reacción quimioselectiva de los segmentos de péptidos no protegidos para producir un compuesto 
intermedio transitorio conectado por puentes tioéster. El compuesto intermedio transitorio conectado por puentes 
tioéster experimenta a continuación espontáneamente una transposición para dar el producto de ligadura de longitud 
completa que tiene un enlace peptídico natural en el sitio de ligadura. Los productos de ligadura de longitud completa 
son químicamente idénticos a las proteínas producidas mediante síntesis exenta de células. Los productos de ligadura 
de longitud completa pueden replegarse y/u oxidarse, como se permita, para formar moléculas proteicas naturales que 
contienen puentes disulfuro. (Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. nºs 6.184.344 y 6.174.530; y T.W. Muir et 
al., Curr. Opin. Biotech. (1993); vol. 4, p. 420; M. Miller et al., Science (1989): vol. 246, p. 1149: A. Wlodawer et al., 
Science (1989): vol. 245, p. 616; L.H. Huang et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 7402; M. Schnolzer et al., Int. J. Pept. 
Prot. Res. (1992): vol. 40, p. 180-193; K. Rajarthnam et al., Science (1994): vol. 264, p. 90; R. E. Offord, “Chemical 
Approaches to Protein Engineering”, en Protein Design and the Development of New Therapeutics and Vaccines, J.B. 
Hook, G. Poste, Eds., (Plenum Press, Nueva York, 1990) pp. 253-282; C.J.A. Wallace et al., J. Biol. Chem. (1992): vol. 
267, p. 3852; L. Abrahmsen et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 4151; T. K. Chang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
(1994) 91: 12544-12548; M. Schnlzer et al., Science (1992): vol., 3256, p. 221; y K. Akaji et al., Chem. Pharm. Bull. 
(Tokio) (1985) 33: 184). 
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En otra variación, la producción de péptidos puede conseguirse usando un sistema de traducción in vitro. Un sistema de 
traducción in vitro es, en general, un sistema de traducción que es un extracto exento de células que al menos contiene 
los elementos mínimos necesarios para la traducción de una molécula de RNA en una proteína. Un sistema de 
traducción in vitro comprende típicamente al menos ribosomas, tRNAs, metionil-tRNAMet iniciador, proteínas o 
complejos implicados en la traducción, por ejemplo, eIF2, eIF3, el complejo ligado a la caperuza (CB), que comprende la 
proteína ligada a la caperuza (CBP) y el factor de iniciación eucariótico 4F (eIF4F). En la técnica son conocidos una 
variedad de sistemas de traducción e incluyen kits comercialmente disponibles. Ejemplos de sistemas de traducción in 
vitro incluyen lisados eucarióticos, tales como lisados de reticulocitos de conejo, lisados de oocitos de conejo, lisados de 
células de ser humano, lisados de células de insectos y extractos de germen de trigo.  

Los lisados están comercialmente disponibles en fabricantes tales como Promega Corp., Madison Wis.; Stratagene, La 
Jolla, Calif.; Amersham, Arlington Heights, III; y GIBCO/BRL, Grand Island, N.Y. Los sistemas de traducción in vitro 
comprenden típicamente macromoléculas, tales como enzimas, factores de traducción, iniciación y elongación, reactivos 
químicos y ribosomas. 

Además, puede usarse un sistema de transcripción in vitro. Típicamente, tales sistemas comprenden al menos una 
holoenzima de RNA polimerasa, ribonucleótidos y cualquier factor de iniciación, elongación y terminación de la 
transcripción. La transcripción y la traducción in vitro pueden llevarse a cabo dentro de la misma reacción para producir 
péptidos a partir de uno o más DNAs aislados. 

Los ácidos nucleicos que codifican agentes inhibidores de péptidos pueden ser expresados in vitro por transferencia de 
DNA en una célula huésped adecuada. La expresión de péptidos puede ser facilitada insertando los ácidos nucleicos 
que codifican a los péptidos en un vector, tal como un plásmido, virus u otro vehículo conocido en la técnica que ha sido 
manipulado por inserción o incorporación en las secuencias genéticas naturales de péptidos que se enlazan a 
anticuerpos. Tales vectores contienen una secuencia promotora la cual facilita la transcripción eficiente de la secuencia 
genética insertada del huésped. Típicamente, el vector contiene un origen de replicación, un promotor, así como genes 
específicos que permiten la selección fenotípica de las células transformadas. Los vectores adecuados para usar en la 
presente invención incluyen pero no se limitan a, el vector de expresión basado en T7 para la expresión en bacterias 
(Rosenberg et al., Gene, 56: 125, 1987), el vector de expresión pMSXND para la expresión en células de mamíferos 
(Lee y Nathans, J. Biol. Chem. 263: 3521, 1988) y vectores derivados de baculovirus para la expresión en células de 
insectos. El segmento de DNA puede estar presente en el vector operablemente conectado a elementos reguladores, 
por ejemplo, un promotor (por ejemplo, los promotores T7, metalotioneína I o las polihedrinas).  

Los ácidos nucleicos que codifican agentes inhibidores de péptidos pueden ser expresados bien en procariotas o bien 
en eucariotas. Los huéspedes pueden incluir organismos microbianos, levaduras, insectos y mamíferos. Los métodos 
para expresar secuencias de DNA que tienen secuencias eucariotas o víricas en procariotas son bien conocidos en la 
técnica. Los vectores tipo DNA vírico y plásmido biológicamente funcionales capaces de expresión y replicación en un 
huésped son bien conocidos en la técnica. Tales vectores pueden incorporar secuencias de DNA de la invención. Para 
construir vectores que contienen la secuencia natural que codifica el péptido que se enlaza a anticuerpos y señales de 
control transcripcionales/traductoras pueden usarse métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica. 
Estos métodos incluyen técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas sintéticas y técnicas de 
recombinación/genéticas in vivo. (Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., 1989 Molecular Cloning 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.). 

Pueden utilizarse una variedad de sistemas de huésped-vector de expresión. Éstos incluyen, pero no se limitan a, 
microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de expresión tipo DNA recombinante de 
bacteriófago, DNA plásmido o DNA cósmido; levaduras transformadas con vectores de expresión recombinantes de 
levaduras; sistemas de células de plantas infectadas con vectores de expresión recombinantes de virus (por ejemplo, 
virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresión 
recombinantes de plásmidos (por ejemplo, plásmido Ti); sistemas de células de insectos infectadas con vectores de 
expresión recombinantes de virus (por ejemplo, baculovirus); o sistemas de células de animales infectadas con vectores 
de expresión recombinantes de virus (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, virus vacuna), o sistemas transformados de 
células de animales diseñados para su expresión estable. 

Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, en el vector de expresión puede usarse cualquiera de varios 
elementos adecuados de transcripción y traducción, que incluyen promotores constitutivos e inducibles, elementos que 
potencian la transcripción, agentes de terminación de la transcripción, etc. (véase, por ejemplo, Bitter et al., 1987, 
Methods in Enzymology 153: 516-544). Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse 
promotores inducibles como pL de bacteriófago , plac, ptrp, ptac (promotor híbrido ptrp-lac) y semejantes. Cuando se 
clona en sistemas de células de mamíferos, pueden usarse promotores derivados del genoma de células de mamíferos 
(por ejemplo, promotor de matalotioneína) o virus de mamíferos (por ejemplo, la repetición terminal larga de retrovirus; 
el promotor tardío de adenovirus; el promotor virus vacuna de 7,5K). También pueden usarse promotores producidos 
por técnicas de DNA recombinante o sintéticas. 

En levaduras pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles. Para una revisión 
véase Current Protocols en Molecular Biology, Vol. 2, 1988, Ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. & Wiley 
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Interscience, Ch. 13; Grant et al., 1987, Expression and Secretion Vectors for Yeast, en Methods in Enzymology, Eds. 
Wu & Grossman, 31987, Acad. Press, N.Y., Vol. 153, pp. 516-544; Glover, 1986, DNA Cloning, Vol. UU, IRL Press, 
Wash., D.C., Ch. 3; y Bitter, 1987, Heterologous Gene Expression in Yeast, Methods in Enzymology, Eds. Berger & 
Kimmel, Acad. Press, N.Y., Vol. 152, pp. 673-684; y The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, 1982, Eds. 
Strathern et al., Cold Spring Harbor Press, Vols. I y II. Puede usarse un promotor constitutivo de levaduras tal como 
ADH o LEU2 o un promotor inducible tal como GAL (Cloning in Yeast, Ch. 3, R. Rothstein En: DNA Cloning Vol. 11, A 
Practical Approach, Ed. DM Glover, 1986, IRL Press, Wash., D.C.). Alternativamente, pueden usarse vectores que 
promuevan la integración de secuencias extrañas de DNA en el cromosoma de levaduras. 

Los sistemas eucariotas, y preferiblemente los sistemas de expresión en mamíferos, permiten que ocurran 
modificaciones post-traducción apropiadas de proteínas expresadas en mamíferos. Como células huésped pueden 
usarse células eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesado apropiado del transcripto primario, la 
glicosilación, la fosforilación y, ventajosamente, la inserción en la membrana plasmática del producto del gen. 

Los sistemas de células de mamíferos que utilizan virus recombinantes o elementos víricos para dirigir la expresión 
pueden diseñarse genéticamente. Por ejemplo, cuando se usan vectores de expresión de adenovirus una secuencia 
natural que codifica un péptido que se enlaza a anticuerpos puede estar ligada a un complejo de control de la 
transcripción/traducción de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardío y la secuencia líder tripartita. Alternativamente, 
puede usarse el promotor de 7,5K de virus vacuna (véase, por ejemplo, Mackkett et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 79: 7415-7419; Mackkett et al., 1984, J. Virol. 49: 857-864; Panicali et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 
4927-4931). De particular interés son los vectores basados en el virus del papiloma bovino los cuales tienen la 
capacidad para replicarse como elementos extracromosómicos (Sarver et al., 1981, Mol. Cell. Biol. 1: 486). Poco 
después de la entrada de este DNA en células de ratón, el plásmido se replica hasta aproximadamente 100 a 200 
copias por célula. La transcripción del cDNA insertado no requiere la integración del plásmido en el cromosoma del 
huésped, mediante lo cual dan un alto nivel de expresión. Estos vectores pueden usarse para la expresión estable 
incluyendo un marcador seleccionable en el plásmido tal como, por ejemplo, el gen neo. Alternativamente, el genoma 
retrovírico puede modificarse para usarse como un vector capaz de introducir y dirigir la expresión de un gen natural de 
un péptido que se enlaza a anticuerpos en células huésped (Cone & Mulligan, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 
6349-6353). También puede conseguirse un alto nivel de expresión usando promotores inducibles, que incluyen, pero 
no se limitan a, el promotor metalotionina IIA y promotores de choque térmico. 

Para la producción a largo plazo y de alto rendimiento de proteínas recombinantes, se prefiere la expresión estable. Más 
que usar vectores de expresión que contengan orígenes víricos de replicación, las células huésped pueden 
transformarse con un cDNA controlado por elementos apropiados de control de la expresión (por ejemplo, un promotor, 
un potenciador, secuencias, agentes de terminación de la transcripción, sitios de poliadenilación, etc.) y un marcador 
seleccionable. El marcador seleccionable en el plásmido recombinante confiere resistencia a la selección y permite que 
las células integren establemente el plásmido en sus cromosomas y crezcan para formar focos los cuales a su vez 
pueden clonarse y expandirse en líneas celulares. Por ejemplo, tras la introducción de DNA extraño, puede permitirse 
que las células diseñadas genéticamente crezcan 1-2 días en un medio enriquecido, y luego se cambian a un medio 
selectivo. Pueden usarse varios sistemas de selección, que incluyen pero no se limitan a, genes de timidina quinasa del 
virus del herpes simples (Wigler at al., 1977, Cell 11: 223), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska & 
Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell 22: 817) 
y pueden emplearse en células tk-, hgprt- o aprt-, respectivamente. Asimismo, puede usarse la resistencia 
antimetabolitos como la base de selección de genes dhfr, el cual confiere resistencia al metotrexato (Wigler at al.,1980, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 3567; O´Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527); gpt, que confiere 
resistencia al ácido micofenólico (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072; neo, el cual confiere 
resistencia al aminoglicósido G-418 (Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150: 1); e hygro, el cual confiere 
resistencia a la higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30: 147). 

Genes adicionales seleccionables incluyen trpB, el cual permite que las células utilicen indol en lugar de triptófano; hisD, 
el cual permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85: 8047); y ODC (ornitina descarboxilasa) el cual confiere resistencia al agente inhibidor de la ornitina 
descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McConlogue L., 1987, en: Current Communications in Molecular 
Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.).  

Para líneas celulares recombinantes estables, los tipos adecuados de células incluyen, pero no se limitan a, células de 
los siguientes tipos: NIH 3T3 (murina), C2C12, L6 y P19. Los mioblastos C2C12 y L6 se diferenciarán espontáneamente 
en el cultivo y formarán miotubos dependiendo de las condiciones particulares de crecimiento (Yaffe y Saxel, 1977; 
Yaffe, 1968). P19 es una línea celular embriónica de carcinoma. Tales células son descritas, por ejemplo, en el Cell Line 
Catalog de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas células pueden ser establemente transformadas 
mediante un método conocido por los expertos. Véase, por ejemplo, Aussubel et al., Introduction of DNA into 
Mammalian Cells, en CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, secciones 9.5.1-9.5.6 (John Wiley & Sons 
Inc. 1995). En el contexto de la invención, transformación “estable” quiere decir que las células son inmortales en la 
extensión de haber pasado por al menos 50 divisiones. 
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Cuando el huésped es un eucariota, pueden usarse métodos de transfección de DNA tales como coprecipitados con 
fosfato de calcio, procedimientos mecánicos convencionales tales como microinyección, electroporación, inserción de un 
plásmido encerrado en liposomas, o virus vectores. Las células eucariotas también pueden cotransformarse con 
secuencias de DNA que codifican péptidos naturales que se enlazan a anticuerpos, y una segunda molécula de DNA 
extraño que codifica un fenotipo seleccionable, tal como el gen de la timidina quinasa del herpes simplex. Otro método 
es usar un vector vírico eucariota, tal como el virus 40 del simio (SV40) o el virus del papiloma bovino, para infectar o 
transformar transitoriamente células eucariotas y expresar la proteína (véase, por ejemplo, Eukaryotic Viral Vectors, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman et al., 1982). 

Para interaccionar con anticuerpos naturales o para aislar y purificar, puede necesitarse que las proteínas naturales que 
se enlazan a anticuerpos sean secretadas por la célula huésped. Por consiguiente, puede usarse una secuencia señal 
para dirigir la salida del péptido de la célula huésped cuando se sintetice. 

Típicamente, la secuencia señal está posicionada en la región codificante de la secuencia del ácido nucleico, o 
directamente en el extremo 5´ de la región codificante. Se han identificado muchas secuencias señal y puede usarse 
cualquiera que sea funcional en la célula huésped seleccionada. Por consiguiente, la secuencia señal puede ser 
homóloga o heteróloga al polipéptido. Adicionalmente, la secuencia señal puede sintetizarse químicamente usando 
técnicas de DNA recombinante bien conocidas en la técnica. 

La cantidad de péptido producida en la célula huésped  puede evaluarse usando métodos estándar en la técnica. Tales 
métodos incluyen, sin limitación, análisis de inmunotransferencia, electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, 
electroforesis en gel no desnaturalizante, separación por HPLC, inmunoprecipitación y/o ensayos de actividad tales 
como ensayos de unión al DNA por retardo en gel. 

Cuando se secretan péptidos naturales de unión a anticuerpos de las células huésped, la mayoría del péptido 
probablemente se encontrará en el medio de cultivo celular. Si, sin embargo, el péptido no se secreta, estará presente 
en el citoplasma (para eucariotas, bacterias Gram positivas y células huésped de insectos) o en el periplasma (para 
células huésped de bacterias Gram negativas). 

Si el péptido natural que se une a anticuerpos permanece en el espacio intracelular, típicamente las células huésped 
son en primer lugar rotas mecánica u osmóticamente para liberar el contenido citoplasmático en una disolución 
amortiguadora del pH. A continuación, el péptido se aísla de esta disolución. Seguidamente, puede conseguirse la 
purificación del péptido de la disolución usando una variedad de técnicas. Si el péptido ha sido sintetizado tal que 
contiene una etiqueta tal como hexahistidina u otros pequeños péptidos tanto en su término carboxilo como en su 
término amino, puede purificarse en un procedimiento de una única etapa pasando la disolución a través de una 
columna de afinidad en la que la matriz de la columna tiene una alta afinidad por la etiqueta o por el péptido 
directamente (es decir, un anticuerpo monoclonal). Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad 
al níquel, por tanto puede usarse para la purificación una columna de afinidad de níquel (tal como las columnas de 
níquel Qiagen) (véase, por ejemplo, Aussubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 
Nueva York, 1994). 

Por otra parte, cuando el péptido no tiene ninguna etiqueta no es práctico usar un anticuerpo para purificar el péptido, y 
pueden usarse otros procedimientos bien conocidos para purificar. Tales procedimientos incluyen, sin limitación, 
cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de exclusión molecular, HPLC, electroforesis nativa en gel en 
combinación con elución por gel y electroforesis isoeléctrica preparativa (máquina/técnica “Isoprime”, Hoefer Scientific). 
En algunos casos, pueden combinarse dos o más de estas técnicas para conseguir una mayor pureza. 

Si se anticipa que el péptido se encontrará principalmente en el espacio periplasmático de la bacteria o en el citoplasma 
de células eucariotas, puede extraerse el contenido del periplasma o del citoplasma, incluyendo cuerpos de inclusión 
(por ejemplo, bacterias Gram negativas) si el péptido procesado ha formado tales complejos, de la célula huésped 
usando cualquier técnica estándar conocida por los expertos. Por ejemplo, las células huésped pueden lisarse para 
liberar el contenido del periplasma mediante el uso de una prensa francesa, homogeneización y/o sonicación. El 
homogeneizado puede entonces centrifugarse. 

6.3.4. Agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales 

Los agentes inhibidores de IgM también pueden ser anticuerpos que compiten con IgMs naturales en la unión al 
antígeno. Los métodos para producir anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede producirse un 
anticuerpo monoclonal frente a una diana (por ejemplo, una inmunoglobulina patógena o un antígeno específico de la 
isquemia en una célula) mediante una variedad de técnicas, que incluyen la metodología convencional de anticuerpos 
monoclonales, por ejemplo la técnica estándar de hibridación de células somáticas de Kohler y Milstein, Nature 256: 495 
(1975). Aunque en principio se prefieren los procedimientos de hibridación de células somáticas, pueden emplearse 
otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo transformación vírica u oncogénica de linfocitos B. 
El sistema animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murina. La producción de hibridomas en el ratón es 
un procedimiento muy bien establecido. En la técnica se conocen protocolos de inmunización y técnicas para el 
aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusión. También son conocidos socios de fusión (por ejemplo, células 
de mieloma murino) y procedimientos de fusión. 
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Pueden generarse anticuerpos monoclonales de ser humano usando ratones transgénicos que portan los genes de 
inmunoglobulinas de ser humano en lugar de los enes de inmunoglobulinas de ratón. Los esplenocitos de estos ratones 
transgénicos inmunizados con el antígeno de interés se usan para producir hibridomas que secretan mAbs de ser 
humano con afinidades específicas para epítopes de una proteína de ser humano (véase, por ejemplo, Word et al. 
Solicitud Internacional WO 91/00906, Kucherlapati et al., publicación PCT WO 91/10741; Lonberg et al. Solicitud 
Internacional WO 92/03918; Kay et al. Solicitud Internacional 92/03917; Lonberg N. et al. 1994 Nature 368: 856-859; 
Green L.L. et al. 1994 Nature Genet. 7: 13-21; Morrison S.L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855; 
Bruggeman et al. 1993 Year Immuno. 17: 33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90: 3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur. 
J. Immunol. 21: 1323-1326). En una realización, pueden generarse hibridomas de células CD5+, B1 de ser humano. 
Alternativamente, pueden usarse hibridomas murinos “humanizados” que reconozcan el “antígeno isquémico” de 
reactividad cruzada. 

También pueden generarse anticuerpos monoclonales por otros métodos conocidos por los expertos en la técnica de la 
tecnología del DNA recombinante. SE ha desarrollado un método alternativo, referido como el método de “expresión 
combinatoria de anticuerpos” para identificar y aislar fragmentos de anticuerpos que tienen una especificidad particular 
por el antígeno, y pueden utilizarse para producir anticuerpos monoclonales (para descripciones de la expresión 
combinatoria de anticuerpos véase por ejemplo, Sastry et al. 1989 PNAS 86: 5, 728; Huse et al. 1989 Science 246: 
1275; y orlando et al. 1989 PNAS 86: 3833). Después de inmunizar a un animal con un inmunógeno como se describió 
anteriormente, el repertorio de anticuerpos del conjunto resultante de células B se clona. En general, se conocen 
métodos para obtener la secuencia de DNA de las regiones variables de una población diversa de moléculas de 
inmunoglobulinas usando una mezcla de cebadores oligómeros y PCR. Por ejemplo, para la amplificación por PCR de 
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de varios anticuerpos murinos pueden usarse cebadores 
oligonucleótidos mixtos que corresponden a las secuencias líder del extremo 5´ (péptido señal) y/o las secuencias 
marco 1 (FR1), así como un cebador para una región constante conservada del extremo 3´ (Larrick et al., 1991, 
Biotechniques 11: 152-156). También puede usarse una estrategia similar para amplificar las regiones variables de las 
cadenas pesadas y ligeras de ser humano de anticuerpos de ser humano (Larrick et al., 1991, Methods: Companion to 
Methods in Enzymology 2: 106-110). 

En una realización ilustrativa, se aísla RNA de linfocitos B, por ejemplo células de la sangre periférica, médula ósea o 
preparaciones del bazo, usando protocolos estándar (por ejemplo, la patente de EE.UU. nº 4.683.202; Orlando et al. 
PNAS (1989) 86: 3833-3837; Sastry et al., PNAS (1989) 86: 5728-5732; y Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281). 
Se sintetiza la primera hebra de cDNA usando cebadores específicos para la región constante de la o las cadenas 
pesadas y cada una de las cadenas ligeras  y , así como cebadores para secuencia señal. Usando cebadores PCR 
de la región variable se amplifican las regiones variables tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras, cada una 
sola o en combinación, y se ligan a vectores apropiados para la posterior manipulación para generar los paquetes de 
expresión. Los cebadores oligonucleótidos en protocolos de expresión pueden ser únicos o degenerados o incorporar 
inosina en posiciones degeneradas. También pueden incorporarse en los cebadores secuencias de reconocimiento de 
endonucleasas de restricción para permitir el clonado del fragmento amplificado en un vector en un marco de lectura 
predeterminado para la expresión. 

La biblioteca V-gen del repertorio de anticuerpos derivados por inmunización puede expresarse mediante una población 
de paquetes de expresión, preferiblemente derivados de fagos filamentosos; para formar una biblioteca de expresión en 
fagos. Idealmente, el paquete de expresión comprende un sistema que permite el muestreo de bibliotecas de expresión 
muy grandes de anticuerpos variegados, la clasificación rápida después de cada ronda de separación por afinidad, y el 
aislamiento fácil del gen del anticuerpo a partir de paquetes de expresión purificados. Además de kits comercialmente 
disponibles para generar bibliotecas de expresión en fagos (por ejemplo, The Pharmacia Recombinant Phage Antibody 
System, nº de catálogo 27-9400-01; y el kit de expresión en fagos Stratagene SurfZAPTM, nº de catálogo 240612), 
ejemplos de métodos y reactivos particularmente susceptibles de usar en la generación de una biblioteca de expresión 
de anticuerpos variegados pueden encontrarse en, por ejemplo, Ladner et al., patente de EE.UU. nº 5.223.409, Kang et 
al., Publicación Internacional nº WO 92/18619; Dower et al. Publicación Internacional nº WO 91/17271; Winter et al., 
Publicación Internacional nº WO 92/20791; Markland et al., Publicación Internacional nº WO 92/15679; Breitling et al., 
Publicación Internacional nº WO 93/01288; McCafferty et al., Publicación Internacional nº WO 92/01047; Garrard et al., 
Publicación Internacional nº WO 92/09690; Ladner et al., Publicación Internacional nº WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) 
Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Human Antibody Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. (1989) Science 246: 
1275-1281; Griffths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226: 889-896; Clackson et al. 
(1991) Nature 352: 624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89: 3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9: 1373
1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. Acid Res. 19: 4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982. 

En ciertas realizaciones, los dominios de la región V de las cadenas ligeras y pesadas pueden expresarse en el mismo 
polipéptido, unido por un conector flexible para formar un fragmento Fv de cadena única, y el gen scFV 
subsiguientemente clonado en el vector de expresión o genoma de fago deseado. Como se describe en general en 
McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554, los dominios VH y VL completos de un anticuerpo, unidos por un conector 
flexible (Gly4-Ser)3 pueden usarse para producir un anticuerpo de cadena única que puede hacer que el paquete de 
expresión sea separable sobre la base de la afinidad por el antígeno. Los anticuerpos scFV aislados inmunorreactivos 
con el antígeno pueden subsiguientemente formularse en una preparación farmacéutica para usar en el método objeto. 
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Una vez mostrada en la superficie de un paquete de expresión (por ejemplo, un fago filamentoso), la biblioteca de 
anticuerpos se explora con el antígeno, o un fragmento péptido del mismo, diana para identificar y aislar paquetes que 
expresen un anticuerpo que tenga especificidad por el antígeno diana. El ácido nucleico que codifica el anticuerpo 
seleccionado puede recuperarse del paquete de expresión (por ejemplo, del genoma de un fago) y subclonarse en otros 
vectores de expresión mediante técnicas de DNA recombinante. 

Las moléculas de anticuerpos específicos con altas afinidades por una proteína superficial pueden fabricarse según 
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,, métodos que implican la exploración de bibliotecas (Ladner, R.C., et al., 
patente de EE.UU. 5.233,409; Ladner, R.C., et al., patente de EE.UU. 5.403.484). Además, estas bibliotecas pueden 
usarse en exploraciones para obtener determinantes de unión que son compuestos que mimetizan a los determinantes 
estructurales de anticuerpos. 

En particular, la superficie de unión de Fv de una molécula de un anticuerpo particular interacciona con su ligando diana 
según los principios de las interacciones proteína-proteína, por lo tanto pueden usarse datos de secuencias de VH y VL 

(el último de los cuales puede ser del tipo cadena  o ) en técnicas de diseño de proteínas conocidas por los expertos 
en la técnica. Pueden obtenerse detalles de la superficie de la proteína que comprende los determinantes de unión a 
partir de la información de secuencias de anticuerpos, mediante un procedimiento de modelado que usa estructuras 
tridimensionales previamente determinadas a partir de otros anticuerpos obtenidos de estudios de RMN o datos 
cristalográficos. Véase por ejemplo Bajorath, J. y S. Sheriff, 1996, Proteins: Struct., Funct. and Genet. 24(2), 152-157; 
Webster, D.M. y A.R. Rees, 1995, “Molecular modeling of antibody-combining sites” en S. Paul, Ed., Methods in 
Molecular Biol. 51, Antiboding Engineering Protocols, Humana Press, Totowa, NJ, pp 17-49; y Johnson, G. Wu, T.T. y 
E.A. Kabat, 1995, “Seqhunt: A program to screen aligned nucleotide and amino acid sequences”, en Methods in 
Molecular Biol. 51, op. cit., pp 1-15. 

En una realización, se expresa un biblioteca de un péptido variegado mediante una población de paquete de expresión 
para formar una biblioteca de expresión de péptidos. Idealmente, el paquete de expresión comprende un sistema que 
permite el muestreo de bibliotecas muy grandes de expresión de péptidos variegados, la clasificación rápida después de 
cada ronda de separación por afinidad y el aislamiento fácil del gen que codifica al péptido a partir de paquetes de 
expresión purificados. Las bibliotecas de expresión de péptidos pueden estar en, por ejemplo, organismos procariotas y 
virus, los cuales pueden amplificarse rápidamente, son relativamente fáciles de manipular, y permiten la creación de un 
gran número de clones. Los paquetes de expresión preferidos incluyen, por ejemplo, células bacterianas vegetativas, 
esporas bacterianas, y más preferiblemente, virus bacterianos (especialmente virus de DNA). Sin embargo, la presente 
invención también contempla el uso de células eucariotas, que incluyen levaduras y sus esporas, como paquetes de 
expresión potenciales. Las bibliotecas de expresión en fagos se describieron anteriormente. 

Otras técnicas incluyen cromatografía de afinidad con un “receptor” apropiado, por ejemplo, un antígeno diana, seguida 
por la identificación de los agentes o ligandos de unión aislados mediante técnicas convencionales (por ejemplo, 
espectrometría de masas y RMN). Preferiblemente, el receptor soluble está conjugado con un marcador (por ejemplo, 
fluoróforos, enzimas colorimétricos, radioisótopos o compuestos luminiscentes) que puede detectarse para indicar la 
unión al ligando. Alternativamente, pueden liberarse selectivamente compuestos inmovilizados y permitir que difundan a 
través de una membrana para que interaccionen con un receptor. 

También pueden sintetizarse bibliotecas combinatorias de compuestos con “etiquetas” para codificar la identidad de 
cada miembro de la biblioteca (véase, por ejemplo, W.C. Still et al., Solicitud Internacional WO 94/08051). En general, 
este método se caracteriza por el uso de etiquetas inertes pero fácilmente detectables que están unidas al soporte 
sólido o a los compuestos. Cuando se detecta un compuesto activo, la identidad del compuesto se determina por 
identificación de la etiqueta única que lo acompaña. Este método de etiquetado permite la síntesis de grandes 
bibliotecas de compuestos que pueden identificarse a muy bajas concentraciones entre la serie total de todos los 
compuestos de la biblioteca. 

Un anticuerpo de la presente invención puede ser uno en el cual la región variable, o una porción de la misma, por 
ejemplo, las regiones que determinan la complementariedad (CDR o CDRs), se genera en un organismo no humano, 
por ejemplo, una rata o un ratón. Los anticuerpos quimera, injertados en CDR y humanizados, están dentro de la 
invención. Los anticuerpos generados en un organismo no humano, por ejemplo, una rata o un ratón, y luego 
modificados, por ejemplo, en el marco variable o en la región constante, para disminuir la antigenicidad en un ser 
humano están dentro de la invención. Cualquier modificación está dentro del alcance de la invención en tanto y cuanto 
el anticuerpo tenga al menos una porción de unión al antígeno.  

Los anticuerpos quimera (por ejemplo, anticuerpos monoclonales de ratón-ser humano) pueden producirse por técnicas 
de DNA recombinante conocidas en la técnica. Por ejemplo, se digiere un gen que codifica la región constante Fc de 
una molécula de anticuerpo monoclonal murino (o de otra especie) con enzimas de restricción para separar la región 
que codifica la Fc de murino, y se sustituye la porción equivalente de un gen que codifica una región constante Fc de ser 
humano (véase Robinson et al., Publicación de Patente Internacional PCT/US86/02269; Akira et al., Solicitud de Patente 
Europea 173.494; Neuberger et al., Solicitud Internacional WO 86/01533; Cabilly et al., Patente de EE.UU. nº 4.816.567; 
Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125.023; Better et al. (1988 Science 240: 1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 
84: 3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84: 214-218; Nishimura et al., 
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1987, Canc. Res. 47: 999-1005; Word et al. (1985) Nature 314: 446-449; y Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80: 
1553-1559). 

Además, un anticuerpo quimera puede humanizarse reemplazando secuencias de la región variable Fv que no están 
directamente implicadas en la unión al antígeno con secuencias equivalentes de regiones variables Fv de ser humano. 
Métodos generales para generar anticuerpos humanizados son dados por Morrison, S.L., 1985, Science 229: 1202
1207, por Oi et al., 1986, BioTechniques 4: 214, y por Queen et al., documentos US 5.585.089, US 5.693.761 y US 
5.693.762. 

Esos métodos incluyen aislar, manipular y expresar las secuencias de ácido nucleico que codifican todo o parte de las 
regiones variables Fv de inmunoglobulinas a partir de al menos una de una cadena pesada o ligera. Las fuentes de tales 
ácidos nucleicos son bien conocidas por los expertos en la técnica y, por ejemplo, pueden obtenerse a partir de un 
hibridoma que produzca anticuerpos 7E3 y anti-GPIIbIIIa. El DNA recombinante que codifica al anticuerpo quimera, o un 
fragmento del mismo, puede entonces clonarse en un vector de expresión apropiado. Alternativamente, pueden 
producirse anticuerpos humanizados adecuados por sustitución CDR. Patente de EE.UU. 5.225.539; Jones et al. 1986 
Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239: 1534; y Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060. 

Pueden producirse anticuerpos humanizados o injertados en una CDR por injerto en una CDR o sustitución en una 
CDR, en las que pueden reemplazarse una, dos o todas las CDRs de una cadena de inmunoglobulina. Véase, por 
ejemplo, la patente de EE.UU. 5.225.539; Jones et al. 1986 Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239: 
1534; Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060; Winter, documento US 5.225.539.  

Winter describe un método de injerto en una CDR que puede usarse para preparar los anticuerpos humanizados de la 
presente invención (solicitud de patente UK GB 2188638A, registrada en 26 de marzo de 1987; Winter, documento US 
5.225.539). 

Un anticuerpo humanizado o injertado en una CDR al menos tendrá una o dos, pero generalmente todas las CDRs 
receptoras (o cadenas pesadas y/o ligeras de la inmunoglobulina) reemplazadas por una CDR de un donante. 
Preferiblemente, el donante será un anticuerpo de roedor, por ejemplo, un anticuerpo de rata o de ratón, y el receptor 
será un marco de ser humano o un marco consenso de ser humano. Típicamente, a la inmunoglobulina que proporciona 
las CDRs se la llama la “donante” y a la inmunoglobulina que proporciona el marco se la llama la “aceptor(a)”. En una 
realización, la inmunoglobulina donante no es de ser humano (por ejemplo, es de roedor). El marco aceptor puede ser 
un marco que se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un ser humano) o un marco consenso, o una secuencia que 
aproximadamente es 85% o mayor, preferiblemente 90%, 95%, 99% o mayor, idéntica al mismo. 

Todas las CDRs de un anticuerpo particular pueden ser reemplazadas por al menos una porción de una CDR no 
humana o sólo parte de las CDRs pueden ser reemplazadas por CDRs no humanas. Sólo es necesario reemplazar el 
número de CDRs requerido para la unión del anticuerpo humanizado al receptor Fc. 

También están dentro del alcance de la invención anticuerpos humanizados y quimera en los cuales se han sustituido, 
suprimido o añadido aminoácidos específicos. En particular, los anticuerpos humanizados específicos tienen 
sustituciones de aminoácidos en la región marco, con el fin de mejorar la unión al antígeno. Por ejemplo, un anticuerpo 
humanizado tendrá residuos en el marco idénticos al residuo del marco del donante u otro aminoácido diferente del 
residuo del marco del receptor. Como otro ejemplo, en un anticuerpo humanizado que tenga CDRs de ratón, los 
aminoácidos localizados en la región marco de ser humano pueden ser reemplazados por los aminoácidos localizados 
en las correspondientes posiciones del anticuerpo de ratón. Se sabe que en algunos casos tales sustituciones mejoran 
la unión de los anticuerpos humanizados al antígeno. 

Los fragmentos de anticuerpos de la invención se obtienen usando procedimientos convencionales conocidos por los 
expertos en la técnica. Por ejemplo, la digestión de un anticuerpo con pepsina da fragmentos F(ab´)2 y múltiples 
pequeños fragmentos. La reducción con mercapto-etanol de un anticuerpo da cadenas pesadas y ligeras individuales. 
La digestión de un anticuerpo con papaína da fragmentos Fab individuales y el fragmento Fc. 

En otro aspecto, la invención también caracteriza una inmunoglobulina natural modificada, la cual, por ejemplo, funciona 
como un agonista (compuesto mimético) o como un antagonista. Preferiblemente, la inmunoglobulina natural 
modificada, por ejemplo, una inmunoglobulina patógena modificada, funciona como un antagonista de la activación del 
complemento. Pueden generarse variantes de la inmunoglobulina patógena por mutagénesis, por ejemplo, mutación 
puntual discreta, la inserción o supresión de secuencias o el truncamiento de una inmunoglobulina patógena. Un 
agonista de la inmunoglobulina natural puede sustancialmente retener las mismas, o una subserie de, actividades 
biológicas de la forma de la proteína que se encuentra en la naturaleza. Un antagonista de una inmunoglobulina natural 
puede inhibir una o más actividades de la forma de la inmunoglobulina patógena que se encuentra en la naturaleza 
siendo, por ejemplo, capaz de unirse a un antígeno específico de la isquemia, pero incapaz de activar una ruta del 
complemento. Por tanto, pueden provocarse efectos biológicos específicos mediante un tratamiento con una variante de 
función limitada. 

En una realización, el sitio dentro de la inmunoglobulina natural (por ejemplo, una IgM patógena) que se une a C1q 
puede hacerse mutar tal que no sea ya capaz de unirse a C1q. Por ejemplo, el dominio CH2 de una IgG y el dominio 
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CH4 de una IgM, que se sabe que contienen sitios de unión a C1q, pueden hacerse mutar (véase el documento WO 
94/29351). Por ejemplo, puede hacerse mutar la mitad carboxilo terminal del dominio CH2 de una IgG (residuos 231 a 
239, preferiblemente dentro de 234 a 239), la cual parece que media la unión a C1q y la subsiguiente activación del 
complemento. Como otro ejemplo, Wright et al. han demostrado que un cambio de un solo nucleótido en el dominio de 
la región constante de IgM hace que el anticuerpo sea defectuoso para iniciar la citolisis dependiente del complemento. 
El cambio de un solo nucleótido da lugar a la codificación de un residuo de serina, en lugar del residuo normal de 
prolina, en la posición aminoácida 436 en el tercer dominio constante (Wright et al. 1988, J. Biol. Chem. 263: 11221). 
Las sustituciones de aminoácidos que pueden hacerse a los anticuerpos con el fin de alterar la unión al o la actividad del 
complemento son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Wright et al. 1988, J. Biol. Chem. 263: 11221; 
Shulman et al. (1986), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 7678-7682; Arya et al., (1994) J. Immunol. 253: 1206-1212; Poon 
et al., (1995) J. Biol. Chem. 270: 8571-8577). Por consiguiente, en una realización, los anticuerpos de la presente 
invención tienen una mutación que altera la unión al o la actividad del complemento. En la presente memoria, a los 
anticuerpos en los que se han añadido, suprimido o sustituido aminoácidos se les denomina anticuerpos modificados o 
alterados. Como apreciará un experto en la técnica, los métodos usados para provocar tales cambios en la secuencia 
nucleótida o aminoácida variarán dependiendo de los resultados deseados. 

Pueden identificarse variantes de una inmunoglobulina natural explorando bibliotecas combinatorias de mutantes, por 
ejemplo mutantes de truncamiento, de una inmunoglobulina natural respecto a su actividad agonista o antagonista. 

Para generar una población variegada de fragmentos para la exploración y subsiguiente selección de variantes de esta 
proteína pueden usarse bibliotecas de fragmentos, por ejemplo, fragmentos N-terminales, C-terminales o internos, de 
una secuencia que codifica a una inmunoglobulina natural. Son particularmente preferidas las variantes en las que se 
añade o suprime un residuo de cisteína o en las que se añade o suprime un residuo que está glicosilado. 

Métodos para seleccionar productos genéticos de bibliotecas combinatorias fabricadas por mutaciones puntuales o por 
truncamiento, y para explorar en bibliotecas de cDNA productos genéticos que tengan una propiedad seleccionada. 
Para identificar variantes puede usarse, en combinación con los ensayos de exploración-selección, la mutagénesis de 
ensamble recursivo (REM), una técnica que acrecienta la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas (Arkin y 
Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3): 327-331).  

Para analizar una biblioteca variegada pueden explotarse ensayos basados en células. Por ejemplo, una biblioteca de 
vectores de expresión puede transfectarse en una línea celular, por ejemplo, una línea celular que normalmente a la 
proteína de una manera dependiente del sustrato. Puede entonces recuperarse un DNA plásmido de las células que se 
califican respecto a la inhibición, o alternativamente, la potenciación de la transmisión de señales mediante el complejo 
inmunoglobulina patógena-sustrato, y además se caracterizan los clones individuales. 

La invención también caracteriza un método para fabricar una inmunoglobulina natural, por ejemplo, una 
inmunoglobulina patógena que tenga una actividad diferente a la de la silvestre, por ejemplo, un antagonista, agonista o 
super agonista de una inmunoglobulina patógena que se encuentra en la naturaleza. El método incluye: alterar la 
secuencia de una inmunoglobulina natural, por ejemplo, por sustitución o supresión de uno o más residuos de una 
región, dominio o residuo no conservados, descritos en la presente memoria, y ensayar el polipéptido alterado respecto 
a la actividad deseada.  

Además, la invención caracteriza un método para fabricar un fragmento o análogo de una inmunoglobulina natural, por 
ejemplo, una inmunoglobulina patógena que tenga una actividad biológica alterada diferente a la de una 
inmunoglobulina patógena que se encuentra en la naturaleza. El método incluye: alterar la secuencia, por ejemplo, por 
sustitución o supresión de uno o más residuos, de una inmunoglobulina natural, por ejemplo, alterando la secuencia de 
una región, dominio o residuo no conservados, descritos en la presente memoria, y ensayar el polipéptido alterado 
respecto a la actividad deseada. En una realización ejemplo, la inmunoglobulina natural modificada puede tener una 
capacidad reducida para activar el complemento. Por ejemplo, pueden haberse mutado uno o más de los residuos 
aminoácidos implicados en la unión al complemento y/o la activación del complemento. 

En cierta realización, el anticuerpo natural modificado puede comprender al menos la región CDR1 de SEQ ID NO: 8 
(SEQ ID NO: 10), o porciones de la misma que se unan al antígeno, y/o al menos la región CDR2 de SEQ ID NO: 8 
(SEQ ID NO: 12), o porciones de la misma que se unan al antígeno. El anticuerpo modificado puede adicionalmente 
comprender al menos la región CDR 1 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4), o porciones de la misma que se unan al 
antígeno, y/o al menos la región CDR 2 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), o porciones de la misma que se unan al 
antígeno. En una realización ejemplo, el anticuerpo modificado comprende la región CDR 1 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID 
NO: 10) y la región CDR 2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), o porciones de las mismas que se unan al antígeno. Los 
anticuerpos modificados también pueden comprender la región CDR 1 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 10) y la región 
CDR 2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12) y la región CDR 1 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4) y la región CDR 2 de 
SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), o porciones de las mismas que se unan al antígeno. 

El anticuerpo natural modificado puede ser un anticuerpo de ser humano que tenga una afinidad de unión por el 
antígeno específico de la isquemia, similar, por ejemplo, mayor que, menor que o igual que, a la afinidad de unión del 
anticuerpo producido por el hibridoma depositado con el ATTC, que tiene el número de acceso PTA-3507. En otra 
realización, el anticuerpo natural puede ser un anticuerpo no humano, por ejemplo, de vaca, cabra, ratón, rata, oveja, 

22

ES 2 360 964 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

cerdo o conejo. En una realización ejemplo, el anticuerpo no humano es un anticuerpo murino. El anticuerpo natural 
también puede ser un anticuerpo recombinante. En una realización ejemplo, el anticuerpo natural es un anticuerpo 
humanizado. El anticuerpo natural modificado puede ser un anticuerpo IgG o IgM. En otra realización, la 
inmunoglobulina natural aislada posee la misma especificidad antigénica que la inmunoglobulina producida por el 
hibridoma depositado con el ATTC, que tiene el número de acceso PTA-3507. 

6.4. Ensayo de exploración para identificar agentes inhibidores adicionales 

Pueden identificarse otros agentes inhibidores de una interacción entre un anticuerpo IgM natural y un antígeno o un 
componente de la ruta del complemento a partir de uno o más (por ejemplo, una pluralidad de) compuestos de ensayo, 
que comprende: (i) proporcionar una mezcla de reacción la cual incluya al anticuerpo IgM natural y al antígeno o el 
componente de la ruta del complemento en condiciones que permitan que ocurra la unión del anticuerpo IgM natural y 
del antígeno o del componente de la ruta del complemento; (ii) poner en contacto el anticuerpo IgM natural y el antígeno 
o el componente de la ruta del complemento con uno o más compuestos de ensayo (por ejemplo, miembros de una 
biblioteca combinatoria); y (ii) detectar cualquier cambio en la unión del anticuerpo IgM natural y el antígeno o el 
componente del complemento en presencia de un compuesto de ensayo dado en relación con el detectado en ausencia 
del compuesto de ensayo. Un cambio (por ejemplo, una disminución) del nivel de unión entre el anticuerpo IgM natural y 
el antígeno o el componente de la ruta del complemento en presencia del compuesto de ensayo en relación con el 
detectado en ausencia del compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es un agente inhibidor de la 
interacción entre el anticuerpo IgM natural y el antígeno o el componente de la ruta del complemento. 

El método puede además incluir el pretratamiento de anticuerpos IgM naturales con uno o más compuestos de ensayo. 
Los anticuerpos IgM naturales pretratados pueden entonces inyectarse en ratones deficientes en inmunoglobulinas 
naturales. 

En ciertas realizaciones, los métodos se realizan in vitro. En una realización ejemplo, la etapa de contacto se efectúa in 
vivo. En una realización ejemplo, el antígeno es miosina. En otras realizaciones, el antígeno es un tejido o lisado 
endotelial obtenido de un sujeto, por ejemplo un paciente humano con lesión por reperfusión o isquemia. En otra 
realización ejemplo, el componente de la ruta del complemento es un componente de la ruta clásica del complemento. 
En una realización ejemplo adicional, el componente de la ruta del complemento es una molécula C1 o una subunidad 
de la misma (C1q). 

En realizaciones ejemplo, el anticuerpo IgM natural o el antígeno (o ambos) se marcan con una señal detectable, por 
ejemplo, compuestos fluoróforos, enzimas colorimétricos, radioisótopos, compuestos luminiscentes, y compuestos 
semejantes. El método puede además incluir la repetición de al menos una etapa, por ejemplo, la etapa de entrar en 
contacto con un segundo o subsiguiente miembro o miembros de la biblioteca. 

En una realización ejemplo, se ensaya una pluralidad de compuestos de ensayo. La pluralidad de compuestos de 
ensayo, por ejemplo, miembros de una biblioteca, puede incluir al menos 10, 102, 103, 104, 105, 106, 107 ó 108 

compuestos. En una realización preferida, la pluralidad de compuestos de ensayo, por ejemplo, miembros de una 
biblioteca, comparten una característica estructural o funcional. El compuesto de ensayo puede ser un péptido o una 
pequeña molécula orgánica. 

En una realización, el agente inhibidor es una pequeña molécula orgánica que puede identificarse en una librería 
combinatoria. En una realización, la invención proporciona bibliotecas de agentes inhibidores. La síntesis de bibliotecas 
combinatorias es bien conocida en la técnica y ha sido revisada (véanse, por ejemplo, E.M. Gordon et al., J. Med. 
Chem. (1994) 37: 1385-1401; DeWitt, S.H.; Czarnik, A.W. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 114; Armstrong, R.W.; Combs, 
A.P.; Tempest, P.A.; Brown, S.D.; Keating, T.A. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 123; Ellman, J.A. Acc. Chem. Res. (1996) 
29: 132; Gordon, E.M.; Gallop, M.A.; Patel, D.V. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 144; Lowe, G. Chem. Soc. Rev. (1995) 
309, Blondelle et al. Trends Anal. Chem. (1995) 14: 83; Chen et al. J. Am. Chem. Soc. (1994) 116: 2661; Patentes de 
EE.UU. 5.359.115, 5.362.889 y 5.288.514; Publicaciones PCT nºs WO 92/10092, WO 93/09668, WO 91/07087, WO 
93/20242, WO 94/08051). 

Pueden prepararse bibliotecas de compuestos según una variedad de métodos, algunos de los cuales son conocidos en 
la técnica. Por ejemplo, puede implantarse una estrategia de “dividir-juntar” de la siguiente forma: se colocan bolas de 
un soporte polímero funcionalizado en una pluralidad de depósitos de reacción; se conocen una variedad de soportes 
polímeros adecuados para la síntesis de péptidos en fase sólida, y algunos están comercialmente disponibles (para 
ejemplos véase, por ejemplo, M. Bodansky “Principles of Peptide Synthesis”, 2ª edición, Springer-Verlag, Berlín (1993)). 
A cada parte alícuota de bolas se añade una disolución de un aminoácido activado diferente, y se permite que las 
reacciones transcurran para dar una pluralidad de aminoácidos inmovilizados, uno en cada depósito de reacción. A 
continuación, las partes alícuotas de bolas derivatizadas se lavan, se “juntan” (es decir, se recombinan) y el conjunto de 
bolas se divide de nuevo, colocándose cada parte alícuota en un depósito de reacción separado. A continuación, se 
añade otro aminoácido activado a cada parte alícuota de las bolas. El ciclo de síntesis se repite hasta que se obtiene la 
longitud deseada del péptido. Los residuos aminoácidos añadidos en cada ciclo de síntesis pueden seleccionarse 
aleatoriamente; alternativamente, pueden seleccionarse aminoácidos para proporcionar una biblioteca “sesgada”, por 
ejemplo, una biblioteca en la que ciertas porciones del agente inhibidor se seleccionan no aleatoriamente, por ejemplo, 
para dar un agente inhibidor que tenga una similitud u homología estructural conocida con un péptido conocido capaz de 
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interaccionar con un anticuerpo, por ejemplo, el sito de unión antígeno anticuerpo anti-idiotípico. Se apreciará que de 
esta forma puede generarse fácilmente una amplia variedad de compuestos peptídicos, peptidomiméticos o no 
peptídicos. 

La estrategia de “dividir-juntar” da lugar a una biblioteca de péptidos, por ejemplo, agentes inhibidores, los cuales 
pueden usarse para preparar una biblioteca de compuestos de ensayo. En otra síntesis ilustrativa, se crea una 
“biblioteca de diversómeros” por el método de Hobbs DeWitt et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6909 (1993)). 
También pueden usarse otros métodos de síntesis, que incluyen la técnica del “saco de té” de Houghten (véase, por 
ejemplo, Houghten et al. Nature 354: 84-86 (1991)), para sintetizar bibliotecas de compuestos según la invención objeto. 
Pueden explorarse bibliotecas de compuestos para determinar si cualquier miembro de la biblioteca tiene una actividad 
deseada, u, si la tiene, identificar las especie activa. Se han descrito métodos para explorar bibliotecas combinatorias 
(véase, por ejemplo, Gordon et al., J. Med. Chem., supra). Las bibliotecas de compuestos solubles pueden explorarse 
por cromatografía de afinidad con un receptor apropiado para aislar ligandos del receptor, seguido por identificación de 
los ligandos aislados por técnicas convencionales (por ejemplo, espectrometría de masas, RMN, y semejantes). Pueden 
explorarse compuestos inmovilizados poniendo en contacto los compuestos con un receptor soluble; preferiblemente, el 
receptor soluble se conjuga con un marcador (por ejemplo, compuestos fluoróforos, enzimas colorimétricos, 
radioisótopos, compuestos luminiscentes, y compuestos semejantes) que puede detectarse para indicar la unión al 
ligando. Alternativamente, pueden liberarse selectivamente compuestos inmovilizados y permitir que difundan a través 
de una membrana para que interaccionen con un receptor. A continuación, se describen ensayos ejemplo útiles para 
explorar las bibliotecas. 

En una realización, pueden seleccionarse compuestos respecto a la capacidad para interaccionar con una 
inmunoglobulina natural ensayando la actividad de cada compuesto para unirse directamente a la inmunoglobulina o 
para inhibir una interacción entre la inmunoglobulina y un antígeno isquémico, por ejemplo, incubando el compuesto de 
ensayo con una inmunoglobulina y un lisado, por ejemplo, un lisado de células endoteliales, por ejemplo, en un pocillo 
de una placa de múltiples pocillos, tal como una placa estándar de microtitulación de 96 pocillos. En esta realización, 
puede determinarse la actividad de cada compuesto individual. Como testigo pueden usarse un o unos pocillos que no 
tengan ningún compuesto de ensayo. Después de la incubación, la actividad de cada compuesto de ensayo puede 
determinarse ensayando cada pocillo. Así, las actividades de una pluralidad de compuestos de ensayo pueden 
determinarse en paralelo. 

6.5. Agentes inhibidores y preparaciones farmacéuticas y de diagnóstico 

Los agentes inhibidores IgM pueden modificarse, por ejemplo para aumentar la solubilidad y/o facilitar la purificación, 
identificación, detección y/o caracterización estructural. Modificaciones ejemplo, incluyen, por ejemplo, la adición de: 
glutationa S-transferasa (GST), proteína A, proteína G, péptido de unión a la calmodulina, tiorredoxina, proteína de 
unión a la maltosa, HA, myc, poliarginina, poli-His, poli-His-Asp o proteínas de fusión FLAG y etiquetas. En varias 
realizaciones, un agente inhibidor de IgM puede comprender una o más fusiones heterólogas. Por ejemplo, los péptidos 
pueden contener copias múltiples del mismo dominio de fusión o pueden contener fusiones de dos o más dominios 
diferentes. Las fusiones pueden ocurrir en el término N del péptido, en el término C del péptido, o en ambos. También 
está dentro del alcance de la invención incluir secuencias conectoras entre un péptido de la invención y el dominio de 
fusión con el fin de facilitar la construcción de la proteína de fusión o para optimizar la expresión de la proteína o 
restricciones estructurales de la proteína de fusión. En otra realización, el péptido puede construirse para que contenga 
sitios de escisión con proteasas entre el péptido de fusión y el péptido de la invención con el fin de separar la etiqueta 
después de la expresión de la proteína o posteriormente. Ejemplos de endoproteasas adecuadas incluyen, por ejemplo, 
las proteasas Factor Xa y TEV. 

Las técnicas para fabricar genes de fusión son bien conocidas. Esencialmente, la unión de varios fragmentos de DNA 
que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza según técnicas convencionales, empleando para la 
ligadura terminales con extremos truncados o escalonados, digestión con enzimas de restricción para proporcionar los 
terminales apropiados, relleno de extremos cohesivos cuando sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para 
evitar una unión indeseable y ligadura enzimática. En otra realización, el gen de fusión puede sintetizarse mediante 
técnicas convencionales incluyendo sintetizadores automáticos de DNA. Alternativamente, la amplificación por PCR de 
fragmentos de un gen puede llevarse a cabo usando cebadores de sujeción que den lugar a fragmentos 
complementarios que sobresalen entre dos fragmentos consecutivos del gen, los cuales pueden subsiguientemente 
templarse para generar una secuencia quimera del gen (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, 
eds. Aussubel et al., John Wiley & Sons: 1992). 

Los agentes inhibidores de IgM pueden modificarse químicamente sobre la base de una unión a un polímero. El 
polímero es típicamente soluble en agua para que el agente inhibidor al que está unido no precipite en un entorno 
acuoso, tal como un entorno fisiológico. El polímero puede tener un único grupo reactivo, tal como un éster activo para 
acilar o un aldehído para alquilar, de modo que puede controlarse el grado de polimerización. Un aldehído reactivo 
preferido es polietilenglicol propionaldehído, el cual es estable en agua, o sus derivados mono-C1-C10-alcoxi o ariloxi 
(véase la patente de EE.UU. nº 5.252.714). El polímero puede estar ramificado o no. Preferiblemente, para el uso 
terapéutico de la preparación del producto final, el polímero será farmacéuticamente aceptable. El polímero soluble en 
agua, o una mezcla del mismo si se desea, puede seleccionarse del grupo que consiste en, por ejemplo, polietilenglicol 
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(PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa o polímeros basados en otros carbohidratos, poli-(N-vinil 
pirrolidona) polietilenglicol, homopolímeros de propilenglicol, un copolímero óxido de propileno/óxido de etileno, polioles 
polietoxilados (por ejemplo, glicerol, y poli(alcohol vinílico). 

Los agentes inhibidores de IgM pueden estar marcados, por ejemplo con un marcador isotópico para facilitar su 
detección usando resonancia magnética nuclear u otra técnica aplicable. Los marcadores isotópicos ejemplo incluyen 
marcadores radioisotópicos tales como, por ejemplo, potasio-40 (40K), carbono-14 (14C), tritio (3H), azufre-35 (35S), 
fósforo-32 (32P), tecnecio-99m (99mTc), talio-201 (201Tl), galio-67 (67Ga), indio-111 (111In), yodo-123 (123I), yodo-131 (131I), 
itrio-90 (90Y), samario-153 (153Sm), renio-186 (186Re), renio-188 (188Re), disprosio-165 (165Dy) y holmio-166 (166Ho). El 
marcador isotópico también puede ser un átomo con un spin nuclear diferente de cero, que incluyen, por ejemplo, 
hidrógeno-1 (1H), hidrógeno-2 (2H), hidrógeno-3 (3H), fósforo-31 (31P), sodio-23 (23Na), nitrógeno-14 (14N), nitrógeno-15 
(15N), carbono-13 (13C) y flúor-19 (19F). En ciertas realizaciones, el agente inhibidor es uniformemente marcado con un 
marcador isotópico, por ejemplo, en el que al menos está marcado 50%, 70%, 80%, 90%, 95% ó 98% del agente 
inhibidor. En otras realizaciones, el marcador isotópico está localizado en una o más localizaciones específicas dentro 
del agente inhibidor, por ejemplo, el marcador puede estar específicamente incorporado en uno o más de los residuos 
de leucina de un péptido. Un agente inhibidor individual puede comprender dos o más marcadores isotópicos diferentes, 
por ejemplo, un péptido puede comprender tanto marcaje con 15N como con 13C. 

Los agentes inhibidores pueden marcarse con un marcador fluorescente. En una realización ejemplo, un agente 
inhibidor se fusiona con una secuencia homóloga de un polipéptido la cual produce una señal fluorescente detectable, 
incluyendo, por ejemplo, la proteína verde fluorescente (GPF), la proteína verde fluorescente reforzada (EGPF), la 
proteína verde fluorescente de Renilla reniformis, GFPmut2, GFPuv4, la proteína amarilla fluorescente reforzada 
(EYFP), la proteína cian fluorescente reforzada (ECPF), la proteína azul fluorescente reforzada (ECPF), citrina y la 
proteína roja fluorescente de discosoma (dsRED). 

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los agentes inhibidores de anticuerpos naturales que incluyen péptidos que se 
unen a anticuerpos IgM naturales o anticuerpos IgM naturales modificados puede determinarse mediante 
procedimientos farmacéuticos estándar en cultivos celulares o en animales experimentales, por ejemplo, para 
determinar el LD50 (la dosis letal para el 50% de la población) y el ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de 
la población). La relación de dosis entre efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse como 
la relación LD50/ED50. Se prefieren agentes inhibidores de anticuerpos naturales que exhiben grandes efectos 
terapéuticos. Aunque pueden usarse agentes inhibidores de anticuerpos naturales o péptidos que se unen a anticuerpos 
naturales que exhiben efectos secundarios tóxicos, debe tenerse cuidado para diseñar un sistema de administración 
que tenga como objetivo tales péptidos o anticuerpos modificados en el sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el 
daño potencial a las células no infectadas y, de este modo, reducir los efectos secundarios. 

Los datos obtenidos de los ensayos con cultivos celulares y estudios de animales pueden usarse para formular un 
intervalo de dosificación para usar en seres humanos. La dosificación de un agente inhibidor de anticuerpos naturales o 
de péptidos que se unen a anticuerpos naturales cae preferiblemente dentro del intervalo de las concentraciones 
circulantes que incluyen el ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificación puede variar dentro de este intervalo 
dependiendo de la forma de dosificación empleada y de la ruta de administración utilizada. Para cualquier agente 
inhibidor o péptido usado en la invención, la dosis terapéuticamente efectiva puede inicialmente estimarse a partir de 
ensayos de cultivos celulares. Puede formularse una dosis en modelos de animales para conseguir un intervalo de 
concentraciones circulantes en el plasma que incluye el IC50 (es decir, la concentración del compuesto de ensayo que 
consigue una inhibición de los síntomas mitad de la máxima) que se determina en el cultivo celular. Tal información 
puede usarse para determinar más exactamente las dosis útiles en seres humanos. Las concentraciones en el plasma 
pueden medirse, por ejemplo, por cromatografía de líquidos de alta resolución. 

En otra realización, se administra un único bolo de un agente inhibidor de anticuerpos naturales, que incluye un péptido 
que se une a anticuerpos IgM naturales y anticuerpos IgM naturales modificados, antes de, a la vez que, o después de 
la lesión del tejido. Típicamente, una inyección de una única dosis se dará unas pocas horas, unos pocos días o unas 
pocas semanas después de la lesión del tejido. La presente invención está en parte basada en el descubrimiento de que 
un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales previene la lesión por reperfusión. Una única administración de una 
dosificación unitaria puede ser inmediatamente adyacente al sitio de la lesión o puede ser, por ejemplo, en una vena 
que drene o fluya por el sitio de la lesión. 

Un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales, tal como un péptido que se une a anticuerpos IgM naturales o un 
anticuerpo IgM natural modificado se administra inicialmente en un momento de tiempo anterior al tiempo del daño del 
órgano o tejido diana. Este puede ser un enfoque útil en sujetos en los que se ha determinado que están en riesgo de 
sufrir una lesión por reperfusión, tales como aquellos con un historial de lesión por reperfusión o aquellos intervenidos 
quirúrgicamente. 

En aún otra realización, un único bolo de un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales puede ser seguido por 
administraciones secuenciales de un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales como infusiones continuas o 
administraciones adicionales de un único bolo. El agente inhibidor puede administrarse en exposiciones secuenciales 
durante un período de horas, días, semanas, meses o años. Además, se contempla que agentes terapéuticos 
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adicionales pueden combinarse con, administrarse antes de o después de la administración de un péptido que se une a 
anticuerpos naturales u otro agente inhibidor de anticuerpos naturales. Otros agentes terapéuticos que pueden 
administrarse con un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales incluyen, pero no se limitan a, agentes anti
coagulación y agentes inhibidores del complemento. 

Los agentes inhibidores objeto pueden proporcionarse en vehículos farmacéuticamente aceptables o formularse para 
una variedad de modos de administración, que incluyen la administración sistémica y tópica o localizada. En general, las 
técnicas y las formulaciones pueden encontrarse en Remington´s Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., 
Easton PA. En ciertas realizaciones, el agente inhibidor se proporciona para la administración transmucosal o 
transdérmica. Para tal administración, en la formulación con el polipéptido se usan agentes de penetración apropiados 
para la barrera a permear. Tales agentes de penetración son en general conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, 
sales biliares y derivados de ácido fusídico para la administración transmucosal. Además, para facilitar la permeación 
pueden usarse detergentes. La administración transmucosal puede ser por medio de pulverizadores nasales o usando 
supositorios. Para la administración tópica, los agentes inhibidores de la invención se formulan en ungüentos, bálsamos, 
geles o cremas como en general se conoce en la técnica. 

Las composiciones farmacéuticas según la invención se preparan produciendo agentes inhibidores de anticuerpos IgM 
naturales en una forma para administración adecuada para un sujeto usando vehículos, excipientes y aditivos o 
compuestos auxiliares. Los vehículos o compuestos auxiliares frecuentemente usados incluyen carbonato de magnesio, 
dióxido de titanio, lactosa, manitol y otros azúcares, talco, proteínas de la leche, gelatina, almidón, vitaminas, celulosa y 
sus derivados, aceites vegetales y animales, polietilenglicoles y disolventes, tales como agua estéril, alcoholes, glicerol y 
alcoholes polihídricos. Los  vehículos intravenosos incluyen fluidos y reforzadores de nutrientes. Los agentes 
conservantes incluyen agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. Otros vehículos 
farmacéuticamente aceptables incluyen disoluciones acuosas, excipientes no tóxicos, incluyendo sales, agentes 
conservantes, disoluciones amortiguadoras del pH y semejantes, como, por ejemplo, se describe en Remington´s 
Pharmaceutical Sciences, 15ava edición Easton: Mack Publishing Co., 1405-1412, 1461-1487 (1975) y The National 
Formulary XIV, 14ava ed. Washington: American Pharmaceutical Association (1975). 

El pH y la concentración exacta de los diversos componentes de la composición farmacéutica se ajustan según 
procedimientos rutinarios en la técnica. Véase Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis for Therapeutics (7ª 
Ed.). 

Las composiciones farmacéuticas se preparan y administran preferiblemente en dosis unitarias. Las dosis unitarias 
sólidas son comprimidos, cápsulas y supositorios e incluyen, por ejemplo, cápsulas de geles de liberación dependiente 
del pH basadas en alginatos. Para el tratamiento de un sujeto son necesarias diferentes dosis diarias dependiendo de la 
actividad del compuesto, la manera de administración, la naturaleza y gravedad del trastorno, la edad y el peso corporal 
del sujeto. Sin embargo, en ciertas circunstancias pueden ser apropiadas dosis diarias mayores o menores. La 
administración de la dosis diaria puede llevarse a cabo tanto mediante una única administración en forma de una dosis 
unitaria individual o mediante varias dosis unitarias más pequeñas y también por administración múltiple de dosis 
subdivididas a intervalos específicos. 

Las composiciones farmacéuticas según la invención pueden administrarse local o sistémicamente en una dosis 
terapéuticamente efectiva. Desde luego, las cantidades efectivas para este uso dependerán de la gravedad de la 
enfermedad y del peso y estado general del sujeto. Como se trató anteriormente, las dosificaciones usadas in vitro 
pueden proporcionar una guía útil en las cantidades útiles para la administración in situ de la composición farmacéutica, 
y pueden usarse modelos animales para determinar las dosificaciones efectivas para el tratamiento de trastornos 
particulares. Varias consideraciones se describen en, por ejemplo, Larger, Science, 249: 1527 (1990); Gilman et al. 
(Eds.) (1990). 

En una realización, la invención proporciona una composición farmacéutica útil para administrar a un sujeto que 
necesite de tal tratamiento un péptido que se une a anticuerpos naturales. La “administración” de la composición 
farmacéutica de la invención puede conseguirse por cualquier medio conocido por un experto. Preferiblemente, un 
“sujeto” se refiere a un mamífero, mucho más preferiblemente un ser humano. 

Los agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales pueden administrarse parenteralmente, entéricamente, por 
inyección, infusión rápida, absorción nasofaríngea, absorción dérmica, rectal y oralmente. Las preparaciones de 
vehículos farmacéuticamente aceptables para la administración parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y 
emulsiones estériles o acuosas o no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, 
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres orgánicos inyectables tales como oleato de etilo. Pueden usarse 
vehículos para apósitos oclusivos para aumentar la permeabilidad de la piel y reforzar la absorción del antígeno. Las 
formas líquidas de dosificación para la administración oral pueden en general comprender una disolución de liposomas 
que contenga la forma líquida de dosificación. Formas adecuadas de preparaciones farmacéuticas sólidas o líquidas 
son, por ejemplo, gránulos, polvos, comprimidos, comprimidos revestidos, (micro)cápsulas, supositorios, jarabes, 
emulsiones, suspensiones, cremas, aerosoles, gotas o disoluciones inyectables en forma de ampollas y también 
preparaciones con liberación prolongada de compuestos activos, en cuya preparación se usan excipientes y aditivos y/o 
compuestos auxiliares tales como agentes desintegrantes, agentes ligantes, agentes de revestimiento, agentes de 
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hinchamiento, lubricantes, saborizantes, edulcorantes y elixires que contienen diluyentes inertes comúnmente usados 
en la técnica, tales como agua purificada. Cuando la enfermedad o el trastorno es un trastorno gastrointestinal se 
prefieren formulaciones orales o en forma de supositorios. 

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando un péptido que se une a anticuerpos naturales en la 
cantidad requerida (por ejemplo, aproximadamente 10 g a aproximadamente 10 mg/kg) en un disolvente apropiado y a 
continuación esterilizando, tal como mediante filtración estéril. Además, pueden prepararse polvos por técnicas estándar 
tales como liofilización o secado a vacío. 

En otra realización, se prepara un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales con un vehículo biodegradable de 
características de liberación sostenida para la liberación sostenida en el tracto gastrointestinal o para implantar el 
órgano diana con características de liberación a largo plazo del agente activo en el sitio de actividad pretendido. Los 
polímeros biodegradables incluyen, por ejemplo, copolímeros de etileno-acetato de vinilo, polianhídridos, poli(ácido 
glicólico) poli(ácido láctico), colágeno, poliortoésteres y poli(ácido acético). También puede usarse una formulación 
liposomal. 

Otro medio de administrar un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales (por ejemplo, un péptido que se une a 
anticuerpos IgM naturales) es administrando a un sitio o tejido que necesita reparación células huésped que expresan 
péptidos que se unen a anticuerpos naturales. Alternativamente, las células pueden administrarse en unión de varios 
vehículos de administración, que incluyen esponjas biocompatibles biodegradables o no biodegradables (por ejemplo, 
colágeno u otros materiales de matrices extracelulares), algodón, poli(ácido glicólico), suturas para cortes intestinales, 
celulosa, gelatina, dextrano, poliamidas, un poliéster, un poliestireno, un polipropileno, un poliacrilato, un polivinilo, un 
policarbonato, un politetrafluoroetileno, o un compuesto de nitrocelulosa formado en una estructura tridimensional 
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU: nº 5.858.721 de Naughton et al.). 

Puede usarse cualquier ruta de administración compatible con el principio activo. La preferida es la administración 
parenteral, tal como por inyección subcutánea, intramuscular o intravenosa. La dosis del ingrediente activo a administrar 
depende de la base de las prescripciones médicas según la edad, el peso y la respuesta individual del paciente. 

La dosificación diaria no ponderada para el paciente puede estar entre aproximadamente 2,5-5,0 mg/kg, por ejemplo 
aproximadamente 2,5-3,0 mg/kg, aproximadamente 3,0-3,5 mg/kg, aproximadamente 3,5-4,0 mg/kg, aproximadamente 
4,0-4,5 mg/kg y aproximadamente 4,5-5,0 mg/kg. 

La composición farmacéutica para administración parenteral puede prepararse en una forma inyectable que comprenda 
el principio activo y un vehículo adecuado. Los vehículos para la administración parenteral son bien conocidos en la 
técnica y comprenden, por ejemplo, agua, disolución salina, disolución de Ringer y/o dextrosa. 

El vehículo puede contener pequeñas cantidades de excipientes con el fin de mantener la estabilidad e isotonicidad de 
la preparación farmacéutica. 

La preparación de las citadas disoluciones puede llevarse a cabo según las modalidades ordinarias. 

La presente invención se ha descrito con referencia a las realizaciones específicas, pero el contenido de la descripción 
comprende todas las modificaciones y sustituciones que puede llevar a cabo una persona experta en la técnica sin 
extender más allá del significado y el fin de las reivindicaciones. Si se desea, las composiciones pueden presentarse en 
un envase o dispositivo dispensador que puede contener una o más formas de dosificación unitaria que contienen el 
ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lámina metálica o de plástico, tal como un envase 
tipo ampolla. El envase o dispositivo dispensador puede estar acompañado de instrucciones para la administración. 

6.6. Enfermedades y afecciones que pueden tratarse con agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales 

Los agentes de inhibidores de IgM, tales como los péptidos que se unen a anticuerpos IgM naturales o los anticuerpos 
IgM naturales modificados, pueden usarse para tratar varias enfermedades y afecciones inflamatorias que son 
desencadenadas por la unión de anticuerpos IgM naturales. Por ejemplo, los agentes inhibidores pueden usarse para 
tratar enfermedades o afecciones inflamatorias tales como lesión por reperfusión, lesión por isquemia, apoplejía, anemia 
hemolítica autoinmune, púrpura trombocitopénica idiopática, artritis reumatoide, enfermedad celíaca, inmunodeficiencia 
hiper-IgM, arteriosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias, sepsis, miocarditis, encefalitis, rechazo a los 
transplantes, hepatitis, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves), osteoporosis, polimiositis, 
dermatomiositis, diabetes tipo I, gota, dermatitis, alopecia areata, lupus sistémico eritematoso, liquen esclerosis, colitis 
ulcerosa, retinopatía diabética, enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad periodontal, artritis, artritis juvenil crónica 
(por ejemplo, iridociclitis crónica), psoriasis, osteoporosis, nefropatía en diabetes mellitus, enfermedad inflamatoria 
pélvica, enfermedad inflamatoria crónica del hígado, enfermedad inflamatoria crónica del pulmón, fibrosis pulmonar, 
fibrosis hepática, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria crónica del hígado, enfermedad inflamatoria crónica del 
pulmón, fibrosis pulmonar, fibrosis hepática, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, quemaduras (o lesiones térmicas), y 
otras enfermedades inflamatorias agudas y crónicas del sistema nervioso central (SNC; por ejemplo, esclerosis 
múltiple), el sistema gastrointestinal, la piel y estructuras asociadas, el sistema inmune, el sistema hepato-biliar o 
cualquier sitio del cuerpo en el que pueda ocurrir una patología con un componente inflamatorio. 
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Puede producirse una afección inflamatoria tal como una lesión por reperfusión o isquemia tras un episodio que ocurre 
de manera natural, por ejemplo una apoplejía o un infarto de miocardio. La lesión por reperfusión o isquemia también 
puede ocurrir durante y/o tras una intervención quirúrgica. Intervenciones quirúrgicas ejemplo que pueden provocar 
lesiones incluyen una técnica correctora de los vasos sanguíneos seleccionada del grupo que consiste en angioplastia, 
intervención para colocar un stent, aterectomía y cirugía de derivación (“bypass”). En una realización ejemplo, la lesión 
por reperfusión o isquemia ocurre en un tejido cardiovascular, tal como el corazón. 

Además, las enfermedades o afecciones inflamatorias que son desencadenadas por unión de anticuerpos IgM naturales 
pueden tratarse o prevenirse en un sujeto eliminando del sujeto o inactivando una IgM natural o patógena y/o las células 
B que producen la inmunoglobulina patógena (por ejemplo, las células B-1 que se describen en la presente memoria), 
reduciendo de este modo la cantidad de la inmunoglobulina patógena y/o de células B presentes en el sujeto. 

Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender eliminar del sujeto o inactivar una inmunoglobulina 
patógena, por ejemplo una IgM patógena que se describe en la presente memoria y/o células B que producen la IgM 
patógena (por ejemplo, las células B-1 que se describen en la presente memoria), reduciendo de este modo la cantidad 
de la inmunoglobulina patógena y/o de células B presentes en el sujeto. 

En una realización, la etapa de eliminación o inactivación se realiza ex vivo. Las inmunoglobulinas patógenas y/o las 
células B pueden eliminarse por hemoperfusión. Alternativamente, las células B pueden eliminarse usando un 
anticuerpo específico de células B (por ejemplo, un anticuerpo anti-B-1 o un anticuerpo anti-CD5 o anti-CD11 G/CD 18). 
La inmunoglobulina patógena, por ejemplo una IgM, puede eliminarse poniendo en contacto sangre de un sujeto con un 
antígeno inmovilizado (por ejemplo, un antígeno específico de la isquemia) o un anticuerpo anti-idiotípico inmovilizado. 
La etapa de eliminación o inactivación de la inmunoglobulina patógena puede realizarse administrando al sujeto un 
anticuerpo anti-idiotípico. En otra realización, la etapa de eliminación o inactivación de las células B se realiza 
administrando al sujeto un resto (por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo que se una al antígeno) que 
tenga como objetivo a las células B acoplado con una toxina, por ejemplo, la ricina o la toxina de la difteria. El sujeto es 
un mamífero, por ejemplo, un roedor (por ejemplo, un ratón) o un primate (por ejemplo, un ser humano). En una 
realización ejemplo, el sujeto ha mantenido una lesión isquémica o por reperfusión tras un episodio que ocurre de 
manera natural como, por ejemplo, una apoplejía, y la etapa de inactivación se lleva a cabo en unos minutos, una a 
cinco horas, cinco a diez horas, diez a veinte horas, uno a cinco días, después del episodio que ocurre de manera 
natural. En otra realización ejemplo, la lesión isquémica o por reperfusión se produce en un tejido cardiovascular, por 
ejemplo, el corazón, y la lesión isquémica o por reperfusión se previene y/o minimiza eliminando del sujeto la 
inmunoglobulina patógena, y/o las células B, antes de, durante y/o tras la intervención quirúrgica. Por ejemplo, la etapa 
de eliminación puede llevarse a cabo al menos una a cinco horas, cinco a diez horas, diez a veinte horas, o uno, dos o 
tres días antes de la intervención quirúrgica. La etapa de eliminación también puede continuarse durante intervalos de 
tiempo apropiados durante y después de la intervención quirúrgica. 

6.7. Ensayos de diagnóstico 

En la presente memoria se describe un método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra 
biológica. La detección de un anticuerpo IgM natural en un sujeto, particularmente en un mamífero, y especialmente en 
un ser humano, proporcionará un método de diagnóstico para el diagnóstico en un sujeto de una enfermedad o afección 
inflamatoria en el sujeto. En general, el método implica poner en contacto a la muestra biológica con un compuesto o un 
agente capaz de detectar en la muestra al anticuerpo IgM natural de la invención o a un ácido nucleico de la invención. 
Cuando la expresión “muestra biológica” se usa con referencia a un ensayo de diagnóstico se pretende que incluya 
tejidos, células o fluidos biológicos aislados en el sujeto, así como tejidos, células y fluidos presentes dentro del sujeto. 

El método de detección puede usarse para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural o un ácido nucleico de la 
invención en una muestra biológica in vitro así como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la detección de un 
ácido nucleico de la invención incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la 
detección de polipéptidos de la invención incluyen ensayos con inmunoadsorbentes ligados a enzimas (ELISAs), 
ensayos de inmunotransferencia, ensayos de inmunoprecipitación, de inmunofluorescencia, radioinmunoensayos y 
ensayos de unión competitiva. 

Los ácidos nucleicos para diagnóstico pueden obtenerse a partir de células y tejidos de individuos infectados, tales 
como huesos, sangre, músculos, cartílagos y piel. Los ácidos nucleicos, por ejemplo el DNA y el RNA, pueden usarse 
directamente para la detección o pueden amplificarse, por ejemplo, enzimáticamente usando PCR u otra técnica de 
amplificación, antes del análisis. Usando la amplificación, la caracterización de las especies y la cepa de procariota 
presentes en un individuo puede hacerse mediante un análisis del genotipo del gen procariota. Pueden detectarse 
supresiones e inserciones mediante un cambio del tamaño del producto amplificado en comparación con el genotipo de 
una secuencia de referencia. Pueden identificarse mutaciones puntuales hibridando un ácido nucleico, por ejemplo DNA 
amplificado, con un ácido nucleico de la invención, ácido nucleico que puede estar marcado. Las secuencias que 
concuerdan perfectamente pueden distinguirse de dobles no coincidentes por digestión con RNasa o por diferencias en 
las temperaturas de fusión. Las diferencias entre las secuencias de DNA también pueden detectarse por alteraciones en 
la movilidad electroforética de los fragmentos de DNA en geles, con o sin agentes desnaturalizantes, o por 
secuenciación directa de DNA. Véase, por ejemplo, Myers et al., Science, 230: 1242 (1985). También pueden revelarse 
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cambios en las secuencias en localizaciones específicas mediante ensayos de protección de nucleasas, tales como 
protección de RNasa y S1 o un método de escisión química. Véase, por ejemplo, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 
USA, 85: 4397-4401 (1985). 

Los agentes para detectar un ácido nucleico de la invención, por ejemplo, que comprende la secuencia puesta de 
manifiesto en una secuencia de ácido nucleico objeto, incluyen sondas de ácidos nucleicos marcadas capaces de 
hibridarse con un ácido nucleico de la invención. La sonda de ácido nucleico puede comprender, por ejemplo, la 
secuencia de longitud completa de un ácido nucleico de la invención, o un equivalente de la misma, o una porción de la 
misma, tal como un oligonucleótido de al menos 15, 30, 50, 100, 250 ó 500 nucleótidos de longitud y suficiente para 
hibridarse específicamente en condiciones rigurosas a una secuencia de ácido nucleico objeto, o a su complemento. 
Los agentes para detectar un polipéptido de la invención, por ejemplo, que comprende una secuencia de aminoácidos 
de una secuencia de aminoácidos objeto, incluyen anticuerpos marcados capaces de unirse a un anticuerpo IgM natural 
de la invención. Los anticuerpos anti-idiotípicos pueden ser policlonales o, alternativamente, monoclonales. Puede 
usarse un anticuerpo anti-idiotípico intacto, o un fragmento del mismo. El marcaje de la sonda o del anticuerpo también 
engloba el marcaje directo de la sonda o del anticuerpo acoplando (por ejemplo, físicamente unido) una sustancia 
detectable a la sonda o al anticuerpo, así como por marcaje indirecto de la sonda o el anticuerpo por reacción con otro 
reactivo que está directamente marcado. Ejemplos de marcaje indirecto incluyen la detección de un anticuerpo primario 
usando un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente y el marcaje terminal de una sonda de DNA con biotina tal 
que pueda detectarse con estreptavidina marcada fluorescentemente. 

La detección de un ácido nucleico de la invención en una muestra biológica puede implicar el uso de una sonda/cebador 
en una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. nºs 4.683.195 y 
4.683.202), tal como PCR o RASCE PCR de anclaje o PCR RACE, o, alternativamente, en una reacción en cadena por 
ligadura (LCR) (véase, por ejemplo, Landegran et al. (1988) Science 241: 1077-1080; y Nakazawa et al. (1994) PNAS 
91: 360-364), la última de las cuales puede ser particularmente útil para distinguir entre ortólogos de polinucleótidos de 
la invención (véase Abravaya et al. (1995) Nucleic Acids Res. 23: 675-682). Este método puede incluir las etapas de 
recoger una muestra de células de un paciente, aislar el ácido nucleico (por ejemplo, genómico, mRNA, o ambos) de las 
células de la muestra, poner en contacto la muestra de ácido nucleico con uno o más cebadores que se hibridan 
específicamente con un ácido nucleico de la invención en condiciones tales que se produzca la hibridación y la 
amplificación del polinucleótido (si está presente), y detectar la presencia o ausencia de un producto de amplificación, o 
detectar el tamaño del producto de amplificación y comparar la longitud con una muestra testigo. 

Un método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra puede comprender: (a) proporcionar 
una muestra a ensayar respecto a la presencia de un anticuerpo IgM natural; (b) poner en contacto la muestra con un 
reactivo tipo anticuerpo anti-idiotípico frente a aproximadamente ocho residuos de aminoácidos consecutivos de una 
secuencia de aminoácidos objeto de tal especie en condiciones que permitan la asociación entre el anticuerpo anti
idiotípico y su ligando; y (c) detectar la interacción del anticuerpo anti-idiotípico con su ligando, mediante lo cual se 
detecta la presencia de un anticuerpo IgM natural en la muestra. 

Otro método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra puede comprender: (a) 
proporcionar una muestra a ensayar respecto a la presencia de un anticuerpo IgM natural; (b) poner en contacto la 
muestra con un anticuerpo anti-idiotípico que se une específicamente a un polipéptido de la invención de tal especie en 
condiciones que permitan la asociación entre el anticuerpo anti-idiotípico y su ligando, y (c) detectar la interacción del 
anticuerpo anti-idiotípico con su ligando, mediante lo cual se detecta la presencia de tal especie en la muestra. 

Un método para diagnosticar que un paciente padece una enfermedad o afección inflamatoria relacionada con la 
presencia de un anticuerpo IgM natural puede comprender: (a) obtener una muestra biológica del paciente; (b) detectar 
en la muestra la presencia o ausencia de un polipéptido de la invención, por ejemplo un anticuerpo IgM natural, o un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido de la invención; y (c) diagnosticar que un paciente padece de tal enfermedad 
o afección inflamatoria basándose en la presencia en la muestra del paciente de un polipéptido de la invención o de un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido de la invención. 

Tales ensayos de diagnóstico también pueden usarse para monitorizar la efectividad de un tratamiento en un individuo 
que padece una enfermedad o afección inflamatoria relacionada con un anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, la 
presencia y/o una cantidad de un ácido nucleico de la invención o de un polipéptido de la invención puede detectarse en 
un individuo que padece una enfermedad o afección inflamatoria relacionada con un anticuerpo IgM natural antes y 
después del tratamiento con un agente terapéutico del anticuerpo IgM natural. Cualquier cambio en la concentración de 
un polinucleótido o polipéptido de la invención después del tratamiento del individuo con el agente terapéutico 
proporciona información acerca de la efectividad del curso del tratamiento. En particular, ningún cambio, o una 
disminución, en la concentración de un polinucleótido o polipéptido de la invención presente en la muestra biológica 
indicarán que el agente terapéutico está combatiendo exitosamente tal enfermedad o trastorno. 

Alternativamente, los polipéptidos de la invención, por ejemplo, anticuerpos IgM naturales, puede detectarse in vivo en 
un sujeto introduciendo en el sujeto un anticuerpo marcado específico para un polipéptido de la invención, por ejemplo, 
un anticuerpo anti-idiotípico para detectar anticuerpos IgM naturales. Por ejemplo, el anticuerpo anti-idiotípico puede 
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marcarse con un marcador radionucleido cuya presencia y localización en un sujeto puede detectarse por técnicas de 
imágenes estándar. 

Un “radionucleido” se refiere a una molécula que es capaz de generar una imagen detectable que puede detectarse 
visualmente o usando un instrumento apropiado, por ejemplo tomografía de emisión de positrones (PET) y tomografía 
de emisión de fotones (SPECT). Los radionucleidos útiles dentro de la presente descripción incluyen emisores de 
fotones penetrantes que incluyen emisores de rayos gamma y rayos X. Estos rayos acompañan a transformaciones 
nucleares tales como la captura de electrones, la emisión beta y la transición isomérica. Los radionucleidos útiles 
incluyen aquellos con fotones entre 80 y 400 keV y productores de positrones, fotones de aniquilación de 511 keV y 
dosis aceptables de radiación debidas a fotones absorbidos, partículas y semivida. Los radionucleidos incluyen isótopos 
radioactivos de un elemento. Ejemplos de radionucleidos incluyen 123I, 125I, 99mTc, 18F, 68Ga, 62Cu, 111In, 131I, 186Re,
188Re, 90Y, 212Bi, 211At, 89Sr, 166Ho, 153Sm, 67Cu, 64Cu, 100Pd, 212Pb, 109Pd, 67Ga, 94Tc, 105Rh, 95Ru, 177Lu, 170Lu, 11C y 76Br. 

En una realización, puede marcarse un anticuerpo anti-idiotípico que reconoce a un anticuerpo IgM natural de la 
presente invención con 99mTc. 99mTc, un radionucleido normalmente usado en medicina nuclear, combina unas 
propiedades físicas deseables con una semivida de 6 h y una energía gamma de 140 keV (85% como fotones gamma) y 
una amplia disponibilidad ya que puede eluirse fácilmente de generadores de molibdeno. 

Los agentes de generación de imágenes de la descripción pueden usarse de la siguiente manera. Puede combinarse 
una cantidad efectiva del agente de generación de imágenes (de 1 a 50 mCi) con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable para usar en los estudios de generación de imágenes. Según la descripción, “una cantidad efectiva” del 
agente de generación de imágenes de la descripción se define como una cantidad suficiente para dar una imagen 
aceptable usando equipamiento que está disponible para uso clínico. Una cantidad efectiva del agente de generación de 
imágenes de la descripción puede administrarse en más de una inyección. Las cantidades efectivas del agente de 
generación de imágenes de la descripción también variarán según el instrumento y factores relacionados con la película. 
La optimización de tales factores está dentro del nivel de competencia de una persona experta en la técnica. 

La cantidad de agente de generación de imágenes usada con fines de diagnóstico y la duración del estudio de 
imágenes dependerá de la naturaleza y de la gravedad de la afección a tratar, de la naturaleza de los tratamientos 
terapéuticos que tienen que recibir los pacientes y de las respuestas idiosincrásicas del paciente. En última instancia, el 
médico decidirá la cantidad de agente de generación de imágenes a administrar a cada paciente individual y la duración 
del estudio de imágenes. 

El vehículo farmacéuticamente aceptable para un agente de generación de imágenes de la descripción puede incluir 
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersión, revestimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, 
agentes isotónicos, agentes que retardan la absorción, y semejantes. El uso de tales medios y agentes para sustancias 
farmacéuticamente activas es buen conocido en la técnica. El agente de generación de imágenes de la descripción 
puede además administrarse a un individuo en un diluyente o compuesto auxiliar apropiado, coadministrarse con 
agentes inhibidores de enzimas o en un vehículo apropiado tal como albúmina de suero humano o liposomas. También 
pueden incorporarse en el agente de generación de imágenes de la descripción compuestos activos suplementarios. 
Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen disolución salina y disoluciones acuosas amortiguadoras del pH. 
Los compuestos auxiliares contemplados en la presente memoria incluyen resorcinoles, tensioactivos no iónicos tales 
como polioxietileno oleil éter y n-hexadecil polietileno éter. Los agentes inhibidores de enzimas incluyen agentes 
inhibidores de la tripsina pancreática, pirocarbonato de dietilo y trasilol. Los liposomas incluyen emulsiones de CGF 
agua en aceite en agua así como liposomas convencionales (Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7, 27). 

En una realización, el agente de generación de imágenes de la descripción se administra parenteralmente como 
inyecciones (intravenosa, intramuscular o subcutánea). El agente de generación de imágenes puede formularse como 
una disolución acuosa parenteralmente aceptable estéril y exenta de pirógenos. La preparación de tales disoluciones 
parenteralmente aceptables en lo que se refiere al pH, isotonicidad, estabilidad y semejantes, está dentro de lo conocido 
en la técnica. Ciertas composiciones farmacéuticas de esta descripción adecuadas para la administración parenteral 
comprenden uno o más agentes de generación de imágenes en combinación con uno o más polvos estériles 
farmacéuticamente aceptables que pueden reconstituirse en disoluciones o dispersiones inyectables estériles justo 
antes de su uso, las cuales pueden contener antioxidantes, agentes amortiguadores del PH, agentes bacteriostáticos, 
solutos que hacen que la disolución sea isotónica con la sangre del pretendido receptor o agentes de suspensión o de 
espesamiento. Una formulación para inyectar debe contener, además del agente de generación de imágenes 
cardiovasculares, un vehículo isotónico tal como una disolución de cloruro de sodio, disolución de Ringer, disolución de 
dextrosa, disolución de dextrosa y de cloruro de sodio, disolución de Ringer con lactato, disolución de dextrano, 
disolución de sorbitol, una disolución que contiene poli(alcohol vinílico), o una disolución osmóticamente equilibrada que 
comprende un tensioactivo y un agente reforzante de la viscosidad, u otro vehículo que se conozca en la técnica. La 
formulación usada en la presente descripción también puede contener agentes estabilizantes, agentes conservantes, 
agentes amortiguadores del pH, antioxidantes u otros aditivos conocidos por los expertos en la técnica. 

En la presente memoria también se describen kits para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una 
muestra biológica. Por ejemplo, el kit puede comprender un compuesto marcado o un agente capaz de detectar un 
polinucleótido o un polipéptido de la invención en una muestra biológica; medios para determinar la cantidad de un 
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anticuerpo IgM natural en la muestra; y medios para comparar la cantidad de un anticuerpo IgM natural en la muestra 
con un patrón. También puede proporcionarse un compuesto no marcado con instrucciones para marcar el compuesto. 
El compuesto o agente puede envasarse en un recipiente adecuado. El kit puede además comprender instrucciones 
para usar el kit para detectar un polinucleótido o un polipéptido de la invención. 

Ejemplos 

La invención, que ha sido descrita en general, puede entenderse más fácilmente con referencia a los siguientes 
ejemplos, los cuales se incluyen meramente con fines de ilustración de ciertos aspectos y realizaciones de la presente 
invención, y no se pretende que limiten la invención de ninguna manera. 

Ejemplo 1: mecanismos de lesión por isquemia-reperfusión 

Este ejemplo muestra que los ratones deficientes en el sistema del complemento fueron resistentes a la lesión por 
isquemia-reperfusión. 

Para examinar el mecanismo de la lesión por isquemia-reperfusión se trataron ratones deficientes en el complemento 
C3 en el modelo de los miembros posteriores. Se protegió parcialmente a los ratones C3-/- de lesiones basándose en 
una reducción aproximada del 50% del índice de permeabilidad (véase Weiser et al. (1996) J. Exp. Med. 1857-1864). 
Así, el complemento C3 es esencial para inducir una lesión completa en este modelo murino.  

Los experimentos descritos por Weiser et al. no identificaron cómo era activado el complemento. El sistema del 
complemento del suero puede activarse mediante al menos tres rutas distintas, la clásica, la de las lectinas o una 
alternativa. Saber qué ruta está implicada es importante ya que sugiere un mecanismo para la lesión. Por ejemplo, la 
ruta clásica es activada muy eficientemente por isotipos IgM e IgG de inmunoglobulina o por la proteína C-reactiva de 
reconocimiento del suero. Mientras que la ruta de las lectinas es activada tras el reconocimiento de carbohidratos 
específicos, tales como manano, por la lectina que se une al manano (MBL) (Epstein et al., (1996) Immnunol 8, 29-35). 
En ambas rutas se requiere el complemento C4 para formar un complejo enzimático con C2 que cataliza la escisión del 
componente C3 central. En contraste, la ruta alternativa se activa espontáneamente conduciendo a la conversión de C3 
en su forma activa (C3b) y a la unión a los tejidos extraños o propios. La ruta está estrechamente regulada ya que todas 
las células huésped expresan agentes inhibidores de la amplificación de la ruta del complemento inactivando, o 
desplazando, la C3 convertasa (Muller-Eberhard, H.J., (1988) Ann. Rev. Biochem. 57, 321-347). Un enfoque para 
determinar la ruta implicada es el uso de ratones deficientes en C4, es decir que no pueden formar la C3 convertasa vía 
las rutas clásica o de la lectina. La comparación de ratones deficientes en C3 ó C4 con testigos tipo silvestre (WT) en el 
modelo de los miembros posteriores reveló que también se requería C4 para inducir una lesión completa (Weiser et al., 
supra). Este hallazgo fue importante ya que sugirió que podrían estar implicados un anticuerpo o MBL. 

Ejemplo 2: IgM natural media la lesión por isquemia-reperfusión (I/R) 

Este ejemplo muestra que los ratones deficientes en inmunoglobulina fueron resistentes a la lesión por isquemia
reperfusión. 

Para determinar si un anticuerpo estaba implicado en la mediación de la lesión I/R se caracterizaron ratones totalmente 
deficientes en inmunoglobulina, RAG2-/- (deficiente en el gen-2 que activa a la recombinasa) junto con animales 
deficientes en el complemento en el modelo intestinal. Significativamente, los ratones RAG2-/- fueron protegidos en una 
extensión similar a la observado en animales deficientes en el complemento (Weiser et al., supra). Puesto que los 
animales RAG2-/- también estaban perdiendo linfocitos maduros, fue importante determinar que el efecto patógeno 
dependía del anticuerpo (Shinkai et al. (1992) Cell 68, 855-867). Para confirmar que la lesión estaba mediada por el 
anticuerpo del suero, a los animales deficientes se les reconstituyó con suero normal o de ratón (Weiser et al., supra) o 
con IgM purificada (Williams et al. (1999) J. Appl. Physiol. 86; 938-42). En ambos casos, los ratones RAG2-/- no 
estuvieron ya protegidos y la lesión se restauró. En los últimos experimentos se usó un modelo de lesión intestinal ya 
que en este modelo se piensa que la lesión está mediada principalmente por el complemento. 

La interpretación de estos resultados es que durante el período de isquemia en la superficie de la célula endotelial están 
expuestos o se expresan neoantígenos. Las IgMs circulantes parecen reconocer al nuevo determinante, se unen y 
activan la ruta clásica del complemento. Aunque no se conoce la naturaleza del antígeno, parece ser que IgM en lugar 
de IgG es principalmente responsable de la activación del complemento ya que la reconstitución de ratones deficientes 
con IgG no restauró significativamente la lesión en ratones. Una hipótesis alternativa es que hay otro suceso inicial tal 
como la ruta MBL que reconoce la superficie endotelial alterada, induce un nivel bajo de activación del complemento, lo 
cual a su vez expone nuevos sitios antigénicos y la ruta se amplifica mediante la unión de IgM. 

Ejemplo 3: la IgM patógena es un producto de las células B-1 

Puesto que se piensa que una fracción grande de IgM circulante representa a un anticuerpo natural, es decir producto 
de genes reagrupados de líneas germinales, es posible que los ratones que porten deficiencias en la fracción B-1 de 
linfocitos también pudieran estar protegidos. Las células B-1 tienen un fenotipo distinto de las células B-2 más 
convencionales porque expresan bajas concentraciones de IgD y CD23 y una gran fracción expresa la proteína CD5 de 
la superficie celular (Hardy et al., (1994) Immunol. Rev.: 137, 91; Cantor et al. (1993) Annu. Rev. Immunol. 11, 501-538, 
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1993. Las células B-1 también se distinguen por una circulación reducida en ratones, una frecuencia limitada en los 
nódulos linfáticos periféricos y el bazo y están principalmente localizadas dentro de la cavidad peritoneal. Para examinar 
el papel de las células B-1 como fuente de IgM patógena, se reconstituyeron ratones deficientes en anticuerpos (RAG-2
/-) con 5 x 105 células B-1 peritoneales y se dejaron descansar aproximadamente 30 días antes del tratamiento. Las 
concentraciones de IgM circulante alcanzan un intervalo cercano al normal antes de un mes después de la transferencia 
adoptiva. La caracterización de los ratones reconstituidos con células B-1 en el modelo de isquemia intestinal confirmó 
que las células B-1 eran una fuente principal de IgM patógena (véase Williams et al. (1999) supra). Esta fue una 
importante observación porque el repertorio de anticuerpos naturales de células B-1 es considerablemente más limitado 
de lo que se esperaría para células B-2 convencionales. Por lo tanto, es posible que el anticuerpo patógeno represente 
un producto de línea germinal. 

Ejemplo 4: los ratones Cr2-/- están protegidos contra la lesión por isquemia-reperfusión 

La caracterización inicial de ratones sin Cr2-/- reveló una reducción aproximada del 50% en la frecuencia de células B
1a o CD5+ B1 (Aheam et al. (1996) Immunity 4: 251-262). Aunque la caracterización de otra cepa de ratones deficientes 
en Cr2 no identificó una reducción similar (Molina et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3357-3361). No se sabe si 
la diferencia de la frecuencia de células CD5+ fue debida a una variación del historial de la cepa o a diferencias 
medioambientales. A pesar de la frecuencia reducida de células B-1 en ratones Cr2-/-, las concentraciones de IgM 
circulante estuvieron dentro del intervalo normal. Estos hallazgos sugirieron que el repertorio de IgM podría ser diferente 
en los animales deficientes en Cr2. Para ensayar esta hipótesis, se caracterizaron ratones en el modelo I/R intestinal. 
Sorprendentemente, los ratones Cr2-/- estuvieron igualmente protegidos que los ratones deficientes en anticuerpos 
completos (figura 3). La comparación de la supervivencia en un período de 5 días tras el tratamiento en el modelo 
intestinal demostró un aumento significativo en la mortalidad de los ratones WT en comparación con los animales 
deficientes en Cr2. En consistencia con una mortalidad acrecentada se observó una reducción drástica en secciones de 
tejidos cosechadas de ratones deficientes en Cr2-/- o WT tratados. 

Se observó una lesión amplia en la capa mucosal del intestino en ratones WT o en ratones Cr2-/- reconstituidos con IgM 
agrupada o células B-1. En contraste, las secciones de tejidos aisladas de ratones Cr2-/- tratados fueron similares a la 
de los falsos testigos. Así, a pesar de las concentraciones circulantes normales de IgM, los ratones deficientes en Cr2-/- 
estuvieron protegidos de la lesión. Estos resultados no sólo confirman la importancia de las células B-1 como fuente de 
anticuerpos patógenos sino que sugieren que el sistema del complemento está de algún modo implicado en la 
formación o el mantenimiento del repertorio de anticuerpos naturales. Por ejemplo, el complemento puede estar 
implicado en la selección positiva de células B-1. 

Ejemplo 5: identificación de IgMs patógenas 

Este ejemplo describe la generación de un clon específico de hibridoma de células B-1 normales y la identificación de un 
clon que produce una IgM patógena. Se demostró que la IgM patógena restauraba la lesión in vivo en ratones 
deficientes en el anticuerpo. 

Estudios en ratones que portaban una deficiencia en los receptores CD21/CD35 del complemento revelaron que los 
ratones habían perdido el anticuerpo patógeno. Este hallazgo fue inesperado porque tenían una concentración normal 
de IgM en la sangre. Estos hallazgos condujeron a la hipótesis de que una población especial de células B denominada 
células B-1 son las responsables de la secreción de la IgM patógena. Por ejemplo, el injerto en ratones deficientes en 
los receptores (Cr2-/-) de células B-1 de ratones normales restauró la lesión, confirmando la importancia de las células 
B-1. Para identificar el anticuerpo o anticuerpos específicos responsables de la lesión, se construyó un panel de clones 
de hibridoma a partir de un conjunto enriquecido de células B-1 peritoneales cosechadas de ratones normales. El 
enfoque general para preparar hibridomas a partir de la fracción enriquecida de células peritoneales incluye cosechar 
células peritoneales de ratones tratados 7 días antes con IL-10 y subsiguientemente enriquecidas respecto a células B 
CD23 negativas mediante selección negativa con bolas magnéticas. Las células B enriquecidas se analizan mediante 
FACS tras tinción con IgM, Mac-1 y Mab CD23 específicos. La población enriquecida se activa adicionalmente 
cultivando con LPS durante 24 horas. Las células activadas se hibridan con células de mieloma socios de fusión en 
presencia de PEG y se hacen crecer en medio HAT-selectivo. Los hibridomas se exploran buscando clones que 
secreten IgM mediante ensayo ELISA, y las células positivas se expanden para la purificación de IgM. 

Se analizaron veintidós clones de hibridoma que secretaban IgM mezclando una cantidad igual de IgM producto de cada 
uno de los clones. El tratamiento de ratones deficientes en anticuerpos con la IgM mezclada restauró una lesión similar 
a la vista con IgM mezclada de suero. Este hallazgo confirmó que la IgM patógena estaba entre los veintidós hibridomas 
producidos. Dividiendo las mezclas en dos fracciones, es decir, 1-11 y 12-22, y tratando los ratones con las dos 
fracciones, se encontró que el anticuerpo patógeno se fraccionó con la mezcla que incluía el clon nº 22. Finalmente, los 
ratones fueron reconstituidos con el clon 17 ó 22. El clon 22 restauró la lesión mientras que los otros clones no lo 
hicieron (véase la figura 4). 

Ejemplo 6: implicación del complemento en la selección de células B-1 

Para explicar el desarrollo de células B-1 se han propuesto dos modelos diferentes. La hipótesis del linaje propone que 
las células B-1 se desarrollan en la vida fetal inicial como una población distinta (Kantor et al. (1993) supra). 
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Alternativamente, las células B-1 se desarrollan a partir de los mismos progenitores que las células B convencionales 
pero dependiendo de su medio ambiente, es decir, se encuentran con el antígeno, se desarrollan en B-1 o retienen el 
fenotipo de células B-2 (Wortis, H.H. (1992) Int. Rev. Immunol. 8, 235; Clarke, J. (1998) Exp. Med. 187, 1325-1334). 
Independientemente de su origen, se sabe que las células B-1 no son repuestas desde la médula ósea de adultos con la 
misma frecuencia que las células B-2 y que su fenotipo es más similar al de las células B de hígado fetal precoz o al de 
células neonatales de médula ósea (BM). En consistencia con un origen precoz, su repertorio tiende a inclinarse hacia la 
expresión de más genes VH proximales y la adición N-nucleótido está limitada (Gu et al. (1990) EMBO J 9, 2133; 
Feeney, J. (1990) Exp. Med. 172, 1377). Parece razonable que dada la reducida reposición mediante células madre de 
BM de adulto, las células B-1 se auto-renuevan y que la estimulación por antígenos podría ser importante en su 
renovación, expansión o incluso selección inicial (Hayakawa et al., (1986) Eur. J. Immunol. 16, 1313). De hecho, que las 
células B-1 tengan que ser seleccionadas por antígenos es intrínseco al modelo convencional.     

Una evidencia que soporta la existencia de un requisito de transmisión de señales de los receptores de células B (BCR) 
para una selección positiva de células B-1 viene de ratones que portan mutaciones que alteran la transmisión de 
señales de los BCR. Por ejemplo, el deterioro de la transmisión de señales de los BCR por medio de CD19, vav o Btk 
afecta drásticamente al desarrollo de las células B-1. En contraste, la pérdida de selección negativa tal como en ratones 
deficientes en CD22- o SHIP-1 puede conducir a un aumento en la frecuencia de células B-1 (O´Keefe et al. (1996) 
Science 274, 798-801; Shultz et al. (1993) Cell 73, 1445). Recientemente, elegantes estudios con ratones que portan 
dos transgenes Ig distintos, VH12 (fenotipo de células B-1) o VHB1-8 (fenotipo de células B-2) soportan la visión de que 
las células B-1 son positivamente seleccionadas por auto-antígenos. Por ejemplo, las células B que expresan VH12 solo 
o junto con B1-8 desarrollaron un fenotipo de células B-1, mientras que se identificaron pocas, si algunas, células B que 
expresaran sólo el transgén B1-8. Por tanto, estos resultados sugieren que el encuentro de células B transgénicas con 
auto-PtC dio lugar a una expansión de las que expresan VH12. Recientemente, Hardy et al. ((1994) Immunol. Rev. 137, 
91). En su modelo, las células B que expresaban un transgén de inmunoglobulina específico de Thy 1.1 se 
seleccionaron y expandieron en ratones que expresaban al antígeno afín. En contraste, el transgén + las células B-1 no 
fueron encontrados en ratones que expresaban el alotipo alternativo Thy 1.2.  

¿Cuando encaja el complemento en el desarrollo de células B-1? La reducción global en la frecuencia de células B-1a y 
la pérdida más específica de células B-1 que expresan IgM implicada en la lesión I/R sugiere un papel para CD21/CD35 
en la selección positiva o en el mantenimiento de células B-1a. Un posible papel del complemento es que refuerza la 
transmisión de señales de los BCR para el encuentro con el antígeno afín. Estudios bioquímicos y el análisis de ratones 
deficientes en CD21/CD35 demuestran la importancia de la transmisión de señales del co-receptor en la activación y 
supervivencia de las células B convencionales (Carroll, M.C., (1998) Annu. Rev. Immunol. 16, 545-568; Fearon et al. 
(1995) Annu. Rev. Immunol. 13, 127-149). Es muy probable que las células B-1 utilicen asimismo la transmisión de 
señales del co-receptor para reforzar la transmisión de señales del BCR. Por ejemplo, las bacterias expresan antígenos 
típicos de células B-1 tales como fosforil-colina y no es irrazonable pensar que revestir bacterias con el ligando C3d del 
complemento reforzaría la reticulación del co-receptor con el BCR y reforzaría la transmisión global de señales. Por 
tanto, los antígenos expresados en bajas concentraciones podrían requerir el refuerzo del complemento con el fin de 
que los reconocieran las células B afines y se expandieran o seleccionaran positivamente. Otro papel de los receptores 
del complemento está en localizar al antígeno sobre células dendríticas foliculares (FDC) dentro del compartimento 
linfático. Sin embargo, puesto que la población principal de células B-1 ocupa los tejidos peritoneales no está claro si 
encontrarían FDC dentro de las estructuras linfáticas. No se conoce el sitio o los sitios reales en los que las células B-1 
experimentan selección positiva. Es posible que tengan que encontrar al antígeno afín en el desarrollo fetal temprano o 
en BM neonatal. Si este es el caso, podría esperarse que los receptores del complemento en células estromales sitas 
dentro de estos compartimentos se unan al antígeno para presentarse a las células B. es posible que los receptores del 
complemento pudieran participar en ambas etapas de desarrollo. En primer lugar, podrían reforzar a los antígenos que 
transmiten la señal en la selección positiva. En segundo lugar, cuando las células B-1 seleccionadas sean repuestas en 
los sitios periféricos, los receptores del complemento podrían otra vez estar implicados en el reforzamiento de la 
transmisión de señales de los BCR. 

La figura 5 es un diagrama esquemático del papel propuesto para el complemento y los receptores del complemento en 
la selección positiva de linfocitos B-1 peritoneales. La interacción de complemento-antígenos revestidos de ligando (auto 
y no auto) da lugar a la coligadura del co-receptor CD21/CD19 y del BCR sobre la superficie celular lo que conduce a la 
transmisión reforzada de la señal y a la selección positiva. 

Ejemplo 7: materiales y métodos para los ejemplos 8-11 

Biblioteca de péptidos de expresión en fagos y síntesis de péptidos 

Se exploró una biblioteca 12-mer de expresión en el fago M-13 (New England Biolab, MA) mediante 4 rondas con bolas 
MBL revestidas con IgMCM-22 y 2 rondas con IgMCM-75 según las recomendaciones del fabricante. Los clones de fagos se 
seleccionaron del conjunto enriquecido y la secuencia de nucleótidos del gen relevante del fago se determinó para al 
menos diez clones. Los péptidos seleccionados fueron sintetizados con una pureza > 95% en Harvard Proteomic Core o 
en New England Peptide, Inc. (Gardner, MA). 
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Ensayos de unión 

Se realizaron ensayos ELISA como se describió antes (Zhang et al. (2004) PNAS USA 101: 3886-91). Brevemente, la 
unión de IgM a péptidos de fagos o específicos de fagos se determinó revistiendo una placa de 96 pocillos con 
cantidades saturantes de antígeno. Tras el bloqueo se añadió IgM (1 ó 10 g/mL) durante 2 h a 37ºC. Las placas se 
lavaron y a continuación se desarrollaron con IgM de cabra anti-ratón marcada con fosfatasa alcalina (Sigma, MO). La 
unión de IgM a NMHC-II se determinó cultivando placas de 96 pocillos previamente revestidas con anticuerpo específico 
de conejo (NMHC-II A & B; Covance Research Products; NMHC-II C un regalo del Dr. Adelstein, NHLBI, NIH, Bethesda, 
MD) o Hc de pan-miosina (Sigma, MO) con lisados intestinales preparados a partir de ratones RAG-1-/- reconstituidos 
con IgMCM-22 tratados falsamente o tratados contra la isquemia como se ha descrito (Zhang et al. (2004) PNAS USA 
101: 3886-91). Los lisados se prepararon como se describe para la inmunoprecipitación (véase más adelante). A 
continuación, se usó IgM de cabra anti-ratón marcada con fosfatasa alcalina (Sigma, MO) para detectar la IgM unida. 

Modelo intestinal de RI 

El protocolo quirúrgico para RI se realizó como se describió previamente (Zhang et al. (2004) PNAS USA 101: 3886-91). 
Brevemente, se realizó una laparotomía y se aplicó un micro-clip (presión 125 g, Roboz, MD) a la arteria mesentérica 
superior y se limitó la circulación bilateral con suturas de seda que flanqueaban un segmento de 20 cm del yeyuno. 
Después de 40 minutos de isquemia se separó el micro-clip y se confirmó la reperfusión de la vasculatura mesentérica 
mediante el retorno de la pulsación a la arcada vascular y un cambio a color rosa. La incisión se cerró y todos los 
animales se mantuvieron calientes durante 3 horas. 30 min antes de la laparotomía inicial los animales RAG-1-/

recibieron intravenosamente IgM mezclada con péptido o disolución salina en un volumen de 0,2 mL. Los animales WT 
se trataron con disolución salina o péptido i.v. 5 min antes de la reperfusión. Al final de la reperfusión, el segmento 
isquémico del yeyuno se cosechó y se cortaron 4 cm centrales para su análisis patológico. 

Análisis histopatológico e inmuno-histoquímico 

Se tiñeron secciones criostáticas de tejidos intestinales mediante hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron por 
microscopía de luz respecto al daño de la mucosa. La puntuación patológica se evaluó basándose en un procedimiento 
de Chiu (Chiu et al., Arch Surg 101: 484-488, 1970; Chiu et al., Arch Surg 101: 478-483, 1970) que incluía la inspección 
directa de todas las microvellosidades en una tira de 4 cm de yeyuno como se ha descrito (Zhang et al. (2004) PNAS 
USA 101: 3886-91). Para el ensayo de inmunofluorescencia, se incubaron durante períodos variables criosecciones 
fijadas con paraformaldehído al 4% (p/v) con IgM anti-ratón marcada con biotina (Becton Dickinson, CA) seguido por 1 
hora con estreptavidina-Alexa-568 (dilución 1:500, Molecular Probes, OR). La deposición de C4 se detectó tiñendo con 
anti-huC4c de conejo marcada con FITC (DAKO, CO), seguida por anti-conejo-Alexa 488 (Molecular Probes, OR). La 
especificidad de la tinción de anti-C4c se confirmó tiñendo secciones en serie con C4 anti-ratón marcada con biotina 
durante 1 hora seguido por estreptavidina-FITC (Becton Dickinson, CA). La deposición de C3 se detectó tratando anti
C3 marcado con FITC (DAKO, CO). Se montaron secciones en medio de montaje anti-decolorante con DAPI (Molecular 
Probes, OR). 

Análisis SPR de la unión del péptido al anticuerpo 

Se inmovilizó un anticuerpo IgM (IgMCM-22 o IgMCM-31) por condensación con un grupo amina en una celda de flujo del 
chip BiaCore SPR CM5TM a una densidad de 33.400 unidades de respuesta (RU)  33 ng/mm2 como se ha descrito 
(Vorup-Jensen et al., PNAS USA 100: 1873-1878, 2003). Brevemente, se prepara una celda de flujo de referencia por 
condensación de etanolamina-HCl. Los péptidos, diluidos en una disolución de elución amortiguadora del pH de PBS, se 
hicieron fluir separadamente sobre la superficie condensada con IgM y la referencia, a un caudal de 10 L/min a 25ºC y 
con una velocidad de recogida de datos a 10 Hz. La fase de inyección tuvo una duración de 240 s (los finales de las 
fases de inyección están marcados por puntas de flecha en las figuras 9A, B y D). Las isotermas de unión se derivaron 
sustrayendo la respuesta en la celda de referencia de la respuesta de la superficie condensada con IgM. Tras cada 
ensayo, la superficie se regeneró inyectando 40 L de monolaurato de polioxietilensorbitán al 0,05% (v/v)/PBS. 

Inmunoprecipitación 

Se homogeneizaron tejidos congelados en una disolución amortiguadora del pH de lisis que contenía un detergente y un 
cóctel de agentes inhibidores enzimáticos. Se analizó una muestra de lisado respecto al contenido total de proteínas (kit 
BioRad) para asegurar concentraciones similares de proteínas para analizar. Los lisados se mezclaron con bolas de 
sefarosa revestidas con IgM anti-ratón de rata durante 1 h a 4ºC. Subsiguientemente, las bolas se peletizaron 
suavemente, se lavaron en disolución amortiguadora del pH de lisis y luego se hirvieron en disolución amortiguadora del 
pH muestra-SDS en condiciones reductoras para eluir los complejos enlazados. Las muestras se fraccionaron en geles 
SDS de poliacrilamida al 6% (p/v) y subsiguientemente se fijaron y luego se tiñeron con azul de coomassie o tinte de 
plata para identificar las bandas de proteínas.   
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Identificación de proteínas por espectrometría de masas en tándem 

Se cortaron bandas individuales teñidas con azul de coomassie de los geles SDS, se destiñeron y se sometieron a 
digestión enzimática como se describió previamente (Borodovsky et al., Chem Biol 9: 1149-1159, 2002). Los péptidos se 
separaron usando un sistema acoplado de cromatografía de líquidos con nanoflujo (Waters Cap LC) y las secuencias de 
aminoácidos se determinaron por espectrometría de masas en tándem (Q-TOF micro, Waters, MA). Los datos MS/MS 
se procesaron y se sometieron a búsquedas en bases de datos usando la base de datos Mascot (matrixscience) frente a 
la base de datos Swissprot, TREMBLI/New o la base de datos no redundante NCBY. 

Ejemplo 8: identificación de péptidos ricos en asparagina que se unen al anticuerpo IgM natural 

Los presentes inventores han identificado previamente un clon de hibridoma de un anticuerpo IgM natural (IgMCM-22) que 
se une a tejido isquémico en el modelo de RI intestinal, lo cual soporta la hipótesis de dichos inventores de que el tejido 
isquémico era alterado en relación al tejido normal y que los neo-epítopes expresados durante la isquemia eran dianas 
para una respuesta innata a la misma. Para caracterizar el ligando enlazado por IgMCM-22 patógena se exploró una 
biblioteca de expresión en el fago M13 de 12-mer secuencias de aminoácidos usando bolas revestidas con la IgM 
específica. 

Después de cuatro rondas de exploración específica y dos rondas con una IgM testigo (clon IgMCM-75), se aislaron 10 
clones de fago y se secuenció la secuencia de nucleótidos del gen relevante de M-13. Notablemente, todos los diez 
clones contuvieron secuencias ricas en asparagina. Cinco de los clones se seleccionaron para un ensayo de unión 
relativa con IgMCM-22 y uno de estos clones, P8, que se unió con la mayor eficiencia, se seleccionó para un estudio 
posterior (Tabla 4 y figura 6A). 

Tabla 4: péptidos expresados en fago se unen a IgMCM-22 

Clon del fago Secuencia SEQ ID NO: 

P1 YNNNNGNYTYRN 16 

P2 ANTRNGATNNNM 18 

P3 CDSSCDSVGNCN 20 

P4 WNNNGRNACNAN 22 

P5 HNSTSNGCNDNV 24 

P6 NSNSRYNSNSNN 26 

P7 KRNNHNNHNRSN 28 

P8 NGNNVNGNRNNN 30 

P9 NVANHNNSNHGN 32 

P10 SYNNNNHVSNRN 34 (no dentro de la invención) 

Consenso rico en asparagina xNNNxNNxNNNN 14 

Se sintetizó un péptido de 12 aminoácidos (P8) basado en la secuencia del fago y se ensayó respecto a la inhibición de 
la unión del P8 del fago a IgMCM-22 (figura 6B). La titulación de cantidades crecientes del péptido P8 dio una inhibición 
del 50% a una concentración estimada de 10 mol. Este ensayo indica una avidez global de unión razonable basada en 
los múltiples sitios de unión expresados en la superficie del fago. Este resultado sugiere que la unión de IgMCM-22 al P8 
de fago fue específica para la región del péptido y que el péptido sintético podría usarse como un mimotopo del 
antígeno real. Para caracterizar más la unión del péptido P8 a IgMCM-22, se revistieron placas ELISA con el péptido y se 
ensayaron con IgMCM-22 o IgMCM-75 testigo respecto a la unión (figura 6C). A la menor concentración de 1 g/mL, nada 
de IgM se unió por encima del ruido de fondo. Sin embargo, los tres resultados sugieren que el péptido P8 se une 
específicamente a IgMCM-22 y puede usarse para la identificación del antígeno real. 

Ejemplo 9: el péptido P8 rico en asparagina bloquea la RI intestinal 

Estudios previos han demostrado que la RI intestinal en ratones RAG-1-/- era dependiente de IgM y que IgMCM-22 sola 
fue suficiente para restaurar la lesión. Como se esperaba, la reconstitución de ratones RAG-1-/- con IgMCM-22 pero no con 
disolución salina antes de la reperfusión dio lugar a RI (figura 7A(i) y figura 7B). En contraste, la mezcla de IgMCM-22 con 
P8 antes de la inyección en ratones isquémicos bloqueó significativamente la lesión aparente (puntuación patológica 
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media 6  3 frente a 31  13; p < 0,001) (figura 7A(ii) y figura 7B). La titulación previa del péptido con IgMCM-22 sugirió 
que una concentración óptima de 10 M de P8 era suficiente para bloquear 50-100 g de IgMCM-22 (0,1-0,2 M). 

Los análisis inmunohistológicos de secciones seriales de tejido intestinal sometido a reperfusión (yeyuno) tras RI 
identificaron la co-localización de IgM y el complemento C4 y C3 dentro de las microvellosidades en ratones RAG-1-/

reconstituidos con IgMCM-22 (figura 7Ci-iv). En contraste, las secciones preparadas a partir de ratones que recibieron P8 
no mostraron ninguna evidencia de unión de IgM o del complemento (figura 7Cv-viii). No se observó ninguna unión de 
IgM o del complemento con IgMCM-31 testigo o ratones RAG-1-/- reconstituidos sólo con disolución salina (Zhang et al. 
(2004) PNAS USA 101: 3886-91). Por tanto, P8 bloquea la unión de IgMCM-22 y la inducción de lesión in vivo. 

La identificación de un único anticuerpo IgM natural que podría iniciar la RI en ratones RAG-1-/- condujo a la cuestión 
general del número de posibles neo-epítopes expresados en tejidos isquémicos y el correspondiente número de clones 
patógenos de IgM en el repertorio de ratones de tipo silvestre (WT). Podría predecirse que el número de anticuerpos es 
limitado basándose en la comprensión actual de que el repertorio de IgMs naturales es relativamente pequeño. 
Herzenberg et al, Immunol Today 14: 79-83, discusión 88-90, 1993; Arnold et al., J Exp Med 179: 1585-1595, 1994. Por 
otra parte, los ligandos de anticuerpos IgM naturales son considerados estructuras muy conservadas y también 
probablemente son de número limitado. Para ensayar si P8 representaba un mimotopo de un auto-antígeno principal se 
pretrataron ratones WT con P8 (aproximadamente 10 M) cinco minutos antes de la reperfusión en el modelo intestinal. 
Los análisis de tejidos de yeyuno de ratones tratados con disolución salina o con un péptido testigo antes de la 
reperfusión identificaron, como se esperaba, una lesión significativa de las microvellosidades (figura 7Aiii). En contraste, 
el pretratamiento de ratones WT con P8 cinco minutos antes de la reperfusión bloqueó la lesión aparente (puntuación 
patológica media 5  3 frente a 24  16 y 23  19; p < 0,005 y 0,027, respectivamente) (figura 7A(iv) y figura 7B). Como 
se esperaba, IgM, C4 y C3 se co-localizaron dentro de las microvellosidades de ratones WT tratados contra RI (figura 
7Cix-xii). En contraste, no se observó ningún depósito aparente de IgM o del complemento en tejidos sometidos a 
reperfusión de ratones a los que se administró P8 (figura 7Cxiii-xvi). Estos resultados sugieren que el número de 
epítopes clave requerido para iniciar la RI es limitado ya que un único péptido bloquea la lesión y la deposición de IgM y 
del complemento. 

Ejemplo 10: inmunoprecipitación de auto-péptidos con IgMCM-22 

Usando la secuencia de aminoácidos de P8, una búsqueda de homología de la base de datos genómica no reveló 
ninguna identidad exacta. Por lo tanto, se usó un enfoque de inmunoprecipitación para identificar el o los antígenos de la 
isquemia en ratones RAG-1-/- reconstituidos con IgMCM-22 . 

Los ratones RAG-1-/- se reconstituyeron con una cantidad óptima de IgMCM-22, se trataron contra la isquemia intestinal y 
se sometieron a reperfusión durante períodos de tiempo variables, es decir, 0 minutos ó 15 minutos antes de cosechar 
los tejidos. Se aislaron inmunocomplejos de antígeno IgM de lisados de yeyuno en los momentos variables y se 
fraccionaron por SDS-PAGE en condiciones reductoras. Los análisis de los geles teñidos indicaron bandas comunes de 
bajo peso molecular en todos los momentos (figura 8a). Sin embargo, a los 15 minutos se identificó una banda de alto 
peso molecular (> 200 kD) (figura 8A). 

Se cortaron bandas de proteínas de los geles teñidos, se digirieron enzimáticamente y los péptidos se analizaron por 
espectrometría de masas en tándem como se describe en Cox et al., Mol Cell Proteomics 2: 1188-1197, 2003. Los 
análisis de los péptidos eluidos indicaron que las bandas comunes a aproximadamente 25, 50 y 75 kDa representaban 
la cadena ligera (Lc) de la inmunoglobulina, la cadena pesada (Hc) de IgG y Hc de IgM, respectivamente. Los análisis 
de la banda de alto peso molecular dieron secuencias de péptidos homólogas a los isomorfos A y C del tipo II de la 
cadena pesada de miosina no muscular (tabla 5). 
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Tabla 5: resultados de la espectrometría de masas 

Proteínas emparejadas Espectrometría de masas de los péptidos 
secuenciados 

Cadena pesada II-A de miosina no muscular de 
ratón (gi/20137006; nº de Acceso al GenBankTM: 
NP_071855) 

Puntuación total = 130; péptidos iguales = 6 

VVFQEFR (MS-1; SEQ ID NO: 39) 

CNGVLEGIR (MS-2; SEQ ID NO: 40) 

KFDQLLAEEK (MS-3; SEQ ID NO: 41) 

KFDQLLAEEK 

EQADFAIEALAK (MS-4; SEQ ID NO: 42) 

QLLQANPILEAFGNAK (MS-5; SEQ ID NO: 43) 

Cadena pesada II-c de miosina no muscular de 
ratón (gi/33638127; nº de Acceso al GenBankTM: 
AAQ24173) 

Puntuación total = 133; péptidos iguales = 7 

CNGVLEGIR 

VKPLLQVTR (MS-6; SEQ ID NO: 44) 

KFDQLLAEEK 

KFDQLLAEEK 

EQADFALEALAK 

LAQAEEQLEQESR (MS-7; SEQ ID NO: 45) 

QLLQANPILEAFGNAK (MS-8; SEQ ID NO: 46) 

* La puntuación es -10XLog(P), en la que P es la probabilidad de que el emparejamiento sea un suceso al azar. Las 
puntuaciones de los iones individuales > 53 indican identidad u homología extensa (p < 0,05). 

5 En experimentos similares usando lisados preparados a partir de ratones WT tratados durante 3 horas en RI intestinal, 
también se observó una banda de tamaño similar a 200 kD y el análisis de la secuencia identificó péptidos de NMHC-A 
y C. 

Se han identificado tres formas (A, B y C) de NMHC tipo II en el genoma de ratón y de ser humano (Golomb et al., J Biol 
Chem 279: 2800-2808, 2004; Kelley et al., J Cell Biol 134: 675-687, 1996). Todas las células eucariotas expresan 

10 NMHC tipo II pero la distribución de las tres formas varía. NMHC-II A y B son aproximadamente 85% homólogas; 
mientras que NMHC-II C es aproximadamente 65% similar (Golomb et al., J Biol Chem 279: 2800-2808, 2004). Los tres 
isotipos están muy conservados entre ratones y seres humanos. 

Para confirmar la unión de IgMCM-22 a NMHC tipo II se usó un enfoque ELISA. Se revistieron placas con anticuerpo 
específico de cada una de las tres formas de NMHC o con anticuerpo pan-miosina para capturar el antígeno relevante 

15 en lisados preparados a partir de yeyuno de ratones RAG-1-/-. Subsiguientemente, se añadieron IgMCM-22 o IgMCM-31 y luego se 
desarrollaron con un anticuerpo IgM anti-ratón marcado. Se observó unión de IgMCM-22 por encima del ruido de fondo, 
pero no de IgMCM-31, a las tres formas de los isomorfos de NMHC-II (figura 8B). El análisis de la secuencia combinada y 
los resultados ELISA muestran que IgMCM-22 reconoce una región conservada de la NMHC tipo II. 

Para determinar si la miosina está expuesta a anticuerpo circulante tras la isquemia se reconstituyeron ratones RAG-1-/

20 con una fracción de IgG purificada de la cadena pesada de conejo anti-pan miosina. Los análisis de tejidos de ratones 
RAG-1-/- falsamente tratados tras la reconstitución con IgG de conejo no mostró ninguna evidencia de lesión o 
deposición de IgG. En contraste, los ratones RAG-1-/- isquémicos reconstituidos con la IgG pan-miosina antes de la 
reperfusión desarrollaron una RI significativa en comparación con los testigos reconstituidos con disolución salina (33 
11 frente a 11 8, p < 0,028) (figura 8C). Por consiguiente, la miosina está expuesta a anticuerpos en circulación tras la 

25 isquemia.  

La comparación de las secuencias de los tres isomorfos NMHC-II con la secuencia del péptido P8 identificó una región 
de evidente homología (tabla 6). Las tres formas incluyen un resto de NxxxxNxNx que tiene similitud con la secuencia 
de P8. Se preparó una secuencia de auto-péptido de 12 aminoácidos (N2) (isomorfo de NMHC-II C) para un estudio 
adicional. 
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Tabla 6: secuencia homóloga conservada en NMHC-II A-C 

Clon de fago Secuencia 

P8 

Consenso 

NGNNVNGNRNNN (SEQ ID NO: 30) 

xNNNx(N/D)NxN(N/D)N(N/V) (SEQ ID NO: 14) 

NMHC-II Secuencia 

Ratón-IIA (542-556) 

Ser humano-IIA (585-596) 

Ratón-IIB (592-603) 

Ser humano-IIB (592-603) 

Ratón-IIC (607-619) 

Ser humano-IIC (611-622) 

LMKNMDPLNDI (SEQ ID NO: 36) 

LMKNMDPLNDI 

LMKNMDPLNDNV (N2; SEQ ID NO: 38) 

LMKNMDPLNDNV 

LMKNMDPLNDNV (N2; SEQ ID NO: 38) 

LMKNMDPLNDNV 

Para ensayar que esta región se une a IgMCM-22 se usó análisis por resonancia de plasmones superficiales (figura 9). Se 
inyectó el péptido N2 sobre una superficie condensada con IgMCM-22 (figura 9A) y se generó una respuesta robusta, la 

5 cual correspondió a una KD de 123  61 M (media  SD, n = 2) que se calculó a partir de las concentraciones respuesta 
en estado estacionario (figura 9C). En contraste, no se observó ninguna unión cuando se inyectó un péptido testigo 
sobre la superficie específica condensada con IgM (figura 9B) o cuando el péptido N2 se inyectó sobre una superficie 
condensada con IgMCM-31 testigo (figura 9D). 

Ejemplo 11: el auto-péptido N2 bloquea la RI intestinal 

10 Para ensayar la unión funcional de N2 con IgM patógena se mezclaron aproximadamente 100 nmoles del péptido (o de 
disolución salina testigo) con IgMCM-22 antes de la reconstitución de ratones RAG-1-/- y del tratamiento en el modelo RI. 
Los análisis de histología de secciones de tejidos preparadas a partir de yeyuno sometido a reperfusión de ratones 
tratados con IgMCM-22 y disolución salina identificaron lesión y deposición de IgM y del complemento tal y como se 
esperaba (figura 5Ai y 5B). En contraste, la mezcla del péptido N2 con IgMCM-22 antes de la reperfusión protegió de la 

15 lesión (puntuación patológica media 13  8 frente a 31  10; p < 0,049) (figura 10Aii y 10B). Además, no se observó 
ninguna deposición de IgM y del complemento en yeyuno sometido a reperfusión cuando IgMCM-22 se mezcló con el 
péptido N2 antes de la inyección en ratones RAG-1-/- (figura 10Ci-viii). Por tanto, como se observó con el péptido 
sintético P8, el auto-péptido N2 bloqueó la unión funcional de IgMCM-22 in vivo. 

Para ensayar si el auto-péptido N2 representa el principal auto-epítope en la RI intestinal, se trataron ratones WT con 
20 aproximadamente 40 M del péptido sintético P8 antes de la reperfusión en el modelo intestinal. Los análisis 

histológicos de secciones de tejidos de ratones WT tratados con disolución salina identificaron lesión y deposición de 
IgM y del complemento tal y como se esperaba (figura 10Aiii y 10Cix-xii). En contraste, el tratamiento de ratones WT con 
el auto-péptido N2 bloqueó tanto la lesión (puntuación patológica media 8  5 frente a 22  17) como la deposición de 
IgM y del complemento (figura 10Aiv; figura 10B; figura 10Cxiii-xvi). Estos resultados sugieren que una región 

25 conservada dentro de las proteínas NMHC tipo II representa el epítope principal para la unión de IgM natural tras la 
isquemia en el modelo intestinal. 

Equivalentes 

Los expertos en la técnica reconocerán, o serán capaces de averiguar usando no más que la experimentación rutinaria, 
muchos equivalentes de las realizaciones específicas de la invención descrita en la presente memoria. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un ácido nucleico aislado, el cual codifica un péptido que consiste en una secuencia de aminoácidos la cual es al 
menos 90% idéntica a SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. 

2. El ácido nucleico aislado según la reivindicación 1, el cual codifica un péptido el cual consiste en una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. 

3. El ácido nucleico aislado según la reivindicación 2, en la que el ácido nucleico es SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 
25, 27, 29, 31, 35 ó 37. 

4. El ácido nucleico aislado según cualquier reivindicación precedente operablemente conectado a un promotor. 

5. Una molécula de ácido nucleico aislada, seleccionada del grupo que consiste en: 

a) Una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos la cual es al menos 96% idéntica a la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 11; 

b) Una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ 
ID NO: 9, o SEQ ID NO: 11; 

c) Una molécula de ácido nucleico que se hibrida con el complemento de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1 
ó SEQ ID NO: 7 en condiciones rigurosas;  

d) Una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 ó SEQ ID NO: 12. 

6. Un vector, que comprende el ácido nucleico de cualquier reivindicación precedente. 

7. Una célula huésped aislada, que comprende el vector según la reivindicación 6. 

8. Una composición que comprende un péptido, el cual consiste en una secuencia de aminoácidos la cual es al menos 
90% idéntica a SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. 

9. La composición según la reivindicación 8, en la que el péptido consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38. 

10. La composición según la reivindicación 8 ó 9, en la que el péptido está pegilado. 

11. La composición según la reivindicación 8 ó 9, en la que el péptido está marcado con un marcador detectable. 

12. La composición (a) que comprende un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ó 38, o (b) según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para tratar una enfermedad 
o trastorno inflamatorio en un sujeto. 

13. La composición según la reivindicación 12, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio es una lesión por 
reperfusión. 

14. La composición según la reivindicación 12 ó 13, en la que el sujeto es un mamífero. 

15. La composición según la reivindicación 14, en la que el mamífero es un ser humano. 

16. El uso de una composición según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, en la fabricación de un 
medicamento para tratar una enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto. 

17. Un polipéptido aislado, que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, o SEQ ID 
NO: 12. 

18. Una inmunoglobulina natural aislada, la cual es producida por una célula que tiene el número de depósito ATCC 
PTA-3507. 
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FIGURA 2A 
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FIGURA 2B 
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