
ES
 2

 4
91

 6
17

 T
3

11 2 491 617

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

C07K 14/47 (2006.01)

C07K 14/78 (2006.01)

C07K 16/18 (2006.01)

C12N 15/113 (2010.01)

Materiales biológicos y usos de los mismos Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 10722160 (8)15.03.2010
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 240628014.05.2014

73 Titular/es:

IMPERIAL INNOVATIONS LIMITED (100.0%)
52 Princes Gate, Exhibition Road South
Kensington
London SW7 2PG, GB

72 Inventor/es:

MIDWOOD, KIM SUZANNE y
FOXWELL, BRIAN MAURICE JOHN

74 Agente/Representante:

VALLEJO LÓPEZ, Juan Pedro

30 Prioridad:

13.03.2009 GB 0904355

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
08.09.2014

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Materiales biológicos y usos de los mismos

La presente invención se refiere a tenascina C y su actividad en la inflamación crónica. También se proporcionan 5
moduladores de tenascina C y su actividad biológica.

La inflamación es la respuesta biológica compleja de tejidos a estímulos perjudiciales, tales como patógenos, daño 
tisular o irritantes. Un intento protector del tejido es retirar los estímulos perjudiciales así como iniciar el proceso de 
curación para el tejido. Las anomalías asociadas a la inflamación comprenden un gran grupo no relacionado de 10
trastornos que subyacen en diversas enfermedades humanas (trastornos inflamatorios). Los ejemplos de 
enfermedades con un aspecto inflamatorio incluyen (pero sin limitación) asma, enfermedad autoinmunitaria, 
glomerulonefritis, alergia (hipersensibilidades), enfermedades inflamatorias del intestino, lesión de reperfusión, 
artritis reumatoide y rechazo de transplantes.

15
En particular, la inflamación crónica es una afección debilitante y grave asociada a muchas de las enfermedades 
anteriores y se caracteriza por la inflamación persistente en un sitio de infección o lesión, o en relación con 
respuestas inmunitarias alteradas tales como en enfermedad autoinmunitaria.

La artritis reumatoide (AR) es un ejemplo típico, aunque en absoluto el único, de una afección inflamatoria crónica. 20
La AR se caracteriza por inflamación sinovial y destrucción del cartílago y hueso de las articulaciones mediadas por 
síntesis persistente de citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas de matriz (MMP). Los compuestos biológicos 
que suprimen la síntesis de las citocinas inflamatorias tales como TNF e IL-6 tienen éxito en el tratamiento de AR a 
corto plazo. Sin embargo, se requieren tratamientos repetidos, lo que lo hace un enfoque terapéutico caro, y no 
proporciona remisión a largo plazo. Además, la supresión sistémica total de la función de citocinas tiene problemas 25
inherentes tales como riesgo infeccioso aumentado. Por lo tanto, a pesar de los avances en los cuidados, sigue 
existiendo una necesidad no satisfecha de un modo económico de tratamiento de inflamación crónica que sea eficaz 
a largo plazo (Smolen (2006) y Williams (2007)).

Los mecanismos que respaldan la cronicidad de la enfermedad siguen sin estar claros y el factor o los factores que 30
conducen la expresión prolongada de mediadores inflamatorios y destructivos se desconocen en la actualidad.

Los receptores de tipo toll (TLR) desempeñan un papel clave en la conducción de la producción de mediadores 
inflamatorios en AR y el bloqueo de la función de TLR puede tener beneficios clínicos significativos (revisado en 
Brentano (2005) y O’Neill (2002)). Esta familia de receptores forma una parte integral del sistema inmunitario. Los 35
TLR median en la defensa del hospedador contra la infección y lesión reconociendo tanto patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMP) como patrones moleculares asociados a daño (DAMP) (Matzinger (2002)). Los 
DAMP son moléculas proinflamatorias endógenas generadas tras la lesión tisular e incluyen moléculas intracelulares 
liberadas de células dañadas o necróticas, moléculas de fragmentos de la matriz extracelular (ECM) o moléculas 
ECM reguladas positivas tras la lesión (revisado en Bianchi (2007) y Gordon (2002)).40

Tras la activación, los TLR promueven respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas incluyendo la 
estimulación de la expresión de citocinas proinflamatorias y MMP (Medzhitov (2002)). Se expresan TLR a altos 
niveles en tejido sinovial de pacientes con AR (Radstake (2004), Roelofs (2005), Sacre (2007), y Sacre, manuscrito 
presentado en 2008) y se protegen ratones con deleciones dirigidas o mutaciones de pérdida de función en TLR4 de 45
artritis experimental (Choe (2003) y Lee (2005)). Además, los inhibidores de TLR4 pueden reducir la artritis 
destructiva en ratones (Abdollahi-Roodsaz (2007)) y un inhibidor de TLR4 potencial mejoró los síntomas en 15 de 23 
pacientes con AR de moderada a grave en un ensayo de fase I preliminar (Vanags (2006)). Sin embargo, no está 
claro que el ligando o ligandos de TLR están implicados en la patogénesis de enfermedad.

50
La tenascina C es una glucoproteína de ECM que está asociada con lesión tisular y reparación de heridas. La 
tenascina C se expresa específicamente durante la remodelación de tejido activo durante la embriogénesis, 
observándose en primer lugar durante la gastrulación y formación de somitas. En estadios posteriores del desarrollo 
la expresión se restringe a sitios de morfogénesis de ramificación de la glándula mamaria y el pulmón, en el 
esqueleto en desarrollo, el sistema cardiovascular y en tejidos conectivos en sitios de transformación de epitelio a 55
mesénquima. La expresión se regula negativamente una vez que cesan estos procesos y antes de que se complete 
la embriogénesis (Jones (2000)).

La tenascina C normalmente no se expresa en tejido adulto sano pero, en adultos, está regulada positivamente de 
forma específica y transitoria durante la inflamación aguda y se expresa de forma persistente en inflamación crónica 60
(revisado en Chiquet-Ehrismann (2003)). Los estudios inmunohistoquímicos muestran que se expresa poca 
tenascina C en articulaciones humanas normales pero los niveles aumentan en gran medida en sinovios de AR, en 
áreas de inflamación y fibrosis, específicamente por debajo del revestimiento sinovial, en el pannus invasor y en 
torno a vasos sanguíneos (Cutolo (1992), MacCachren (1992) y Salter (1993)). También hay un aumento 
significativo de los niveles de tenascina C en el líquido sinovial de pacientes con AR (Chevalier (1994) y Hasegawa 65
(2007)) y en cartílago con AR (Salter (1993) y Chevalier (1994)).
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La tenascina C es una proteína hexamérica grande de 1,5 millones de Da. Cada cadena comprende diferentes 
dominios, incluyendo un dominio de ensamblaje (TA), repeticiones de tipo EGF (EGF-L), repeticiones de tipo 
fibronectina tipo III (TNIII) y un globo de tipo fibrinógeno (FBG) (revisado en Orend (2005)). Las secuencias de 
tenascina C y sus dominios se muestran en la Figura 13.

5
Anteriormente, el papel de tenascina C en la inflamación ha sido dudoso, con pruebas que mostraban diversos 
efectos en diferentes células inmunitarias. Por ejemplo, se ha demostrado que la tenascina C apoya la adhesión y 
rodamiento de linfocitos de las amígdalas y sangre periférica humana primarios, sugiriendo de este modo un papel 
en la estimulación de la migración de linfocitos (Clark (1997)). Además, los ratones sin tenascina C muestran 
infiltración de linfocitos reducida y niveles menores de ARNm de IFN, TNF e IL-4 tras la lesión de hígado inducida 10
por concanavalina A en ratones (El-Karef (2007)). Por lo tanto, las pruebas sugieren que la tenascina C está
implicada en la promoción de la actividad de células inflamatorias agudas. Sin embargo, también se ha indicado que 
la tenascina C inhibe la quimiotaxis de monocitos in vitro (Loike (2001)) y los ratones sin tenascina C muestran 
migración aumentada de monocitos y macrófagos en estroma de tumor mamario (Talts (1999)). Estas pruebas 
sugieren por lo tanto que la tenascina C tiene un papel en la inhibición de células inflamatorias.15

Los inventores han demostrado que la tenascina C es un ligado de TLR4 endógeno que se requiere para la 
inflamación de articulaciones destructiva observada en artritis.

Además, se ha demostrado ahora que la tenascina C no está implicada en la inducción de inflamación (respuesta 20
inflamatoria aguda) sino que en su lugar está implicada en la prolongación de la respuesta inflamatoria que 
caracteriza la afección inflamatoria crónica. En particular, se ha demostrado ahora que la tenascina C es un 
activador endógeno de TLR4 y se ha demostrado que esta molécula se requiere para la inflamación de las 
articulaciones destructiva.

25
Se ha demostrado un papel de la tenascina C en la mediación de una respuesta inmunitaria en las articulaciones 
mediante inducción de inflamación de articulaciones tras la inyección intraarticular del dominio FBG de tenascina C 
en ratones in vivo. Además, la inflamación aguda de las articulaciones inducida por zimosano no fue tan prolongada 
en ratones deficientes en tenascina C. Los ratones tanto de tipo silvestre como sin tenascina C respondieron a 
inducción de inflamación aguda por zimosano igualmente, demostrando que la tenascina C no parece estar 30
implicada en el inicio de la inflamación. Sin embargo, la sinovitis menos persistente mostrada por los ratones sin 
tenascina C indica un papel en el mantenimiento de la inflamación de articulaciones. La importancia de la tenascina 
C en la prolongación de la inflamación de articulaciones se subrayó por la observación de que la deleción dirigida de 
tenascina C protegió a los ratones de inflamación sostenida erosiva de las articulaciones durante artritis inducida por 
inmunización con mBSA.35

Se ha demostrado ahora que la tenascina C es capaz de activar células en la articulación y se ha mapeado el 
dominio activo primario de la tenascina C en el glóbulo de tipo fibrinógeno (FBG), un dominio globular de 227 
aminoácidos (26,9 kDa) en el extremo C terminal de la molécula (Siri (1991)).

40
La adición de FBG a cultivos de membrana sinovial de pacientes con AR potenció la liberación espontánea de 
citocinas proinflamatorias. También estimuló la síntesis de TNF, IL-6 e IL-8 en macrófagos humanos primarios e IL-
6 en fibroblastos sinoviales de AR mediante activación de rutas de señalización dependientes de TLR4 y MyD88.

Se ha demostrado ahora que, como en el caso de LPS, la expresión de TLR4 es necesaria para la inducción de 45
síntesis de citocinas por FBG. Sin embargo, a diferencia de LPS, ni CD14 ni MD-2 parecen requerirse para la 
activación de TLR-4. CD14 es dispensable para la activación de TLR4 por otros ligandos. No se requiere que TLR4 
responda al lípido A de una manera dependiente de MyD88 (Jiang (2005)), la fibronectina EDA puede activar 
mastocitos incluso en ausencia de CD14 (Gondokaryono (2007)) y la activación por ácido hialurónico de células 
THP-1 monocíticas humanas requiere un complejo de TLR4, CD44 y MD-2, pero no CD14 (Taylor (2007)).50

La formación de complejos receptores definidos por cada ligando de TLR4 puede facilitar el reclutamiento de 
diferentes moléculas de señalización/adaptadores intracelulares. Esto puede explicar las respuestas celulares 
diferenciales que se observan con FBG y LPS, por ejemplo falta de inducción de IL-8 por FBG en fibroblastos 
sinoviales con AR. De forma similar, la activación por ácido hialurónico del complejo de TLR4 y CD44 induce un 55
patrón de expresión génica en líneas celulares de macrófagos alveolares de ratón que es diferente a LPS (Taylor 
(2007)). Que FBG induzca síntesis de IL-8 en macrófagos humanos sugiere que se produce reconocimiento y/o 
señalización de ligando específico de tipo celular.

El patrón estrechamente regulado de la expresión de tenascina C lo hace una diana atractiva para el tratamiento de 60
la inflamación crónica. Está predominantemente ausente de adultos sanos, sin embargo la expresión se induce 
específicamente tras la lesión tisular. Durante la inflamación aguda, tenascina C se expresa de forma transitoria: la 
inducción con frecuencia precede a la inflamación y están ausentes tanto ARNm como proteína del tejido para 
cuando la inflamación se ha resuelto (revisado en Chiquet-Ehrismann (2003)).

65
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Se ha demostrado ahora que la expresión persistente de tenascina C está asociada a inflamación crónica. Además 
de AR, se han observado niveles aumentados de tenascina C en otras enfermedades autoinmunitarias incluyendo
esclerosis múltiple (Gutowski (1999)) y enfermedad de Sjogren (Amin (2001)), y en heridas que no se curan y 
úlceras diabéticas y venosas (Loots (1998)). La síntesis de novo de tenascina C se correlaciona bien con la 
intensidad de inflamación en enfermedades de la mucosa oral y los niveles en plasma de tenascina C son un 5
indicador fiable de la actividad de enfermedades inflamatorias del intestino antes y después de la medicación o 
cirugía (revisado en Chiquet-Ehrismann (2003)).

En un primer aspecto de la invención se proporciona un agente para la modulación de una respuesta inflamatoria 
crónica en la que el agente modula la actividad biológica de tenascina C, siendo el agente un anticuerpo o fragmento 10
de unión a antígeno del mismo que tiene especificidad por el dominio FBG de tenascina C.

El agente del primer aspecto de la invención puede modular la actividad biológica de tenascina C alterando las 
propiedades de unión de tenascina C.

15
También se describen en el presente documento agentes que pueden modular la actividad biológica de tenascina C 
alterando la transcripción y/o traducción de tenascina C.

Dichos agentes pueden identificarse usando métodos bien conocidos en la técnica, tales como:
20

(a) determinando el efecto de un agente de ensayo en los niveles de expresión de tenascina C, por ejemplo por 
transferencia de Southern o técnicas de hibridación relacionadas;
(b) determinando el efecto de un agente de ensayo en los niveles de proteína tenascina C, por ejemplo por 
inmunoensayos usando anticuerpos anti tenascina C; y 
(c) determinando el efecto de un agente de ensayo en un marcador funcional o resultado de actividad de 25
tenascina C, por ejemplo mediante los métodos de los ejemplos.

Los agentes desvelados en el presente documento pueden regular negativamente la actividad biológica de tenascina 
C.

30
Los agentes desvelados en el presente documento pueden regular positivamente la actividad biológica de tenascina 
C. La idoneidad de la regulación positiva de la actividad de moléculas y células inmunitarias e inflamatorias es 
relevante para la producción de terapias para pacientes inmunocomprometidos e inflamatorios y en el desarrollo de 
vacunas (véase Harandi (2009)). 

35
El agente descrito en el presente documento puede ser un inhibidor de la transcripción de tenascina C.

El agente descrito en el presente documento puede ser un inhibidor de la traducción de tenascina C.

El agente del primer aspecto de la invención puede ser un inhibidor de las propiedades de unión de tenascina C. Por 40
ejemplo, el agente puede alterar la conformación de tenascina C de modo que ya no sea capaz de unirse con su 
receptor. 

El agente del primer aspecto de la invención puede ser un inhibidor de unión competitiva de tenascina C. Se 
apreciará por los expertos en la materia que el agente también puede inhibir la actividad biológica de tenascina C 45
bloqueando la función del receptor de tenascina C directamente (actuando como un antagonista del receptor de 
tenascina C) o indirectamente (uniéndose con moléculas intermediarias o asistentes).

El agente del primer aspecto de la invención puede ser un antagonista del receptor de TLR-4.
50

Se apreciará por los expertos en la materia que la inhibición de la actividad biológica de tenascina C por un agente 
de la invención puede ser completa o parcial. Por ejemplo, el agente puede inhibir la actividad biológica de tenascina 
C en al menos el 10 %, preferentemente al menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 %, y más 
preferentemente 100 % en comparación con la actividad biológica de tenascina C en células inflamatorias que no se 
han expuesto al agente.55

El agente descrito en el presente documento puede seleccionarse del grupo que consiste en moléculas de ARN de 
interferencia corto (ARNip), moléculas de ARN en horquilla corto (ARNhp), oligonucleótidos antisentido, compuestos 
con afinidad de unión por tenascina C, anticuerpos (policlonales o monoclonales) y fragmentos de unión a antígeno 
de los mismos, compuestos inhibidores pequeños, polipéptidos y proteínas.60

En un ejemplo el agente es un ARNip. La interferencia de ARN es un proceso de dos etapas. La primera etapa, que 
se denomina la etapa de inicio, se digiere ARNbc de entrada en ARN de interferencia pequeños (ARNip) de 21-23 
nucleótidos (nt), probablemente por la acción de Dicer, un miembro de la familia de Rnasa III de ribonucleasas 
específicas de ARNbc, que procesa (escinde) ARNbc (introducido directamente o mediante un transgén o un virus) 65
de una manera dependiente de ATP. Los acontecimientos de escisión sucesivos degradan el ARN a dobles cadenas 
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de 19-21 pb (ARNip) cada una con salientes 3’ de 2 nucleótidos (Hutvagner y Zamore, 2002, Curr. Opin. Genetics 
and Development 12: 225-232; Bernstein, 2001, Nature 409: 363-366).

En la etapa efectora, las dobles cadenas de ARNip se unen con un complejo de nucleasa para formar el complejo 
silenciador inducido por ARN (RISC). Se requiere un desenrollamiento dependiente de ATP de la doble cadena de 5
ARNip para la activación del RISC. El RISC activo se dirige después al transcrito homólogo por interacciones de 
formación de pares de bases y escinde el ARNm en fragmentos de 12 nucleótidos del extremo 3’ terminal del ARNip 
(Hutvagner y Zamore, 2002, mencionado anteriormente.; Hammond et al., 2001, Nat. Rev. Gen. 2: 110-119 (2001); 
Sharp, 2001, Genes. Dev. 15: 485-90). Aunque el mecanismo de escisión aún debe dilucidarse, la investigación 
indica que cada RISC contiene un único ARNip y una RNasa (Hutvagner y Zamore, 2002, mencionado 10
anteriormente.).

A la vista de la potencia notable de ARNi, se ha sugerido una etapa de amplificación dentro de la ruta de ARNi. 
Podría producirse amplificación copiando los ARNbc de entrada lo que generaría más ARNip, o por replicación de 
los ARNip formados. Como alternativa, o adicionalmente, la amplificación podía efectuarse por múltiples 15
acontecimientos de renovación del RISC (Hammond et al., 2001, mencionado anteriormente.; Hutvagner y Zamore, 
2002, mencionado anteriormente.). Puede encontrarse información adicional sobre ARNi en las siguientes 
revisiones, Tuschl, 2001, Chem. Biochem. 2: 239-245, Cullen, 2002, Nat. Immunol. 3: 597-599 y Brantl, 2002, 
Biochem. Biophys Act. 1575: 15-25.

20
Puede efectuarse la síntesis de moléculas de ARNi adecuadas para su uso con la presente invención de la siguiente 
manera. En primer lugar, se explora la secuencia de ARNm de tenascina C cadena abajo del codón de inicio de 
AUG con respecto a secuencias dinucleotídicas AA. La aparición de cada AA y los 19 nucleótidos adyacentes 3’ se 
registra como sitios diana de ARNip potenciales. Preferentemente, los sitios diana de ARNip se seleccionan de la 
fase abierta de lectura, ya que las regiones no traducidas (UTR) son más ricas en sitios de unión a proteína 25
reguladora. Las proteínas de unión a UTR y/o complejos de inicio de la traducción pueden interferir con la unión del 
complejo de endonucleasa de ARNip (Tuschl, ChemBiochem. 2: 239-245). Se apreciará, sin embargo, que los 
ARNip dirigidos a regiones no traducidas también pueden ser eficaces. 

En segundo lugar, se comparan los sitios diana potenciales con una base de datos genómica apropiada (por 30
ejemplo, humana, de ratón, de rata, etc.) usando software de alineamiento de secuencias, tal como BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se separan por filtrado los sitios diana potenciales que muestran homología 
significativa con otras secuencias codificantes.

Se seleccionan secuencias diana clasificadas como molde para síntesis de ARNip. Son secuencias preferidas las 35
que incluyen un bajo contenido de G/C ya que se ha demostrado que estas son más eficaces en la mediación del
silenciamiento génico en comparación con las de contenido de G/C superior al 55 %. Se seleccionan 
preferentemente varios sitios diana a lo largo de la longitud del gen diana para evaluación. Para una mejor 
evaluación de los ARNip seleccionados, se usa conjuntamente preferentemente un control negativo. El ARNip de 
control negativo incluye preferentemente la misma composición de nucleótidos que los ARNip pero carece de 40
homología significativa con el genoma. Por lo tanto, se usa preferentemente una secuencia de nucleótidos mezclada 
del ARNip, siempre que no presente ninguna homología significativa con cualquier otro gen.

Las moléculas de ARNip adecuadas pueden sintetizarse como se ha descrito anteriormente de modo que sean 
complementarias y por lo tanto se unan con la secuencia de nucleótidos completa de tenascina C o partes de la 45
misma. La secuencia de nucleótidos de tenascina C se encuentra en la figura 14.

En un ejemplo el agente puede ser un ARN en horquilla corto (ARNhp).

Un ARN en horquilla pequeño o ARN en horquilla corto (ARNhp) es una secuencia de ARN que realiza una vuelta en 50
horquilla estrecha que puede usarse para silenciar la expresión génica mediante interferencia de ARN. El ARNhp 
usa un vector (normalmente adenovirus o lentivirus) introducido en células y utiliza el promotor U6 para asegurar que 
se exprese siempre el ARNhp. Este vector se pasa habitualmente a las células descendientes, permitiendo que se 
herede el silenciamiento génico. La estructura en horquilla del ARNhp se escinde por la maquinaria celular en 
ARNip, que después se une al complejo silenciador inducido por ARN (RISC). Este complejo se une con y escinde 55
los ARNm que coinciden con el ARNip al que se une. (McIntyre (2006) y Paddison (2002)).

El agente del primer aspecto de la invención puede ser un dominio de tenascina C o variante del mismo. Se ha 
demostrado que el dominio FBG está implicado predominantemente en la interacción de tenascina C con su diana 
en relación con la persistencia de inflamación crónica. En consecuencia el dominio preferido es el dominio FBG 60
(secuencia mostrada en la figura 13) o variantes del mismo.

En un ejemplo alternativo, el agente es un oligonucleótido antisentido.

El diseño de moléculas antisentido que puede usarse para reducir eficazmente los niveles/actividad de tenascina C 65
requiere la consideración de dos aspectos importantes para el enfoque antisentido. El primer aspecto es el 
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suministro del oligonucleótido en el citoplasma de las células cancerosas, mientras que el segundo aspecto es el 
diseño de un oligonucleótido que se une específicamente al ARNm designado dentro de células de tal manera que 
inhiba la traducción del mismo.

La técnica anterior enseña varias estrategias de suministro que pueden usarse para suministrar eficazmente 5
oligonucleótidos a una amplia diversidad de tipos celulares (por ejemplo, véase Luft, 1998, J Mol Med 76: 75-6; 
Kronenwett et al., 1998, Blood 91: 852-62; Rajur et al., 1997, Bioconjug Chem 8: 935-40; Lavigne et al., 1997, 
Biochem Biophys Res Commun 237: 566-71; Aoki et al., 1997, Biochem Biophys Res Commun 231: 540-5).

Además, están disponibles algoritmos para identificar las secuencias con la mayor afinidad de unión predicha por su 10
ARNm diana basándose en un ciclo termodinámico que explica la energía de las alternancias estructurales tanto en 
el ARNm diana como en el oligonucleótido (por ejemplo, véase Walton et al., 1999, Biotechnol Bioeng 65: 1-9).

También se conocen varios enfoques para diseñar y predecir la eficacia de oligonucleótidos específicos usando un 
sistema in vitro (por ejemplo, véase Matveeva et al., 1998, Nature biotechnology 16: 1374-1375).15

Varios ensayos clínicos han demostrado seguridad, viabilidad y actividad de oligonucleótidos antisentido. Por 
ejemplo, se han usado con éxito oligonucleótidos antisentido adecuados para tratamiento de cáncer (Holmlund et al., 
1999, Curr Opin Mol Ther 1: 372-85; Gerwitz, 1999, Curr Opin Mol Ther 1: 297-306). Más recientemente, se ha 
indicado que la supresión mediada por antisentido de la expresión del gen de heparanasa humana inhibe la 20
diseminación pleural de células cancerosas humanas en un modelo de ratón (Uno et al., 2001, Cancer Res 61:
7855-60).

Por lo tanto, los expertos en la materia son fácilmente capaces de diseñar e implementar enfoques antisentido 
adecuados para modular la expresión de tenascina C.25

Provechosamente, el oligonucleótido antisentido es de 15 a 35 bases de longitud. Por ejemplo, se ha demostrado
que oligonucleótidos de 20 unidades inhiben la expresión del ARNm del receptor de factor de crecimiento epidérmico 
(Witters et al, Breast Cancer Res Treat 53: 41-50 (1999)) y se ha demostrado que oligonucleótidos de 25 unidades 
reducen la expresión de hormona adrenocorticotrópica en más del 90 % (Frankel et al, J Neurosurg 91: 261-7 30
(1999)). Sin embargo, se aprecia que puede ser deseable usar oligonucleótidos con longitudes fuera de este 
intervalo, por ejemplo 10, 11, 12, 13 o 14 bases, o 36, 37, 38, 39 o 40 bases.

Se apreciará además por los expertos en la materia que los oligonucleótidos están sujetos a degradación o 
inactivación por nucleasas endógenas celulares. Para contrarrestar este problema, es posible usar oligonucleótidos 35
modificados, por ejemplo que tengan enlaces internucleotídicos alterados, en los que los enlaces fosfodiéster de 
origen natural se han reemplazado con otro enlace. Por ejemplo, Agrawal et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 
7079-7083 mostraron inhibición aumentada en cultivo tisular de VIH-1 usando oligonucleótido fosforamidatos y 
fosforotioatos. Sarin et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 7448-7451 demostraron la inhibición aumentada de 
VIH-1 usando oligonucleótido metilfosfonatos. Agrawal et al (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 7790-7794 40
mostraron la inhibición de la replicación de VIH-1 en cultivos celulares tanto infectados temprano como infectados de 
forma crónica, usando oligonucleótido fosforotioatos específicos de secuencia de nucleótidos. Leither et al (1990) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3430-3434 indican la inhibición en cultivo tisular de replicación del virus de la gripe 
por oligonucleótidos fosforotioatos. 

45
Se ha demostrado que los oligonucleótidos que tienen enlaces artificiales son resistentes a degradación in vivo. Por 
ejemplo, Shaw et al (1991) en Nucleic Acids Res. 19, 747-750, indican que los oligonucleótidos no modificados de 
otro modo se hacen más resistentes a nucleasas in vivo cuando se bloquean en el extremo 3’ por ciertas estructuras 
de protección y que los oligonucleótido fosforotioatos no protegidos no se degradan in vivo.

50
Se proporciona una descripción detallada del enfoque de H-fosfonato a la síntesis de oligonucleósido fosforotioatos 
en Agrawal y Tang (1990) Tetrahedron Letters 31, 7541-7544, cuyas enseñanzas se incorporan por la presente en el 
presente documento por referencia. Se conocen en la técnica síntesis de oligonucleósido metilfosfonatos, 
fosforoditioatos, fosforoamidatos, ésteres de fosfato, fosforamidatos enlazados y fosforotioatos enlazados. Véase, 
por ejemplo, Agrawal y Goodchild (1987) Tetrahedron Letters 28, 3539; Nielsen et al (1988) Tetrahedron Letters 29, 55
2911; Jager et al (1988) Biochemistry 27, 7237; Uznanski et al (1987) Tetrahedron Letters 28, 3401; Bannwarth 
(1988) Helv. Chim. Acta. 71, 1517; Crosstick y Vyle (1989) Tetrahedron Letters 30, 4693; Agrawal et al (1990) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 87, 1401-1405, cuyas enseñanzas se incorporan en el presente documento por referencia. 
También son posibles otros métodos para la síntesis o producción. En una realización preferida el oligonucleótido es 
un ácido desoxirribonucleico (ADN), aunque también pueden sintetizarse y aplicarse secuencias de ácido 60
ribonucleico (ARN).

Los oligonucleótidos útiles en los ejemplos descritos en el presente documento se diseñan preferentemente para 
resistir la degradación por enzimas nucleolíticas endógenas. La degradación in vivo de oligonucleótidos produce 
productos de degradación de oligonucleótidos de longitud reducida. Es más probable que dichos productos de 65
degradación realicen hibridación no específica y es menos probable que sean eficaces, en relación con sus 
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homólogos de longitud completa. Por lo tanto, es deseable usar oligonucleótidos que sean resistentes a la 
degradación en el cuerpo y que sean capaces de alcanzar las células diana. Los presentes oligonucleótidos pueden 
hacerse más resistentes a degradación in vivo sustituyendo con uno o más enlaces internucleotídicos artificiales 
internos los enlaces fosfodiéster nativos, por ejemplo, reemplazando fosfato con azufre en el enlace. Los ejemplos 
de enlaces que pueden usarse incluyen fosforotioatos, metilfosfonatos, sulfona, sulfato, cetilo, fosforoditioatos, 5
diversos fosforamidatos, ésteres de fosfato, fosforotioatos enlazados y fosforamidatos enlazados. Dichos ejemplos 
son ilustrativos, en lugar de limitantes, ya que se conocen bien en la técnica otros enlaces internucleotídicos. La 
síntesis de oligonucleótidos que tienen uno o más de estos enlaces sustituyendo los enlaces internucleotídicos 
fosfodiéster se conoce bien en la técnica, incluyendo rutas sintéticas para producir oligonucleótidos que tienen 
enlaces internucleotídicos mixtos.10

Los oligonucleótidos pueden hacerse resistentes a la extensión por enzimas endógenas por “recubrimiento terminal” 
o incorporando grupos similares en los nucleótidos 5’ o 3’ terminales. Un reactivo para recubrimiento terminal está 
disponible en el mercado como Amino-Link II™ de Applied BioSystems Inc, Foster City, CA. Se describen métodos 
para recubrimiento terminal, por ejemplo, en Shaw et al (1991) Nucleic Acids Res. 19, 747-750 y Agrawal et al15
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88(17), 7595-7599.

Un método adicional para preparar oligonucleótidos resistentes a ataque de nucleasa es “autoestabilizarlos” como se 
describe en Tang et al (1993) Nucl. Acids Res. 21, 2729-2735. Los oligonucleótidos autoestabilizados tienen 
estructuras de bucle en horquilla en sus extremos 3’, y muestran resistencia aumentada a degradación por 20
fosfodiesterasa de veneno de serpiente, ADN polimerasa I y suero bovino fetal. La región autoestabilizada del 
oligonucleótido no interfiriere en la hibridación con ácidos nucleicos complementarios, y los estudios de 
farmacocinética y estabilidad en ratones han mostrado persistencia in vivo aumentada de los oligonucleótidos 
autoestabilizados con respecto a sus homólogos lineales.

25
En un ejemplo en el que el agente es un compuesto con afinidad de unión por tenascina C, el compuesto puede 
unirse de forma sustancialmente reversible o sustancialmente irreversible con un sitio activo de tenascina C. En un 
ejemplo adicional, el compuesto puede unirse con una parte de tenascina C que no es el sitio activo para interferir 
con la unión de la tenascina C con un ligando o receptor. En un ejemplo adicional más, el compuesto puede unirse 
con una parte de tenascina C para reducir la actividad de las proteínas por un efecto alostérico. Este efecto 30
alostérico puede ser un efecto alostérico que está implicado en la regulación natural de la actividad de tenascina C, 
por ejemplo en la activación de la tenascina C por un “activador cadena arriba”.

Se conocen bien en la técnica métodos para detectar interacciones entre un compuesto de ensayo y tenascina C. 
Por ejemplo puede usarse ultrafiltración con métodos de espectroscopia de masas de pulverización de iones/HPLC 35
u otros métodos físicos y analíticos. Además, pueden usarse métodos de Transferencia de Resonancia de Energía 
Fluorescente (FRET), en los que puede medirse la unión de dos entidades marcadas con fluorescencia midiendo la 
interacción de los marcadores fluorescentes cuando están en proximidad estrecha entre sí.

Los métodos alternativos de detección de la unión de un polipéptido con macromoléculas, por ejemplo ADN, ARN, 40
proteínas y fosfolípidos, incluyen un ensayo de resonancia de plasmón superficial, por ejemplo como se describe en 
Plant et al., 1995, Analyt Biochem 226(2), 342-348. Los métodos pueden hacer uso de un polipéptido que está 
marcado, por ejemplo con un marcador radiactivo o fluorescente.

Un método adicional para identificar un compuesto que es capaz de unirse al polipéptido es uno en el que el 45
polipéptido se expone al compuesto y cualquier unión del compuesto con dicho polipéptido se detecta y/o se mide. 
Puede determinarse la constante de unión para la unión del compuesto al polipéptido. Se conocen bien por los 
expertos en la materia métodos adecuados para detectar y/o medir (cuantificar) la unión de un compuesto con un 
polipéptido y pueden realizarse, por ejemplo, usando un método capaz de operar con alto rendimiento, por ejemplo 
un método basado en microplaca. Una nueva tecnología, denominada VLSIPS™, ha permitido la producción de 50
microplacas extremadamente pequeñas que contienen cientos de miles o más sondas moleculares diferentes. Estas 
microplacas biológicas o matrices tienen sondas dispuestas en matrices, asignándose cada sonda a una localización 
específica. Se han producido microplacas biológicas en las que cada localización tiene una escala de, por ejemplo, 
diez micrómetros. Las microplacas pueden usarse para determinar si moléculas diana interaccionan con cualquiera 
de las sondas en la microplaca. Después de exponer la matriz a moléculas diana en condiciones de ensayo 55
seleccionadas, dispositivos de exploración pueden examinar cada localización en la matriz y determinar si una 
molécula diana ha interaccionado con la sonda en esa localización.

Otro método para identificar compuestos con afinidad de unión por tenascina C es el sistema de dos híbridos de 
levadura, en el que los polipéptidos de la invención pueden usarse para “capturar” proteínas que se unen con 60
tenascina C. El sistema de dos híbridos de levadura se describe en Fields y Song, Nature 340: 245-246 (1989).

En un ejemplo adicional, el agente es un compuesto que tiene capacidad de unión a ligando para tenascina C.

Por ejemplo, el agente puede ser un fragmento soluble de un receptor de tenascina C (tal como FPRL1). Como 65
alternativa, el agente puede ser una molécula de alta afinidad que imita un anticuerpo (un denominado “affibody”) 
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(por ejemplo, véase documento US 5.831.012 y www.affibody.se). Estos ligandos son proteínas pequeñas, sencillas 
compuestas de un haz de tres hélices basado en el armazón de uno de los dominios de unión a IgG de la Proteína A 
(una proteína de superficie de la bacteria Staphylococcus aureus). Este armazón tiene excelentes características 
como un ligando de afinidad y puede diseñarse para unirse con alta afinidad con cualquier proteína diana dada.

5
El agente del primer aspecto de la invención es un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo. El 
fragmento de unión a antígeno puede seleccionarse del grupo que consiste en fragmentos Fv (por ejemplo Fv 
monocatenario y Fv con enlaces disulfuro), fragmentos de tipo Fab (por ejemplo fragmentos Fab, fragmentos Fab’ y 
fragmentos F(ab)2), dominios variables individuales (por ejemplo, dominios VH y VL) y anticuerpos de dominio (dAb, 
incluyendo formatos individuales y dobles [es decir dAb-enlazador-dAb]).10

El anticuerpo puede unirse preferentemente específicamente al dominio FBG que activa TLR4.

Las ventajas de usar fragmentos de anticuerpo, en lugar de anticuerpos completos, son múltiples. El menor tamaño 
de los fragmentos puede conducir a mejores propiedades farmacológicas, tales como mejor penetración de tejido 15
sólido. Además, fragmentos de unión a antígeno tales como fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, ScFv y dAb pueden 
expresarse en y secretarse de E. coli, permitiendo de este modo la fácil producción de grandes cantidades de dichos 
fragmentos. 

También se incluyen dentro del alcance de la invención versiones modificadas de anticuerpos y un fragmento de 20
unión a antígeno de los mismos, por ejemplo modificados por la unión covalente de polietilenglicol u otro polímero 
adecuado.

Se conocen bien en la técnica métodos para generar anticuerpos y fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, pueden 
generarse anticuerpos mediante uno cualquiera de varios métodos que emplean la inducción de producción in vivo25
de moléculas de anticuerpo, exploración de bibliotecas de inmunoglobulina (Orlandi. et al, 1989. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 86: 3833-3837; Winter et al., 1991, Nature 349: 293-299) o generación de moléculas de anticuerpo 
monoclonal por líneas celulares en cultivo. Estos incluyen, pero sin limitación, la técnica de hidridoma, la técnica de 
hibridoma de linfocitos B humano, y la técnica de hibridoma de virus de Epstein-Barr (VEB) (Kohler et al., 1975. 
Nature 256: 4950497; Kozbor et al., 1985. J. Immunol. Methods 81: 31-42; Cote et al., 1983. Proc. Natl. Acad. Sci. 30
USA 80: 2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol. 62: 109-120). 

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales adecuados para antígenos seleccionados por técnicas conocidas, por 
ejemplo las desveladas en “Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) y en 
“Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications” J G R Hurrell (CRC Press, 1982).35

Pueden obtenerse fragmentos de anticuerpo usando métodos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo 
Harlow y Lane, 1988, “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York). Por ejemplo, 
pueden prepararse fragmentos de anticuerpo de acuerdo con la presente invención por hidrólisis proteolítica del 
anticuerpo o por expresión en E. coli o células de mamífero (por ejemplo cultivo de células de ovario de hámster 40
Chino u otros sistemas de expresión de proteínas) de ADN que codifica el fragmento. Como alternativa, pueden 
obtenerse fragmentos de anticuerpo por digestión con pepsina o papaína de anticuerpos completos por métodos 
convencionales.

Se apreciará por los expertos en la materia que para terapia o diagnóstico humano, se usan preferentemente 45
anticuerpos humanizados. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son 
anticuerpos quiméricos modificados por ingeniería genética o fragmentos de anticuerpo que tienen preferentemente 
partes mínimas derivadas de anticuerpos no humanos. Los anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos en los 
que se reemplazan regiones determinantes de complementariedad de un anticuerpo humano (anticuerpo receptor) 
por restos de una región determinante de complementariedad de una especie no humana (anticuerpo donante) tal 50
como ratón, rata o conejo que tiene la funcionalidad deseada. En algunos casos, se reemplazan restos marco 
conservados de Fv del anticuerpo humano por restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados 
también pueden comprender restos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias marco 
conservadas o de región determinante de complementariedad importadas. En general, el anticuerpo humanizado 
comprenderá sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todas o 55
sustancialmente todas las regiones determinantes de complementariedad corresponden a las de un anticuerpo no 
humano y todas, o sustancialmente todas, las regiones marco conservadas corresponden a las de una secuencia 
consenso humana relevante. Los anticuerpos humanizados también incluye óptimamente al menos una parte de una 
región constante de anticuerpo, tal como una región Fc, normalmente derivada de un anticuerpo humano (véase, por 
ejemplo, Jones et al., 1986. Nature 321: 522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332: 323-329; Presta, 1992, Curr. 60
Op. Struct. Biol. 2: 593-596).

Se conocen bien en la técnica métodos para humanizar anticuerpos no humanos. En general, el anticuerpo 
humanizado tiene uno o más restos de aminoácidos introducido en él de una fuente que no es humana. Estos restos 
de aminoácidos no humanos, denominados con frecuencia restos importados, normalmente se toman de un dominio 65
variable importado. La humanización puede realizarse esencialmente como se ha descrito (véase, por ejemplo, 
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Jones et al., 1988, Nature 321: 522-525; Reichmann et al., 1988. Nature 332: 323-327; Verhoeyen et al., 1988, 
Science 239: 1534-1536I; documento US 4.816.567) sustituyendo regiones determinantes de complementariedad 
humanas con regiones determinantes de complementariedad de roedores correspondientes. En consecuencia, 
dichos anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos, en los que sustancialmente menos de un dominio 
variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la 5
práctica, los anticuerpos humanizados pueden ser normalmente anticuerpos humanos en los que se sustituyen 
algunos restos de región determinante de complementariedad y posiblemente algunos restos marco conservados 
por restos de sitios análogos en anticuerpos de roedores.

También pueden identificarse anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en este campo, incluyendo 10
bibliotecas de presentación de fagos (véase, por ejemplo, Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227: 381; Marks 
et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581; Cole et al., 1985, En: Monoclonal antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 
pp. 77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147: 86-95).

Una vez que se han obtenido anticuerpos adecuados, pueden ensayarse con respecto a actividad, por ejemplo por 15
ELISA.

El agente del primer aspecto de la invención puede ser un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo 
que tiene especificidad por el Receptor de Tipo Toll 4 (TLR4), correceptores de Receptor de Tipo Toll 4 (en la unión 
de tenascina-4, tenascina-C o un dominio de los mismos de cualquiera de estos).20

Los correceptores para receptores primarios, tales como TLR4, ayudan en la unión de una molécula de señalización 
al receptor primario para facilitar el reconocimiento y la unión de ligando e iniciar/mantener el proceso biológico
resultante de la unión al receptor.

25
El agente del primer aspecto de la invención puede ser un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo 
que tiene especificidad por el dominio FBG de tenascina C.

También se describe en el presente documento un método para identificar un agente que modula la actividad de 
tenascina C que comprende las etapas de:30

(i) proporcionar uno o más agentes candidatos; 
(ii) poner en contacto una o más células con tenascina C y el o los agentes candidatos;
(iii) poner en contacto una o más células con tenascina C y ningún agente candidato;
(iv) determinar si dicho agente candidato modula el efecto de tenascina C en la o las células en la etapa (ii) en 35
comparación con la célula o las células de la etapa de control (iii).

Pueden llevarse a cabo métodos para determinar si el agente candidato modula el efecto de tenascina C usando los 
métodos de los ejemplos.

40
El método puede dar como resultado que se regule positivamente la actividad de tenascina C.

El método puede dar como resultado que se regule negativamente la actividad de tenascina C.

El método puede incluir las células de las etapas (ii) y (iii) (descritas anteriormente) que expresan receptor de tipo 45
Toll 4 (TLR4). 

El método puede tener la o las células seleccionadas del grupo que consiste en células inflamatorias, fibroblastos, 
células de tipo fibroblasto (incluyendo fibroblastos sinoviales de AR, también conocidos como sinoviocitos), 
fibroblastos embrionarios de ratón, células de riñón embrionario humano.50

Las células inflamatorias pueden seleccionarse del grupo que consiste en macrófagos, células dendríticas, 
monocitos, linfocitos, células de tipo monocito y células de tipo macrófago.

También se describe en el presente documento un método de identificación de un agente que modula una respuesta 55
inflamatoria crónica realizando el método de identificar un agente que modula la actividad de tenascina C.

En este método la inflamación crónica puede asociarse con cualquier afección asociada a inflamación inapropiada. 
Dichas afecciones incluyen, pero sin limitación, artritis reumatoide (AR), afecciones autoinmunitarias, enfermedades 
inflamatorias del intestino, heridas que no se curan, esclerosis múltiple, cáncer, aterosclerosis, enfermedad de 60
sjogren, diabetes, lupus eritematoso (incluyendo lupus eritematoso sistémico), asma, enfermedades fibróticas 
(incluyendo cirrosis hepática), fibrosis pulmonar, daño por UV y psoriasis.

Es de interés particular, pero no exclusivo, que la inflamación crónica se asocia con artritis reumatoide (AR).
65
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También se describe en el presente documento un agente identificado de acuerdo con el método del segundo y 
tercer aspectos de la invención. Dicho agente puede modular una respuesta inflamatoria crónica.

El agente puede regular negativamente la respuesta inflamatoria crónica.
5

El agente puede regular positivamente la respuesta inflamatoria crónica.

El agente puede seleccionarse del grupo que consiste en moléculas de ARN de interferencia corto (ARNip), 
moléculas de ARN en horquilla corto (ARNhp), oligonucleótidos antisentido, compuestos con afinidad de unión por 
tenascina C, anticuerpos (policlonales o monoclonales) y fragmentos de unión a antígeno de los mismos, 10
compuestos inhibidores pequeños, polipéptidos y proteínas.

En el primer aspecto de la invención la inflamación crónica puede asociarse con cualquier afección asociada a 
inflamación inapropiada. Dichas afecciones incluyen, pero sin limitación, artritis reumatoide (AR), afecciones 
autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias del intestino, heridas que no se curan, esclerosis múltiple, cáncer, 15
aterosclerosis, enfermedad de sjogren, diabetes, lupus eritematoso (incluyendo lupus eritematoso sistémico), asma, 
enfermedades fibróticas (incluyendo cirrosis hepática), fibrosis pulmonar, daño por UV y psoriasis.

En un segundo aspecto de la invención se proporciona una composición que comprende un agente como se define 
en el primer aspecto de la invención y un vehículo, excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.20

Se apreciará por los expertos en la materia que dicha cantidad eficaz del agente o formulación del mismo puede 
suministrarse como una dosis de una única embolada (es decir administración aguda) o, más preferentemente, 
como una serie de dosis a lo largo del tiempo (es decir administración crónica).

25
Los agentes de la invención pueden formularse a diversas concentraciones, dependiendo de la eficacia/toxicidad del 
compuesto que se use y la indicación para la que se use. Preferentemente, la formulación comprende el agente de 
la invención a una concentración de entre 0,1 M y 1 mM, más preferentemente entre 1 M y 100 M, entre 5 M y 
50 M, entre 10 M y 50 M, entre 20 M y 40 M y más preferentemente aproximadamente 30 M. Para 
aplicaciones in vitro, las formulaciones pueden comprender una concentración menor de un compuesto de la 30
invención, por ejemplo entre 0,0025 M y 1 M.

Se apreciará por expertos en la materia que los agentes de la invención generalmente se administrarán en mezcla 
con un excipiente, diluyente o vehículo farmacéutico adecuado seleccionado con respecto a la vía pretendida de 
administración y la práctica farmacéutica convencional (por ejemplo, véase Remington: The Science and Practice of 35
Pharmacy, 19ª edición, 1995, Ed. Alfonso Gennaro, Mack Publishing Company, Pensilvania; Estados Unidos). 

Por ejemplo, los agentes de la invención pueden administrarse por vía oral, por vía bucal o por vía sublingual en 
forma de comprimidos, cápsulas, óvulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes 
saporíferos o colorantes, para aplicaciones de liberación inmediata, retardada o controlada. Los agentes de la 40
invención también pueden administrarse mediante inyección intracavernosa.

Dichos comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato sódico, 
carbonato cálcico, fosfato cálcico dibásico y glicina, disgregantes tales como almidón (preferentemente almidón de 
maíz, patata o tapioca), glicolato de almidón sódico, croscarmelosa sódica y ciertos silicatos complejos, y 45
aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa 
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arábiga. Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como 
estearato de magnesio, ácido esteárico, gliceril behenato y talco.

También pueden emplearse composiciones sólidas de un tipo similar como cargas en cápsulas de gelatina. Los 50
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidón, celulosa, azúcar de la leche o polietilenglicoles de 
alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invención pueden combinarse 
con diversos agentes edulcorantes o saporíferos, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de 
suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

55
Los agentes de la invención también pueden administrarse por vía parenteral, por ejemplo, por vía intravenosa, por 
vía intraarticular, por vía intraarterial, por vía intraperitoneal, por vía intratecal, por vía intraventricular, por vía 
intraesternal, por vía intracraneal, por vía intramuscular o por vía subcutánea, o pueden administrarse por técnicas 
de infusión. Se usan mejor en forma de una solución acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por 
ejemplo, suficientes sales o glucosa para hacer la solución isotónica con sangre. Las soluciones acuosas deberían 60
tamponarse de forma adecuada (preferentemente a un pH de 3 a 9), si fuera necesario. La preparación de 
formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se consigue fácilmente por técnicas farmacéuticas 
convencionales bien conocidas por los expertos en la materia. 

Las formulaciones adecuadas para administración parenteral incluyen soluciones de inyección estéril acuosas y no 65
acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostáticos y solutos que hacen a la formulación 
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isotónica con la sangre del receptor pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir 
agentes de suspensión y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis 
unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas y frascos sellados, y pueden almacenarse en una condición criodesecada 
(liofilizada) que requiere solamente la adición del vehículo líquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, 
inmediatamente antes de su uso. También pueden prepararse soluciones y suspensiones para inyección 5
extemporánea de polvos estériles, gránulos y comprimidos del tipo previamente descrito.

Para administración oral y parenteral a pacientes humanos, el nivel de dosificación diario de los agentes de la 
invención habitualmente será de 1 a 1000 mg por adulto (es decir de aproximadamente 0,015 a 15 mg/kg) 
administrados en dosis individuales o divididas.10

Los agentes de la invención también pueden administrarse por vía intranasal o por inhalación y se suministran 
convenientemente en forma de un inhalador de polvo seco o una presentación de pulverización de aerosol de un 
recipiente presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo 
diclorofluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, un hidrofluoroalcano tal como 1,1,1,2-15
tetrafluoroetano (HFA 134A3) o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EA3), dióxido de carbono u otro gas 
adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificación puede determinarse proporcionando una 
válvula para suministrar una cantidad medida. El recipiente presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador puede 
contener una solución o suspensión del compuesto activo, por ejemplo usando una mezcla de etanol y el propulsor 
como el disolvente, que puede contener adicionalmente un lubricante, por ejemplo, sorbitán trioleato. Pueden 20
formularse cápsulas y cartuchos (hechos, por ejemplo, de gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador para 
que contengan una mezcla de polvo de un compuesto de la invención y una base de polvo adecuada tal como 
lactosa o almidón.

Las formulaciones de aerosol o polvo seco se disponen preferentemente de modo que cada dosis medida o 25
“descarga” contenga al menos 1 mg de un compuesto de la invención para suministro al paciente. Se apreciará que 
la dosis diaria global con un aerosol variará de paciente a paciente, y puede administrarse en una única dosis o, más 
habitualmente, en dosis divididas a lo largo del día. 

Como alternativa, los agentes de la invención pueden administrarse en forma de un supositorio o pesario, o pueden 30
aplicarse por vía tópica en forma de una loción, solución, crema, pomada o polvo de uso externo. Los compuestos 
de la invención también pueden administrarse por vía transdérmica, por ejemplo, mediante el uso de un parche 
cutáneo. También pueden administrarse por la vía ocular. 

Para uso oftálmico, los agentes de la invención pueden formularse como suspensiones micronizadas en solución 35
salina isotónica, de pH ajustado, estéril o, preferentemente, como soluciones en solución salina isotónica, de pH 
ajustado, estéril, opcionalmente en combinación con un conservante tal como cloruro de benzalconio. Como 
alternativa, pueden formularse en un ungüento tal como vaselina.

Para aplicación por vía tópica a la piel, los agentes de la invención puede formularse como un ungüento adecuado 40
que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o más de los 
siguientes: aceite mineral, vaselina líquida, vaselina blanca, propilenglicol, compuesto de polioxietileno 
polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Como alternativa, pueden formularse como una loción o crema 
adecuada, suspendida o disuelta en, por ejemplo, una mezcla de uno o más de los siguientes: aceite mineral, 
sorbitán monoestearato, un polietilenglicol, parafina líquida, polisorbato 60, cera de cetil ésteres, alcohol cetearílico, 45
2-octildodecanol, alcohol bencílico y agua.

Las formulaciones adecuadas para administración tópica en la boca incluyen grageas que comprenden el principio 
activo en una base con sabor, habitualmente sacarosa y goma arábiga o tragacanto; pastillas que comprenden el
principio activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arábiga; y enjuagues bucales 50
que comprenden el principio activo en un vehículo líquido adecuado.

Cuando el agente es un polipéptido, puede ser preferible usar un sistema de suministro farmacológico de liberación 
prolongada, tal como microesferas. Estas se diseñan específicamente para reducir la frecuencia de las inyecciones. 
Un ejemplo de dicho sistema es el Depósito Nutropin que encapsula hormona del crecimiento humana recombinante 55
(rhGH) en microesferas biodegradables que, una vez inyectadas, liberan la rhGH lentamente durante un periodo 
prolongado.

Como alternativa, pueden administrarse agentes polipeptídicos de la presente invención por un dispositivo 
implantado de forma quirúrgica que libera el fármaco directamente al sitio requerido. 60

También pueden emplearse sistemas de terapia de electroporación (EPT) para la administración de proteínas y 
polipéptidos. Un dispositivo que suministra un campo eléctrico por pulsos a células aumenta la permeabilidad de las 
membranas celulares al fármaco, dando como resultado una potenciación significativa del suministro farmacológico 
intracelular.65
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También pueden suministrarse proteínas y polipéptidos por electroincorporación (EI). La EI se produce cuando 
partículas pequeñas de hasta 30 micrómetros de diámetro en la superficie de la piel experimentan pulsos eléctricos 
idénticos o similares a los usados en la electroporación. En la EI, estas partículas se conducen a través del estrato 
córneo y hacia las capas más profundas de la piel. Las partículas pueden cargarse o recubrirse con fármacos o 
genes o pueden actuar simplemente como “balas” que generan poros en la piel a través de los que pueden entrar 5
los fármacos.

Un método alternativo de suministro de proteínas y polipéptidos es el inyectable ReGel termosensible. Por debajo de 
la temperatura corporal, ReGel es un líquido inyectable mientras que a temperatura corporal forma inmediatamente 
un depósito de gel que lentamente se degrada y se disuelve en polímeros conocidos, seguros, biodegradables. El 10
fármaco activo se suministra a lo largo del tiempo a medida que se disuelven los biopolímeros.

Los productos farmacéuticos proteicos y polipeptídicos también pueden suministrarse por vía oral. Uno de dichos 
sistemas emplea un proceso natural para la captación oral de vitamina B12 en el cuerpo para suministrar 
conjuntamente proteínas y polipéptidos. Acoplándose al sistema de captación de vitamina B12, la proteína o el 15
polipéptido puede moverse a través de la pared intestinal. Se producen complejos entre análogos de vitamina B12 y 
el fármaco que conservan tanto afinidad significativa por el factor intrínseco (FI) en la parte de vitamina B12 del 
complejo como bioactividad significativa de la parte farmacológica del complejo.

También se conocen bien en la técnica métodos para administrar agentes oligonucleotídicos o polinucleotídicos de 20
la invención (véase Dass, 2002, J Pharm Pharmacol. 54(1): 3-27; Dass, 2001, Drug Deliv. 8(4): 191-213; Lebedeva 
et al., 2000, Eur J Pharm Blopharm. 50(1): 101-19; Pierce et al., 2005, Mini Rev Med Chem. 5(1): 41-55; Lysik y 
WuPong, 2003, J Pharm Sci. 2003 2(8): 1-559-73; Dass, 2004, Biotechnol Appl Biochem. 40(Pt 2): 113-22; Medina, 
2004, Curr Pharm Des. 10(24): 2981-9).

25
La composición del segundo aspecto de la invención puede comprender además al menos otro agente.

Dicho agente adicional puede ser una agente antiinflamatorio que incluye pero sin limitación un agente 
antiinflamatorio no esteroideo (AINE), un fármaco antirreumático modificador de enfermedad (DMARD), una estatina 
(incluyendo inhibidores de HMG-CoA reductasa tales como simvastatina), un agente biológico (productos 30
biológicos), un esteroide, un agente inmunosupresor, un salicilato y/o un agente microbicida. Los agentes 
antiinflamatorios no esteroideos incluyen agentes antimetabolitos (tales como metotrexato) y agentes de oro 
antiinflamatorios (incluyendo tiomalato sódico de oro, aurotiomalato o sales de oro, tales como auranofina). Los 
productos biológicos incluyen agentes anti TNF (incluyendo adalimumab, etanercept, infliximab, reactivos anti IL-1, 
reactivos anti IL-6, reactivos anti linfocitos B (retoximab), reactivos anti linfocitos T (anticuerpos anti CD4), reactivos 35
anti IL-15, reactivos anti CLTA4, reactivos anti RAGE), anticuerpos, receptores solubles, proteínas de unión a 
receptores, proteínas de unión a citocinas, proteínas mutantes con funciones alteradas o atenuadas, ARNi, 
aptámeros polinucleotídicos, oligonucleótidos antisentido o ácidos grasos omega 3. Los esteroides (también 
conocidos como corticosteroides) incluyen cortisona, prednisolona o dexametasona. Los agentes inmunosupresores 
incluyen ciclosporina, FK506, rapamicina, ácido micofenólico. Los salicilatos incluyen aspirina, salicilato sódico,40
salicilato de colina y salicilato de magnesio. Los agentes microbicidas incluyen quinina y cloroquina. Por ejemplo, el 
agente puede administrarse en combinación con uno o más de un AINE, DMARD o inmunosupresor.

También se describe en el presente documento un agente o composición como se define en el presente documento 
para su uso como un medicamento.45

En un tercer aspecto de la invención se proporciona un agente o composición como se ha definido en el primer o 
segundo aspectos de la invención para su uso en el tratamiento de una afección inflamatoria crónica, en el que la 
respuesta inflamatoria crónica se asocia con artritis reumatoide (AR), enfermedades inflamatorias del intestino, 
aterosclerosis y/o psoriasis.50

En un cuarto aspecto de la invención se proporciona el uso de un agente o composición como se define en el primer 
o segundo aspectos de la invención en la preparación de un medicamento para el tratamiento de una afección 
inflamatoria crónica, en el que la respuesta inflamatoria crónica se asocia con artritis reumatoide (AR), 
enfermedades inflamatorias del intestino, aterosclerosis y/o psoriasis.55

También se describe en el presente documento un método para tratar una afección inflamatoria crónica que 
comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un agente o composición como se define en el presente 
documento.

60
El agente, composición, uso o método como se define en el presente documento puede relacionarse con el 
tratamiento de una afección inflamatoria crónica en el que la afección se asocia con cualquier afección asociada a 
inflamación inapropiada. Dichas afecciones incluyen, pero sin limitación, artritis reumatoide (AR), afecciones 
autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias del intestino, heridas que no se curan, esclerosis múltiple, cáncer, 
aterosclerosis, enfermedad de sjogren, diabetes, lupus eritematoso (incluyendo lupus eritematoso sistémico), asma, 65
enfermedades fibróticas (incluyendo cirrosis hepática), fibrosis pulmonar, daño por UV y psoriasis.
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También se describe en el presente documento un kit de partes para realizar los métodos descritos en el presente 
documento que comprende:

(i) una o más células
(ii) una muestra de control de una o más células5
(iii) una muestra de tenascina C
(iv) instrucciones para su uso

El kit puede comprender opcionalmente:
10

(v) un agente candidato.

El kit puede comprender además opcionalmente 

(vi) medios para determinar el efecto de un agente candidato en la actividad de tenascina C o inflamación 15
crónica.

En un quinto aspecto de la invención se proporciona un kit de partes que comprende:

(i) un agente o composición como se ha definido en el primer o segundo aspectos de la invención20
(ii) medios de administración
(iii) instrucciones para su uso

El kit del quinto aspecto de la invención puede comprender además opcionalmente 
25

(iv) al menos otro agente.

Definiciones

Por “inflamación” se incluye el significado de acumulación local de fluido, proteínas plasmáticas y glóbulos blancos 30
que se inicia por lesión tisular, infección o una respuesta inmunitaria local.

Por “inflamación aguda” se incluye el significado de los estadios iniciales (inicio) de la inflamación y la respuesta 
inflamatoria transitoria a corto plazo inmediatamente después de la lesión, infección o respuesta inmunitaria local. 
Normalmente, la inflamación aguda se resuelve rápidamente, durando de varios minutos a no más de varios días.35

Por “inflamación crónica” se incluye el significado de inflamación persistente y/o no resuelta. Se asocia con 
frecuencia con la destrucción inapropiada de tejido sano. Esta puede ser progresiva y durar un periodo de semanas 
o más. La inflamación crónica normalmente se asocia con infección o enfermedad persistente incluyendo, pero sin 
limitación, afecciones autoinmunitarias. 40

Por “inflamación crónica de la articulación” se incluye el significado de inflamación persistente que es progresiva y no 
remite durante un periodo de semanas a meses, dando como resultado distorsión de la articulación afectada y 
pruebas radiográficas de destrucción de cartílago y hueso como se observa en enfermedad humana (Kelly, Harris, 
Ruddy y Sledge, Textbook of Rheumatology 4ª Edición).45

En modelos murinos experimentales, la inflamación crónica de la articulación se caracteriza por inflamación que no 
disminuye y provoca destrucción tisular inapropiada, incluso durante un periodo de tiempo relativamente corto. Esto 
se caracteriza (y puede identificarse) histológicamente por la presencia prolongada de células inflamatorias en el 
sinovio y espacio de la articulación, muerte de condrocitos y erosión del cartílago y el hueso.50

Por un “agente” se entienden todas las entidades químicas, por ejemplo oligonucleótidos, polinucleótidos, 
polipéptidos, peptidomiméticos y compuestos pequeños.

Por “fragmento” se entienden al menos 10 nucleótidos, por ejemplo al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 55
25 nucleótidos.

Por “variante” se entiende que la secuencia de nucleótidos comparte al menos 90 % de identidad de secuencia con 
la secuencia de interés de longitud completa, por ejemplo al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 
%, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia.60

El porcentaje de identidad de secuencia entre dos polinucleótidos puede determinarse usando programas 
informáticos adecuados, por ejemplo el programa GAP del Grupo de Informática Genética de la Universidad de 
Wisconsin y se apreciará que el porcentaje de identidad se calcula en relación con polinucleótidos cuyas secuencias 
se han alineado de forma óptima.65
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El alineamiento puede como alternativa llevarse a cabo usando el programa Clustal W (como se describe en 
Thompson et al., 1994, Nuc. Acid Res. 22: 4673-4680). 

Los parámetros usados pueden ser los siguientes:
5

Parámetros de alineamiento por pares rápido: tamaño K-tuple (palabra); 1, tamaño de ventana; 5, penalización 
de hueco; 3, número de diagonales superiores; 5. Método de puntuación: x por ciento.

Parámetros de alineamiento múltiple: penalización de hueco abierto; 10, penalización de extensión de hueco; 
0,05.10

Matriz de puntuación: BLOSUM.

Como alternativa, el programa BESTFIT puede usarse para determinar alineamientos de secuencias locales.
15

Por “anticuerpo” se entienden moléculas de anticuerpos sustancialmente intactas, así como anticuerpos quiméricos, 
anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos (en los que al menos un aminoácido está mutado en relación con 
los anticuerpos humanos de origen natural), anticuerpos monocatenarios, anticuerpos biespecíficos, cadenas 
pesadas de anticuerpos, cadenas ligeras de anticuerpos, homodímeros y heterodímeros de cadenas pesadas y/o 
ligeras de anticuerpos, y fragmentos de unión a antígeno y derivados de los mismos.20

Por “fragmento de unión a antígeno” se entiende un fragmento funcional de un anticuerpo que es capaz de unirse 
con tenascina C.

El término “sujeto” significa todos los animales incluyendo seres humanos. Los ejemplos de sujetos incluyen seres 25
humanos, vacas, perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos. El término “paciente” significa un sujeto que tiene un 
trastorno que necesita tratamiento. 

Como se usa en el presente documento, “formulación farmacéutica” significa una formulación terapéuticamente 
eficaz de acuerdo con la invención.30

Una “cantidad terapéutica eficaz” o “cantidad eficaz” o “eficaz terapéutica”, como se usa en el presente documento, 
se refiere a la cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afección y régimen de administración dados. 
Esta es una cantidad predeterminada de material activo que se ha calculado que produce un efecto terapéutico 
deseado en asociación con el aditivo y diluyente requeridos, es decir un transportador o vehículo de administración. 35
Además, se pretende que signifique una cantidad suficiente para reducir y más preferentemente prevenir un déficit 
clínicamente significativo en la actividad, función y respuesta del hospedador. Como alternativa, una cantidad 
terapéuticamente eficaz es suficiente para provocar una mejora en una afección clínicamente significativa en un 
hospedador. Como se aprecia por los expertos en la materia, la cantidad de un compuesto puede variar 
dependiendo de su actividad específica. Las cantidades de dosificación adecuadas pueden contener una cantidad 40
predeterminada de composición activa calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociación con el 
diluyente requerido. En los métodos y uso para fabricación de composiciones de la invención, se proporciona una 
cantidad terapéuticamente eficaz del componente activo. Puede determinarse una cantidad terapéuticamente eficaz 
por el trabajador médico o veterinario experto habitual basándose en características del paciente, tales como edad, 
peso, sexo, condición, complicaciones, otras enfermedades, etc., como se conoce bien en la técnica.45

Se describirán ahora ejemplos que representan un aspecto de la invención con referencia a las siguientes figuras en 
las que:

Figura 1. Resolución acelerada de la inflamación aguda en ratones deficientes en tenascina C.50

(a) Hinchazón de la pata en ratones de tipo silvestre (+/+) (barras blancas) y sin tenascina C (-/-) (barras 
negras) a lo largo del tiempo después de la inyección de zimosano. Los datos se muestran como el aumento 
medio del diámetro de la pata en comparación con el diámetro de la pata antes de la inyección +/-ETM (n = 
24 ratones por genotipo). **= p<0,01. (b-e) Secciones representativas de la articulación del tobillo de ratones 55
de tipo silvestre (b, c) y sin tenascina C (d, e) 4 días después de la inyección de zimosano, teñidas con 
hematoxilina y eosina (b, d) y safranina-O (c, e). Las cajas destacan el sinovio de la articulación (s) y 
proteoglucano del cartílago (cp). Aumento x10. Cuantificación de la inflamación de la articulación (f) y muerte 
de condrocitos (g) en articulaciones de la rodilla 4 días después de la inyección con zimosano de ratones de 
tipo silvestre (barras blancas) y ratones sin tenascina C (barras negras). Los datos se expresan como la 60
media (+/-DT) (n = 24 ratones por genotipo). *= p <0,05.
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Figura 2. Se induce inflamación sinovial en ratones deficientes en tenascina C tras la inyección de 
antígeno.

(a-b, g) Secciones representativas de la articulación de la rodilla de ratones de tipo silvestre inyectados con 
simulación. (c-f, h-i) Secciones representativas de la articulación de la rodilla de ratones de tipo silvestre (c, d, 5
h) o sin tenascina C (e, f, i) 24 horas después de la inyección intraarticular de mBSA. La infiltración de células 
inflamatorias en la cápsula, menisco y el espacio de la articulación de ratones tanto de tipo silvestre como sin 
tenascina C se destaca por (cap), (M) y (J) respectivamente. (S) Destaca el sinovio sano de ratones 
inyectados con simulación que no tiene más de 1-3 células de grosor a lo largo de la superficie ósea completa 
y (ST) destaca los sinovios de ratones de tipo silvestre y sin tenascina C que están ambos significativamente 10
engrosados. Las secciones se tiñen con hematoxilina y eosina (a, c, e, g, h, i) y safranina O (b, d, f). Aumento 
x10 (a-f) o x40 (g-i). (n = 5 ratones por genotipo).

Figura 3. La inflamación sinovial disminuye rápidamente en ratones deficientes en tenascina C.
15

Secciones representativas de la articulación de la rodilla de ratones de tipo silvestre (a, b, f) o sin tenascina C 
(c, d, e) 3 días después de la inyección intraarticular de mBSA. (a, c) La línea destaca inflamación aumentada 
de la cápsula en ratones de tipo silvestre en comparación con ratones sin tenascina C. (b, d) (cp) destaca 
pérdida de proteoglucano de cartílago aumentado en ratones de tipo silvestre en comparación con ratones sin 
tenascina C. (e, f) Se observan hiperplasia sinovial significativa (línea), depósitos celulares y de fibrina en el 20
espacio de la articulación (flecha) e invasión de pannus (cabezas de flecha) en ratones de tipo silvestre en 
comparación con ratones sin tenascina C. Las secciones se tiñen con hematoxilina y eosina (a, c, e, f) y 
safranina O (b, d). Aumento x10 (a-d) o x20 (e-f). (n = 5 ratones por genotipo).

Figura 4. Se protegen ratones deficientes en tenascina C de destrucción tisular durante la artritis 25
inducida por antígeno.

(a-b) Secciones representativas de la articulación de la rodilla de ratones de tipo silvestre 7 días después de 
la inyección intraarticular de mBSA, teñidos con hematoxilina y eosina (a) y safranina-O (b). Aumento x10. (n 
= 24 ratones por genotipo). La cabeza de flecha destaca el área de erosión del hueso. La flecha destaca la 30
invasión de pannus en el cartílago articular. (c-d) Secciones representativas de la articulación de la rodilla de 
ratones de tipo sin tenascina-C 7 días después de la inyección intraarticular de mBSA, teñidas con 
hematoxilina y eosina (c) y safranina-O (d). Aumento x10. (n = 24 ratones por genotipo). J destaca el espacio 
de la articulación y AC el cartílago articular intacto. (e) Puntuación histológica de inflamación de la articulación 
de la rodilla 24 horas, 3 días y 7 días después de la inyección con mBSA de ratones de tipo silvestre (barras 35
blancas) y ratones sin tenascina C (barras negras). Los datos representan la media +/- DT (n = 5 por genotipo 
(24h, 3d) o 24 por genotipo (7d)). (f) Cuantificación de la muerte de condrocitos, erosión de superficie del 
cartílago y erosión del hueso después de la inyección con mBSA en articulaciones de la rodilla de ratones de 
tipo silvestre (barras blancas) y ratones sin tenascina C (barras negras). Se muestra la muerte de condrocitos 
a las 24 horas, 3 días y 7 días, y la erosión de superficie del cartílago y erosión del hueso a los 7 días. Los 40
datos representan la media +/- DT (n = 5 por genotipo (24h, 3d) o 24 por genotipo (7d)).

Figura 5. La tenascina C induce síntesis de TNF-, IL-6 e IL-8 en macrófagos humanos primarios y 
fibroblastos sinoviales de AR.

45
(a-b) Los macrófagos humanos primarios (a) y fibroblastos sinoviales con AR (b) no se estimularon (sin 
adición) o se estimularon con LPS (1 ng/ml (a) o 10 ng/ml (b)) o tenascina C recombinante (1,0 M – 1,0 nM) 
durante 24 horas. Los datos mostrados son la media de valores por triplicado (+/-DT) de uno de tres 
experimentos representativos. (c) Los macrófagos humanos primarios no se estimularon (sin adición) o se 
estimularon con LPS (1 ng/ml) o tenascina C recombinante (1,0 M) durante 24 horas. (-) indica que las 50
células se preincubaron solamente con medio. (P) Las células se preincubaron con polimixina B 25 g/ml 
durante 30 minutos antes de la estimulación. (H) Las células se incubaron con medio sin adición o que 
contenía LPS o tenascina C que se hirvió durante 15 minutos antes de la adición a las células. Los datos 
mostrados son la medida de valores por triplicado (+/- DT) de uno de tres experimentos representativos.

55
Figura 6. El dominio FBG de tenascina C media en la estimulación de síntesis de citocinas in vivo e in 
vitro.

(a) Los macrófagos humanos primarios no se estimularon (sin adición) o se estimularon con LPS (1 ng/ml), 
tenascina C recombinante (TNC) o dominios de tenascina C 1,0 M (TA, EGF-L, TNIII1-5, TNIII1-3, TNIII3-5, 60
TNIII5-7, TNIII6-8 y FBG) durante 24 horas. Los datos mostrados son la media de valores por triplicado (+/-
DT) de uno de tres experimentos representativos. (b) Las células de membrana sinovial con AR no se 
estimularon (sin adición) o se estimularon con LPS (10 ng/ml) o FBG recombinante (1,0 – 0,01 M) durante 
24 horas. Los datos mostrados son la media del porcentaje de cambio en los niveles de citocinas en 
comparación con células no estimuladas (+/- ETM) de cinco pacientes diferentes. (c-h) Secciones 65
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representativas de la articulación de la rodilla de ratones de tipo silvestre 3 días después de la inyección 
intraarticular de PBS (c-e) o 1 g de FBG (f-h). Las secciones se tiñen con hematoxilina y eosina (c,d,f,g) o 
Safranina-O (e, h). Aumento x10 (c, f) o x25 (d,e,g,h) (n = 5 ratones por genotipo). (i) Cuantificación de 
inflamación de la articulación, erosión del hueso, erosión de superficie del cartílago y muerte de condrocitos 
en las articulaciones de la rodilla de ratones de tipo silvestre 3 días después de la inyección intraarticular de 5
PBS (barras negras) o 1 g de FBG (barras blancas). Los datos representan la media +/- DT (n = 5 por 
genotipo).

Figura 7. La síntesis de citocinas mediada por FBG es dependiente de MyD88.
10

(a) Los fibroblastos sinoviales de AR humanos no estaban infectados, se infectaron con adenovirus que 
expresaba GFP solamente (AdGFP) o se infectaron con adenovirus que expresaba MyD88 negativo 
dominante (AdMyD88dn). Las células no se estimularon, se estimularon con LPS (10 ng/ml) o se estimularon 
con FBG (1 M) durante 24 horas. Los datos mostrados son la media de tres experimentos independientes 
(+/- ETM). (b) Los fibroblastos embrionarios de ratón aislados de ratones de tipo silvestre (+/+) o deficientes 15
en MyD88 (-/-) no se estimularon (-) o se estimularon con PAM3 (100 ng/ml), LPS (100 ng/ml), TNF (100 
ng/ml), IL-1 (5 ng/ml) y FBG (1 M) durante 24 horas. Los datos mostrados son la media de tres 
experimentos independientes (+/-ETM).

Figura 8. La síntesis de citocinas mediada por FBG es dependiente de TLR4 pero no requiere CD14 o MD-20
2.

(a) Se preincubaron macrófagos humanos primarios con medio solamente o medio que contenía anticuerpos 
bloqueadores de función para TLR2 (10 g/ml), TLR4 (25 g/ml) o anticuerpos de control de isotipo (25 
g/ml) durante 30 minutos antes de la estimulación. Las células no se estimularon, o se estimularon con LPS 25
(1 ng/ml), FBG (1 M) o PAM3 (10 ng/ml) durante 24 horas. Los datos mostrados son la media de tres 
experimentos independientes (+/-ETM). (b) Los fibroblastos embrionarios de ratón aislados de ratones de tipo 
silvestre, deficientes en TLR2 (TLR2 -/-) o TLR4 (TLR4 -/-) no se estimularon o se estimularon con PAM3 
(100 ng/ml), LPS (100 ng/ml), IL-1 (5 ng/ml) y FBG (1 M) durante 24 horas. Los datos mostrados son la 
media de tres experimentos independientes (+/-ETM). (c) Los macrófagos derivados de médula ósea aislados 30
de ratones de tipo silvestre, deficientes en TLR2 (TLR2 -/-) o TLR4 (TLR4 -/-) no se estimularon o se 
estimularon con PAM3 (100 ng/ml), LPS (100 ng/ml) o FBG (1 M) durante 24 horas. Los datos mostrados 
son la media de tres experimentos independientes (+/-ETM). (d) Se preincubaron macrófagos humanos sin 
inhibidor, con msbB LPS 1 g/ml o anticuerpo anti CD14 10 g/ml durante 30 minutos antes de la 
estimulación con LPS (1 ng/ml), FBG (1 M) o PAM3 (10 ng/ml) durante 24 horas. Los datos mostrados son 35
la media de tres experimentos independientes (+/-ETM).

Figura 9. Hinchazón de la pata a lo largo del tiempo después de la inyección de zimosano.
Imágenes representativas de las patas de ratones sin tenascina C no inyectados (a, e) (diámetro 1,6 mm), 
ratones sin tenascina C 24 horas (d, f) (diámetro 2,5 mm) y 4d (b, h) (diámetro 1,7 mm) después de la inyección40
de zimosano y de ratones de tipo silvestre 4 días después de la inyección de zimosano (c, g) (diámetro 2,1 mm).

Figura 10. Síntesis de proteínas recombinantes.

(a) Estructura de dominio del monómero de tenascina C que comprende diferentes dominios, incluyendo el 45
domino de ensamblaje (TA), 14 y media repeticiones de tipo EGF (EGF-L), 17 repeticiones de tipo fibronectina 
tipo III (TNIII) (8 expresadas de forma constitutiva (1-8) y 9 que pueden cortarse y empalmarse de forma 
alternativa, y un glóbulo de tipo fibrinógeno (FBG). (b) Las regiones abarcadas por las proteínas recombinantes 
que se sintetizaron, los restos de aminoácidos correspondientes y el peso molecular de cada proteína.

50
Figura 11. Análisis de pureza de proteínas.
Gel teñido con plata que muestra 1 g de cada proteína recombinante analizado por SDS-PAGE en condiciones 
reductoras. Carril: 1 (TA), 2 (EGF-L), 3 (TNIII1-5), 4 (TNIII5-7), 5 (TNIII6-8), 6 (TNIII1-3), 7 (TNIII3-6) y 8 (FBG).

Figura 12. La inflamación de las articulaciones mediada por FBG in vivo requiere la expresión de TLR4.55
Secciones representativas de la articulación de la rodilla de ratones sin TLR2 (a) y TLR4 (b) 3 días después de la 
inyección intraarticular de 1 g de FBG. Las secciones están teñidas con hematoxilina y eosina. Aumento x10 (n 
= 5 ratones por genotipo). (c) Cuantificación de la inflamación de la articulación, erosión del hueso, erosión de la 
superficie del cartílago y muerte de condrocitos en las articulaciones de la rodilla de ratones sin TLR2 (barras 
blancas) y TLR4 (barras negras) 3 días después de la inyección intraarticular de 1 g de FBG. Los datos 60
representan la media +/- DT (n = 5 por genotipo).

Figura 13. Secuencia de aminoácidos de tenascina C humana y sus dominios

Figura 14. Secuencia de nucleótidos de tenascina C humana65
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Figura 15. Síntesis de TNF en respuesta a péptidos de FBG específicos.
Síntesis de TNF por cultivos de membrana con AR incubados durante 24 horas sin adición o con 100 M de cada 
péptido de FBG (P1, P3-P9).

Figura 16. Síntesis de TNF e IL8 en respuesta a diversas concentraciones de péptidos de FBG 5
específicos.
Síntesis de TNF e IL8 por cultivos de membrana con AR incubados durante 24 horas sin adiciones o con 25, 100 
o 250 M de péptido de FBG.

Figura 17. Síntesis de IL8 en respuesta a LPS, dominio de FBG completo o péptidos de FBG específicos.10
Síntesis de IL8 por macrófagos después de 24 horas de incubación sin adición, con LPS 1 ng/ml, dominio de 
FBG completo 1 M (FBG) o péptidos de FBG 1 o 20 M (P1, P3-P9).

Figura 18. Síntesis de IL8 y TNF en respuesta a LPS y FBG después de preincubación con péptidos de 
FBG.15
Síntesis de TNF e IL8 por macrófagos después de 24 horas de incubación sin adición, con LPS 1 ng/ml o 
dominio de FBG completo 1 M (FBG) con o sin preincubación con péptidos de FBG 20 M.

Figura 19. Síntesis de IL8 y TNF en respuesta a ARNip dirigidos a tenascina C.
Niveles de ARNm de tenascina C en fibroblastos con AR transfectados con ARNip específico de luciferasa 20
(control) o con ARNip dirigidos a tenascina C: oligo 1 (ip 1), oligo 2 (ip 2) o una combinación de oligos 1+2 (ip 
1+2). Síntesis de IL6 en fibroblastos con AR transfectados con ARNip de luciferasa (control) o con una 
combinación de oligos dirigidos a tenascina C 1+2 (ARNip) en presencia o ausencia de LPS 10 ng/ml durante 24 
horas.

25
Ejemplo 1 –métodos generales

Reactivos

El zimosano, BSA metilado y adyuvante completo de Freund, anticuerpo anti FLAG M2 (anticuerpo monoclonal de 30
ratón), blasticidina y anticuerpos de control de isotipo (IgG2a, IgG1 de ratón) fueron de Sigma-Aldrich (Dorset, Reino 
Unido). Hypnorm fue de VetaPharma Ltd. (Leeds, Reino Unido). El ensayo de lisado de Limulus amaebocyte fue de 
Associates of Cape Cod (Liverpool, Reino Unido). Las células de riñón embrionario humano de tipo silvestre 
(HEK293-EBNA) fueron de Invitrogen (Groningen, Países Bajos). M-CSF e IL-1 fueron de PeproTech (Neuilly-Sur-
Seine, Francia). DMEM, RPMI 1640, suero bovino fetal (FBS), penicilina/estreptomicina, solución antimicótica-35
antibiótica PSA y -mercaptoetanol fueron de PAA Laboratories (Yeovil, Reino Unido). Las líneas celulares HEK293 
que expresaban de forma estable TLR2 humano y TLR4/CD14/MD-2, polimixina B, msbB LPS y los anticuerpos 
bloqueadores de función TLR2 (Clon: TL2.1 Isotipo: IgG2a de ratón) y TLR4 (Clon: HTA125 Isotipo: IgG2a de ratón) 
fueron de Invivogen (Calne, Reino Unido). LPS de Escherichia coli purificado en fenol-cloroformo (rugoso y liso) y 
Pam3Cys-Ser-Lys4 (Pam3C) fueron de Alexis (Birmingham, Reino Unido). TNF- y el antagonista del receptor de IL-40
1 (IL-1ra-IL-1 F3) murinos fueron de R&D Systems (Abingdon, Reino Unido). Los anticuerpos de bloqueo de función 
anti CD14 (Isotipo: IgG1 de ratón) fueron de Abcam (Cambridge, Reino Unido). Los ELISA de TNF-, IL-6 e IL-8 
humanos y murinos fueron de Pharmingen (Oxford, Reino Unido).

Purificación de tenascina C de longitud completa45

Para asegurar que la producción de citocinas no se atribuía a contaminantes bacterianos tales como LPS y 
moléculas asociadas a LPS se purificó tenascina C humana de longitud completa recombinante a partir de medio 
acondicionado de la línea celular de mamífero HEK293 transfectada con tenascina C humana marcada con his en el 
vector pCEP-pu como se ha descrito (Lange (2007)). Se purificó tenascina C hasta su homogeneidad como se ha 50
descrito (Lange (2007) y se determinó que estaba libre de contaminación de LPS usando el ensayo de lisado de 
Limulus amaebocyte de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Síntesis de proteínas recombinantes
55

Se sintetizaron proteínas correspondientes a cada dominio de tenascina C (TA, EGF-L, diversas repeticiones de 
TNIII y FBG) y se purificaron. Véase Ejemplo 2.

Medición de la contaminación con LPS en proteínas recombinantes
60

Para determinar los niveles de LPS en cada proteína recombinante se usó el ensayo del lisado de Limulus 
amaebocyte de acuerdo con las instrucciones del fabricante (sensibilidad 0,7  0,5 pg de LPS por mg de proteína). 
Todas las proteínas recombinantes usadas en este estudio tenían niveles de LPS que eran menores de 10 pg/ml.

65
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Vectores adenovirales y su propagación

Se obstruyeron de forma interna vectores adenovirales recombinantes, deficientes en replicación que codificaban 
MyD88 de tipo silvestre (AdMyD88wt), formas negativas dominantes de MyD88 (AdMyD88dn) y control de GFP 
(AdGFP). Hay una descripción de la síntesis de estos virus en Andreakos (2004). Todos los virus usados en este 5
estudio tienen supresión de E1/E3, pertenecen al serotipo de Ad5. Los virus se propagaron en 293 células de riñón 
embrionario humano, se purificaron por ultracentrifugación a través de dos gradientes de cloruro de cesio, y se 
determinaron sus títulos virales por ensayo de placas como se ha descrito previamente (Sacre (2007)).

Animales10

El profesor Charles French-Constant (Universidad de Edimburgo, Reino Unido) proporcionó ratones deficientes en 
tenascina C homocigotos de la cepa original descrita por Saga (1992) en 129/sv una cepa endogámica de ratones 
con un fondo de vientre blanco y apariencia de agutí. Se obtuvieron ratones 129/sv de tipo silvestre, endogámicos, 
congénicos de la misma edad de Charles River (Margate, Reino Unido). Todos los ratones 129/sv de tipo silvestre y 15
deficientes en tenascina C fueron macho y de entre 8 y 10 semanas de edad en el momento de la experimentación.

Se obtuvieron ratones deficientes en TLR2 y TLR4 homocigotos en un fondo de C57BL/6 (una cepa endogámica de 
ratones con un pelaje negro) de B&K Universal (Hull, Reino Unido) Hoshino (1999) y Takeuchi (1999). Se 
proporcionaron ratones deficientes en MyD88 homocigotos en un fondo de C57BL/6 por el Instituto Sanger 20
(Cambridge, Reino Unido). Se obtuvieron ratones C57B/L6 de tipo silvestre endogámicos congénicos de la misma 
edad de Charles River (Margate, Reino Unido). Para el aislamiento de fibroblastos de embrión de ratón se apareó 
una hembra de 8-10 semanas de edad con dos machos de 8-10 semanas de edad. Para el aislamiento de 
macrófagos derivados de médula ósea los ratones fueron hembra y entre 10 y 12 semanas de edad en el momento 
de la experimentación.25

Todos los animales se alimentaron con pienso para roedores convencional y agua a voluntad, y se alojaron (<6 
ratones/jaula) en jaulas revestidas con serrín en un ambiente de aire acondicionado con ciclos de luz/oscuridad de 
12 horas. Todos los procedimientos animales se aprobaron por el comité de ética institucional.

30
Métodos Estadísticos

Se calcularon la media, DT, ETM y ensayos estadísticos usando GraphPad versión 3 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, CA). Se analizaron las medias de múltiples grupos por análisis de varianza de una vía, seguido del ensayo de 
Comparaciones Múltiples de Dunnett, cuando fue apropiado. Se usó ensayo de t para muestras no relacionadas 35
para experimentos que implicaban solamente dos grupos.

Ejemplo 2 - Síntesis de proteínas recombinantes

Se sintetizaron y purificaron proteínas correspondientes a cada dominio de tenascina C (TA, EGF-L, diversas 40
repeticiones de TNIII y FBG). Las proteínas recombinantes sintetizadas se representan en la Figura 9.

Reactivos

La Pfu Turbo polimerasa fue de Stratagene (Ámsterdam, Países Bajos). Los tubos de PCR Easy mix 50 fueron de 45
Molecular Bioproducts (Lutterworth, Reino Unido). Los kits RNeasy y columnas de Ni2+-NTA-agarosa fueron de 
Qiagen (Crawley, Reino Unido). El vector pCR Blunt, vector plasmídico pCEP4, células de riñón embrionario humano 
(HEK293-EBNA) y geles de gradiente de Bis-Tris 4-12 % fueron de Invitrogen (Groningen, Países Bajos). El vector 
pET32b y células BL21 (DE3) Rosetta fueron de Novagen (Kent, Reino Unido). Las columnas HiTrap Q, columnas 
HiTrap S, columna Sephacryl S500 HR y columnas de heparina sepharose fueron de Amersham (Buckinghamshire, 50
Reino Unido).

Se obtuvieron enzimas de restricción de New England BioLabs (Hitchin, Reino Unido). DMEM, suero bovino fetal 
(FBS) y penicilina/estreptomicina fueron de PAA laboratories (Yeovil, Reino Unido). El reactivo de transfección 
FuGENE6 fue de Roche Applied Science (Basilea, Suiza).55

El anticuerpo anti FLAG M2 (anticuerpo monoclonal de ratón), anti FLAG M2-agarosa, péptido FLAG fueron de 
Sigma-Aldrich (Dorset, Reino Unido). El anticuerpo anti tetra-his (anticuerpo monoclonal de ratón) fue de Qiagen 
(Crawley, Reino Unido). IgG de cabra anti (IgG de ratón) conjugado con fosfatasa alcalina y sustrato estabilizado con 
Western Blue para fosfatasa alcalina fueron de Promega (Southampton, Reino Unido). Los Patrones de Proteína de 60
Precisión para SDS-PAGE fueron de BioRad (Hemel Hempstead, Reino Unido).

Diseño de cebadores

Los límites de los dominios se determinaron usando alineamientos publicados en la secuencia de tenascina C 65
humana (Siri (1991) número de referencia P24821 (Swiss-Prot)). Para clonar cada dominio los inventores diseñaron 
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cebadores de PCR en los que los cebadores tanto directo como inverso contenían 18-21 bases correspondientes a 
las secuencias 5’ y 3’ terminales de la secuencia codificante necesaria. El cebador directo contenía un sitio de 
restricción Nde1, seguido de un marcador his N terminal, inmediatamente antes de la secuencia codificante. Las 3 
bases finales del sitio Nde1 forman el codón de inicio de metionina ATC. El cebador inverso incluía un codón de 
parada TTA inmediatamente después de la secuencia codificante, seguido de un sitio BamH1 o un Kpn1 para 5
permitir la clonación unidireccional a vectores de expresión pET32b.

Tabla 1
Nombre de la proteína Cebador directo

Cebador inverso

TA

EGF-L

TN1-5

TN1-3

TN3-5

TN5-7

TN6-8

FBG

Todos los cebadores anteriores se escriben de 5’ a 3’. Las secuencias Flag están en negrita, los marcadores His 10
(CATCATCATCATCATCAT) están subrayados, y los sitios de escisión de enzimas de restricción (CATATG = sitio 
Nde1, GGATCC = BamH1, GGTACC = sitio Kpn1) están en cursiva negrita.

PCR
15

Se llevó a cabo amplificación por PCR usando 10 pmol/l de cada cebador, 1 g de molde, 5 l de DMSO y 1,25 
unidades de Pfu Turbo polimerasa en un volumen final de 25 l. Esto se añadió al tampón y dNTP en tubos Easy 
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mix 50. El molde usado para todas las reacciones fue ADNc preparado a partir de células de glioma humano U87MG 
usando ARN aislado con kits RNeasy. La reacción se cicló 40 veces con temperaturas de desnaturalización, 
hibridación y elongación de 95 ºC, 55-65 ºC (dependiendo de la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores) y 72 
ºC respectivamente.

5
Clonación

Se ligaron productos de PCR en vectores pCR Blunt y se secuenciaron para asegurar que no se habían introducido 
errores por PCR. Se seleccionaron clones que no tenían errores o mutaciones silenciosas. Después se ligaron 
insertos en pET32b usando sitios de restricción Nde1 y BamH1 introducidos por ingeniería genética en cebadores 10
(TN5-7 y TN6-8). La tenascina C humana tiene sitios BamH1 internos dentro del dominio TA (posición 494) y TNIII2 
(posición 2509). Se clonaron por lo tanto TA y TN1-8 usando el sitio Nde1 en el cebador DIR y el sitio Kpn1 en el 
sitio de clonación de pCRBlunt. La tenascina C humana no contiene sitios Kpn1 internos. Se clonaron TN1-5, TN1-3 
y TN3-5 usando sitios Nde1 y Kpn1 en los cebadores. FBG contiene un sitio Nde1 interno (posición 6439) y se clonó 
por lo tanto usando un ligamiento de dos etapas de digestión con Nde1 y BamH1, seguido de digestión Nde1. (Las 15
posiciones se refieren a sitios dentro de la secuencia de nucleótidos de longitud completa de tenascina C, 
proporcionada en la figura 14).

Crecimiento bacteriano, inducción y lisis
20

Los plásmidos se transformaron en células BL21 (DE3) Rosetta, se cultivaron en 3 l de medio Luria-Bertani que 
contenía carbenicilina 50 g/ml y se indujeron con isopropilo--D-tiogalactopiranósido 1 mM. Después de 3 horas, 
las células se recogieron por centrifugación a 4.000 rpm durante 20 minutos, se lavaron dos veces con tampón de 
lavado helado (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM) y se lisaron con una prensa francesa. Se 
recogieron cuerpos de inclusión por centrifugación a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC. Con la excepción de TA 25
y FBG las proteínas se localizaron completamente en el sobrenadante. Se extrajeron proteínas TA y FBG 
recombinantes de cuerpos de inclusión con clorhidrato de guanidina 6 M, Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 y -
mercaptoetanol 10 mM a temperatura ambiente con agitación constante durante 2 horas.

Purificación de proteínas bacterianas30

La solución que contenía proteína recombinante se aplicó a una columna de Ni
2+

-NTA-agarosa y se lavó con Tris-
HCl 50 mM, pH 8,0 que contenía imidazol 20 mM. La columna se lavó posteriormente con Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 y 
la proteína se eluyó con Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 que contenía imidazol 60 mM. Para TA y FBG cada tampón de 
lavado y elución contenía clorhidrato de guanidina 6 M. Después de la cromatografía con Ni TA y FBG no requirieron 35
purificación posterior. Se purificaron adicionalmente TN1-3 y TN6-8 por cromatografía de intercambio aniónico 
usando una columna HiTrap Q, TN1-5, TN3-5 y TN5-7 por cromatografía de intercambio catiónico usando una 
columna HiTrap S y TN1-8 usando una columna HiTrap S seguido de filtración en gel usando una columna 
Sephacryl S500 HR.

40
Replegamiento de proteínas insolubles

TA y FBG se replegaron diluyendo hasta 20 g/ml con Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 que contenía clorhidrato de guanidina 
6 M y tratando después con cistamina 20 mM con agitación durante 16 horas a 4 ºC. La solución se dializó después 
dos veces frente a 15 volúmenes de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 que contenía NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, -45
mercaptoetanol 5 mM y 2-hidroxietil disulfuro 1 mM durante 24 horas a 4 ºC, dos veces frente a Tris-HCl 20 mM, pH 
8,0 durante 8 horas a 4 ºC y después se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 minutos a 4 ºC. El replegamiento se 
evaluó por desplazamientos de tamaño usando SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. La actividad 
proteica se confirmó por polimerización del dominio TA y unión de FBG con columnas de heparina sepharose.

50
Síntesis del dominio EGF-L usando células de mamífero

Los intentos iniciales de expresar y purificar la región de repeticiones EGF-L usando un sistema de expresión de E. 
coli no tuvieron éxito. Esto más probablemente sea atribuible a la dificultad para conseguir plegamiento proteico 
debido a un total de 91 cisteínas en esta región. Por lo tanto, los dominios de tipo EGF de TN-C se expresaron 55
usando células HEK293.

Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR. El primer producto de PCR consistió en un sitio de enzima de restricción 
KpnI, una secuencia Kozak seguida de la secuencia señal TN-C. El segundo producto de PCR consistió en un 
péptido FLAG, la secuencia de dominio de tipo EGF, seguido de un marcador de histidina y una secuencia de 60
enzima de restricción BamH1.

Los dos productos de PCR se ligaron entre sí como se describe en Ho (1989). Se llevaron a cabo reacciones de 
PCR como se ha descrito anteriormente. La construcción completa se clonó en el vector Blunt de PCR y se 
secuenció. Después se subclonó en el vector pCEP4. El ADN se transfirió a células HEK293 usando Fugene y se 65

E10722160
11-08-2014ES 2 491 617 T3

 



21

seleccionaron células para resistencia a higromicina (200 g/ml) en medio de Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) que contenía suero de ternero fetal al 10 % (v/v), penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 
unidades/ml). Se recogieron y agruparon 2 litros de medio acondicionado (recogido después de haberse cultivado 
las células en medio) de células transfectadas de forma estable. El medio acondicionado agrupado (2 litros) se 
centrifugó a 3000 rpm para separar los residuos celulares del medio.5

El medio se aplicó después a una columna anti FLAG. Se recogió material en fracciones de 50 ml para el flujo 
continuo. La columna se lavó con 10 volúmenes de columna de NaCl 1 M, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 y después se 
lavó con 10 volúmenes de columna de isopropanol 60 % para asegurar la retirada de LPS. La columna se lavó 
después con tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 y finalmente la proteína se eluyó usando péptido FLAG 200 g/ml en 10
tampón Tris-HCl 50 mM, pH 7,5.

Análisis de pureza de proteínas

Cada proteína se dializó frente a 1000 volúmenes de NaCl 150 mM y Tris 50 mM pH 7,5. La pureza de las proteínas 15
se analizó por SDS-PAGE en condiciones reductoras. Para hacer esto se procesó 1 g de cada proteína 
recombinante purificada en un gel de gradiente de Bis-Tris 4-12 % y el gel se tiñó con plata posteriormente para 
demostrar una única banda (figura 10). También se llevaron a cabo análisis de transferencia de Western. Las 
proteínas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno. Las 
membranas se bloquearon con BSA al 5 % en solución salina tamponada con Tris y después se incubaron con 20
anticuerpos primarios que reconocían anticuerpos de FLAG M2 (dilución 1:2000) (EGF-L) o tetra-his (1:2000) (todas 
las demás proteínas). La transferencia se incubó después con anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa 
alcalina y las bandas proteicas se visualizaron usando sustrato estabilizado con Western Blue por lo que los genes 
muestran una única banda específica reconocida por cada anticuerpo al Pm esperado (no mostrado).

25
Ejemplo 3 - Modelos animales

Artritis inducida por zimosano

Se indujo artritis inducida por zimosano (ZIA) en ratones deficientes en tenascina C y de tipo silvestre por inyección 30
de zimosano (Saccharomyces cerevisiae), como se describe en Keystone (1977). Se preparó zimosano disolviendo 
15 mg de zimosano en 1 ml de PBS estéril. La solución se hirvió dos veces y se sonicó. Los ratones se anestesiaron 
por inyección intraperitoneal de 150 l de Hypnorm diluido 1:10 en agua estéril, después se les inyectó zimosano (10 
l) en la almohadilla plantar derecha (d=0). 

35
Los ratones de control recibieron una inyección de 10 l de PBS solamente o no se les inyectó. Para evaluación 
macroscópica de artritis, se midió el grosor de cada pata trasera diariamente con microcalibradores (Kroeplin, 
Schluchlem, Alemania) y el diámetro se expresó como una media para cada pata trasera inflamada por ratón. 

Después de completar el experimento (día=4), se sacrificó a los ratones y se fijaron las patas traseras en formalina 40
tamponada al 10 % (v/v), se descalcificaron con EDTA 10 % y se procesaron con parafina.

Artritis inducida por antígeno

Se indujo artritis inducida por antígeno (AIA) en ratones deficientes en tenascina C y de tipo silvestre como se ha 45
descrito previamente por Brackertz (1977). Brevemente, el día 0 los ratones se anestesiaron por inyección 
intraperitoneal de 150 l de Hypnorm diluido 1:10 en agua estéril, después se inmunizaron con 200 g de BSA 
metilado. Se emulsionó mBSA en 0,2 ml de adyuvante completo de Freund y se inyectó por vía intradérmica en la 
base de la cola.

50
El día 7, se indujo artritis por inyección intraarticular de mBSA (100 g en 10 l de PBS estéril) en la articulación de 
la rodilla derecha usando una microcánula de calibre 33 estéril. Los ratones de control recibieron una inyección de 
10 l de PBS solamente o no se les inyectó.

El día 14 se sacrificó a los ratones, se escindieron las articulaciones de la rodilla y se fijaron en formalina tamponada 55
al 10 % (volumen/volumen) se descalcificaron, con EDTA 10 % y se procesaron con parafina.

Inyección de FBG

Se anestesió a los ratones de tipo silvestre por inyección intraperitoneal de 150 l de Hypnorm diluido 1:10 en agua 60
estéril y después se les inyectaron 100 ng, 1 o 3 g de FBG en 10 l de PBS estéril en la articulación de la rodilla 
derecha usando una microcánula de calibre 33 estéril. Los ratones de control recibieron una inyección de 10 l de 
PBS solamente o no se les inyectó.
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Los días 3 y 7, se sacrificó a los ratones, se escindieron las articulaciones de la rodilla y se fijaron en formalina 
tamponada al 10 % (volumen/volumen), se descalcificaron, con EDTA 10 % y se procesaron con parafina.

Histología de las articulaciones de la rodilla
5

Se cortaron secciones de tejido coronal (4 m) a 7 profundidades en toda la articulación; a 80 m de distancia y se 
tiñeron con hematoxilina y eosina o Safranina-O para evaluar la patología de la articulación. Se puntuaron cambios 
histopatológicos usando los siguientes parámetros como se describe en Van Lent (2006). 

La inflamación (el flujo de entrada de células inflamatorias al sinovio (infiltrado) y la cavidad de la articulación 10
(exudados)), se clasificó usando una escala arbitraria de 0 (sin inflamación) a 3 (inflamación grave). La muerte de 
condrocitos se determinó como el porcentaje de área de cartílago que contenía lagunas vacías en relación con el 
área total. La erosión o superficie de cartílago se determinó como la cantidad de cartílago perdido en relación con el 
área de cartílago total. Se determinó la destrucción de hueso en 10 áreas diferentes de la sección de la articulación 
de la rodilla total. La destrucción se clasificó en una escala de 0 (sin daños) a 3 (pérdida completa de la estructura 15
ósea). Se realizó un análisis histológico por un investigador ciego a los grupos experimentales. La puntuación media 
para cada animal en un grupo experimental se calculó promediando las puntuaciones histopatológicas en al menos 5 
profundidades de sección por articulación. 

Resultados20

La inflamación de la articulación inducida por zimosano no se mantiene en ratones deficientes en tenascina C

Se usó inyección de zimosano en la almohadilla plantar para inducir sinovitis aguda en ratones. Los ratones de tipo 
silvestre mostraron rápida hinchazón de la pata alcanzado un diámetro de pata máximo a las 24 horas (2,56 mm, un 25
aumento del 62 % del diámetro de partida de la pata). Este se mantuvo durante 24 horas más. Después de 2 días el 
diámetro de la pata se redujo pero las patas permanecieron hinchadas hasta los 4 días (2,08 mm, un aumento del 32 
%) (figura 1a). Los ratones deficientes en tenascina C mostraron un grado similar de hinchazón de las patas a los 
ratones de tipo silvestre 24 horas después de la inyección (2,41 mm, un aumento del 57 % del diámetro de partida 
de la pata). Sin embargo, la hinchazón en los ratones sin tenascina C disminuyó más rápidamente que en los 30
ratones de tipo silvestre; el diámetro de la pata se redujo significativamente a los 2 días y se había reducido a 1,7 
mm (un aumento de solamente el 11 %) a los 4 días (figura 1a). El día 4 después de la inyección las patas de los 
ratones de tipo silvestre aún estaban visiblemente hinchadas y rojas, mientras que las patas de ratones sin 
tenascina C no estaban visiblemente hinchadas ni rojas y se asemejaban a patas no inyectadas (Figura 9).

35
Esta diferencia se reflejó histológicamente a los 4 días. Los sinovios de ratones de tipo silvestre estaban inflamados 
significativamente y mostraron infiltración celular y se observó pérdida de proteoglucanos del cartílago (figura 1b, c). 
Por el contrario, el sinovio de ratones deficientes en tenascina C no mostró sinovitis, infiltrado celular o pérdida de 
proteoglucanos del cartílago (figura 1d, e) y se asemejó a las articulaciones de ratones con inyección de simulación 
o sin inyección (no mostrados). La cuantificación de la inflamación de la articulación reveló que aunque había poco 40
exudado (masa celular en la cavidad de la articulación) en ratones de tipo silvestre o sin tenascina C, los niveles de 
infiltrado (masa celular en la capa sinovial) se redujeron significativamente en ratones sin tenascina C (figura 1f). No 
se produjo erosión de cartílago o hueso en ratones de ninguno de los genotipos (no mostrado), sin embargo se 
produjo un bajo nivel de muerte de condrocitos en ratones de tipo silvestre, que no se observó en ratones sin 
tenascina C (figura 1g). Por lo tanto la expresión de tenascina C parece promover el mantenimiento de la inflamación 45
aguda.

Los ratones sin tenascina C están protegidos de inflamación persistente y daño estructural durante la artritis inducida 
por antígenos

50
Para determinar si la tenascina C también contribuye a enfermedad inflamatoria de las articulaciones más 
destructiva, se indujo artritis erosiva por inyección intraarticular de mBSA en la articulación de la rodilla después de 
inmunización con mBSA. Este modelo implica respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales e induce 
cambios patológicos similares a AR humana (Brackertz (1977)). La inyección de mBSA indujo una respuesta 
inflamatoria similar en ratones tanto sin tenascina C como de tipo silvestre. La infiltración celular y engrosamiento 55
sinovial resulta evidente a las 24 horas en ratones de ambos genotipos (figura 2c-f, h, i) en comparación con ratones 
con inyección de simulación (figura 2a, b, g) o no inyectados (no mostrados).

Sin embargo, esto no persiste en ratones sin tenascina C como lo hace en los ratones de tipo silvestre. A los 3 días 
después de la inyección los ratones de tipo silvestre muestran inflamación aumentada del menisco y la cápsula, 60
hiperplasia sinovial, células y depósitos de fibrina en el espacio de la articulación, formación de pannus y pérdida de 
proteoglucanos de cartílago localizado (figura 3a, b, f). Por el contrario, a los 3 días en ratones sin tenascina C la 
inflamación se limita a la cápsula, la inflamación sinovial ha disminuido y no hay agregados de fibrina/células
presentes en el espacio de la articulación, no hay formación de pannus y no hay pérdida de proteoglucanos del 
cartílago (figura 3c, d, e).65
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A los 7 días los ratones de tipo silvestre mostraron infiltración celular inflamatoria persistente y exudado del espacio 
de la articulación, sinovitis extensiva y formación de pannus y destrucción de cartílago articular y erosión del hueso
(figura 4a, b). Las rodillas a las que se inyectó simulación y rodillas de ratones que no se habían sometido a 
inyección estaban sanas y no mostraron inflamación o destrucción de la articulación (no mostrado). Los ratones 
deficientes en tenascina C también tenían articulaciones sanas que mostraron solamente infiltración celular 5
inflamatoria leve, sin exudado del espacio de la articulación, sinovitis, formación de pannus, destrucción de cartílago 
articular o erosión del hueso (figura 4c, d). Las articulaciones de ratones deficientes para tenascina C que se habían 
injectado con simulación y/o que no se habían sometido a inyección también estaban sanas (no mostrado).

Estos datos histológicos se reflejan en la puntuación de la enfermedad de las articulaciones como se describe en los 10
materiales y métodos. Los niveles de infiltrado celular y exudado observado tanto en ratones de tipo silvestre como 
en ratones sin tenascina C 24 horas después de la inyección no fueron significativamente diferentes. Sin embargo, 
aunque la masa celular continúa aumentando en ratones de tipo silvestre a lo largo del tiempo, esta respuesta se 
atenuó en ratones sin tenascina C y los números de células en la articulación se redujeron a lo largo del tiempo 
(figura 4e). Aparecieron niveles crecientemente altos de muerte de condrocitos en el cartílago de ratones de tipo 15
silvestre a lo largo del tiempo, pero no se observó enfermedad significativa en ratones sin tenascina C (figura 4f). No 
resultó evidente erosión superficial de cartílagos ni erosión del hueso en ratones de tipo silvestre a las 24 horas o 3 
días (no mostrado) pero se había producido destrucción tisular significativa a los 7 días. Por el contrario los ratones 
sin tenascina C no mostraron ninguna destrucción tisular a las 24 horas, 3 días (no mostrado) o 7 días (figura 4f). 
Estos datos indican que aunque el inicio de la inflamación de la articulación (flujo de entrada de células en el sinovio 20
y el espacio de la articulación) no se ve afectado en ratones sin tenascina C, a diferencia de ratones de tipo silvestre 
la enfermedad no progresa hasta la destrucción tisular y muerte celular. Estos resultados demuestran que se 
requiere expresión de tenascina C para inflamación sinovial persistente y destrucción de las articulaciones en este 
modelo.

25
Ejemplo 4 - cultivo celular

Muestras de ensayo de pacientes-

Se aislaron monocitos humanos de sangre periférica (London Blood Bank) y se derivaron macrófagos de monocitos 30
después de la diferenciación durante 4 días con 100 ng/ml de M-CSF como se ha descrito previamente (Foxwell 
(1998)). 

Se aislaron células de membrana con AR (que representaban una población mixta de todos los tipos celulares 
sinoviales) de membranas sinoviales obtenidas de pacientes que se sometieron a cirugía de reemplazo de 35
articulación como se ha descrito previamente (Brennan (1989)). Se aislaron fibroblastos sinoviales con AR de la 
población mixta de células de membranas con AR como se ha descrito previamente (Brennan (1989)). El estudio se 
aprobó por el comité de ética de la fundación local (Riverside NHS Research Committee) y se obtuvo tejido residual 
(sinovio después de cirugía de reemplazo de articulación) solamente después de recibir consentimiento informado 
firmado del paciente y anonimizar el tejido para proteger la identidad del paciente.40

Inmediatamente después del aislamiento, se cultivaron células de membrana con AR y macrófagos a 1 x 10
5

células/pocillo en RPMI 1640 que contenía FBS 10 % (v/v) y penicilina/estreptomicina 100 U/ml (Unidades/ml) en 
placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 horas antes de la estimulación. Se cultivaron fibroblastos 
sinoviales (usados solamente en el número de pase 2 o 3) a 1 x 104 células/pocillo en DMEM que contenía FBS 10 45
% (v/v) y penicilina/estreptomicina 100 U/ml en placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 horas antes de la 
estimulación.

Fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) y macrófagos derivados de médula ósea (BMDM)
50

Los MEF expresan altos niveles de ARNm de los 9 TLR murinos y son específicamente y altamente sensibles a 
activación de ligando de TLR. Los MEF de ratones con deleciones dirigidas de TLR2, TLR4 y MyD88 demuestran 
defectos profundos en su respuesta de IL-6 a ligandos específicos (Kurt-Jones (2004)). Se aislaron MEF de 
embriones de d13 recogidos de ratones de la misma edad, hembras embarazadas, de tipo silvestre, TLR2, TLR4 y 
nulos (como se describe en Todaro (1963)). Se cultivaron fibroblastos a 2 x 104 células/pocillo en DMEM que 55
contenía FBS 10 % (v/v) y penicilina/estreptomicina 100 U/ml en placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 
horas antes de la estimulación.

Se derivaron BMDM aspirando los fémures de ratones de tipo silvestre hembra de la misma edad, sin TLR2 y TLR4 
como se describe en Butler (1999)) y cultivando las células durante 7 días en DMEM, FBS 20 % (v/v), solución 60
antibiótica-antimicótica PSA 10 ml/l (v/v), -Mercaptoetanol 50 M y M-CSF 10 ng/ml. Los macrófagos se cultivaron 
después a 1 x 105 células/pocillo en DMEM, FBS 20 % (v/v), solución antibiótica-antimicótica PSA 10 ml/l (v/v), -
Mercaptoetanol 50 M en placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 horas antes de la estimulación.
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Líneas celulares HEK293

Se cultivaron líneas celulares HEK293 que expresaban TLR2 y TLR4/CD14/MD-2 a 1 x 104 células/pocillo en DMEM 
que contenía FBS 10 % (v/v) y blasticidina 10 g/ml en placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 horas antes 
de la estimulación.5

Estimulación celular y evaluación de la síntesis de citocinas

Las células se incubaron durante 24 horas a 37 ºC con las dosis indicadas de tenascina C y fragmentos de tenascina 
C recombinante (1,0 M - 1,0 nM). Las células también se estimularon cuando se indicó con LPS (1 ng/ml para 10
macrófagos humanos, 10 ng/ml para fibroblastos humanos, células de membrana con AR y HEK, 100 ng/ml para 
MEFS y BMDM y 10 ng/ml para HEKS), PAM3 (10 ng/ml para macrófagos humanos, fibroblastos humanos y HEK, 
100 ng/ml para MEF y BMDM), IL-1 murino (5 ng/ml para MEFS) y TNF- murino (100 ng/ml para MEFS). A no ser 
que se indique específicamente de otro modo se usó LPS rugoso para estudios in vitro.

15
Para experimentos de transferencia génica adenoviral, se incubaron fibroblastos sinoviales con AR humana con 
vectores adenovirales a una multiplicidad de infección de 100, se lavaron después de 2 horas, se cultivaron en 
medio completo durante 24 horas, después se estimularon durante 24 horas, después de lo cual se recogieron los 
sobrenadantes.

20
Cuando se indica, las células se preincubaron con anticuerpo anti CD14 10 g/ml, antagonista del receptor de IL1 10 
g/ml, anticuerpo anti TLR2 10 g/ml, anticuerpo anti TLR4 25 g/ml, anticuerpo de control de isotipo 10 o 25 g/ml, 
polimixina B 25 g/ml o msbB LPS 1 g/ml, durante 30 minutos a 37 ºC antes de la estimulación. Donde se indique,
se hirvieron tenascina C recombinante y FBG, y LPS durante 15 minutos antes de la adición a las células.

25
En todos los casos, la viabilidad de las células no se vio afectada significativamente durante el periodo de tiempo 
experimental cuando se examinó por el ensayo de viabilidad celular de MTT (Sigma, Poole, Reino Unido).

Los sobrenadantes se examinaron posteriormente con respecto a la presencia de las citocinas TNF-, IL-6 e IL-8 por 
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La absorbancia 30
se leyó en un lector de placas de ELISA espectrofotométrico (Labsystems Multiscan Biochromic, Vantaa, Finlandia) y 
se analizó usando el programa de software Ascent (Thermo Labsystems, Altrincham, Reino Unido).

Resultados
35

La tenascina C induce síntesis de TNF-, IL-6 e IL-8 en fibroblastos sinoviales con AR humanos primarios y 
macrófagos

Los inventores investigaron a continuación si la tenascina C podría activar la respuesta inmunitaria innata. Se usó 
tenascina C para estimular macrófagos humanos primarios y fibroblastos sinoviales con AR y la producción de las 40
citocinas proinflamatorias TNF-, IL-6 e IL-8 examinadas. El componente de la pared celular bacteriana LPS se usó 
como un control positivo. La tenascina C indujo un perfil de citocinas específico de tipo celular que fue 
significativamente diferente de LPS. Estimuló de forma dependiente de la dosis la producción de TNF -, IL-6 e IL-8 
en macrófagos humanos (figura 5a). Sin embargo, la tenascina C solamente indujo síntesis de IL-6 en fibroblastos 
sinoviales, mientras que LPS indujo tanto IL-6 como IL-8 (figura 5b). Ni LPS ni tenascina C indujeron síntesis de 45
TNF- en fibroblastos (datos no mostrados). La estimulación con tenascina C de IL-6 (Figura 5c), IL-8 y TNF- por 
macrófagos humanos e IL-6 por fibroblastos sinoviales (no mostrado) fue sensible al calor y no fue afectada por el 
inhibidor de LPS, polimixina B. Juntos estos resultados proporcionan fuertes pruebas de que la inducción de 
citocinas por tenascina C no se debe a la contaminación con LPS.

50
El glóbulo de tipo fibrinógeno (FBG) media en la activación por tenascina C de células.

La tenascina C es una molécula hexamérica grande, de la que cada dominio se une a diferentes receptores de 
superficie celular (revisado en Orend (2005)). Entender el mecanismo de acción de la tenascina C requerirá la 
identificación de qué dominio o dominios son críticos para promover la producción de citocinas. Los inventores 55
sintetizaron proteínas recombinantes que comprendían diferentes dominios de la molécula (figura 10). Cada dominio 
se realizó en E. coli, se purificó (figura 11) y se descubrió que contenía < 10 pg/ml de LPS sometiendo la proteína 
pura al ensayo de lisado de Limulus amaebocyte. Solamente un dominio de tenascina C estaba activo. El glóbulo de 
tipo fibrinógeno (FBG) estimuló la síntesis de TNF- en macrófagos humanos (Figura 6a), síntesis de IL-6 e IL-8 en 
macrófagos humanos (no mostrado) e IL-6 en fibroblastos sinoviales con AR (no mostrado) en un grado igual a 60
tenascina C de longitud completa. Como tenascina C de longitud completa, FBG no indujo síntesis de IL-8 en 
fibroblastos sinoviales con AR donde LPS sí (datos no mostrados). La síntesis de citocinas inducida por FBG 
también fue sensible al calor y no se vio afectada por polimixina B (datos no mostrados).
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El dominio de FBG de tenascina C induce la producción de citocinas en el sinovio con AR humano e inflamación de 
las articulaciones en ratones.

Los inventores investigaron si FBG podría promover la expresión de citocinas inflamatorias en membranas sinoviales 
de pacientes con AR. Este modelo tisular de AR (que comprendía una población mixta de todos los tipos celulares 5
sinoviales) produce espontáneamente niveles altos de IL-6, IL-8 y TNF- (Brennan (1989)) (figura 6b). FBG potenció 
adicionalmente la síntesis de todas estas citocinas (figura 6b). Para determinar si FBG podría inducir la inflamación 
in vivo, se inyectó a ratones de tipo silvestre por vía intraarticular FBG. Los inventores observaron una estimulación 
transitoria y dependiente de dosis de la inflamación de la articulación. No se produjo inflamación o pérdida de 
proteoglucanos en ratones no inyectados o en ratones a los que se inyectó PBS (figura 6c-e) o 100 ng de FBG 10
(datos no mostrados). En ratones a los que se inyectó 1 g de infiltración celular inflamatoria de FBG (figura 6f), se 
observó sinovitis leve, formación de pannus (figura 6g) y pérdida de proteoglucanos (figura 6h). Se vio una respuesta 
similar en ratones a los que se inyectaron 3 g de FBG (datos no mostrados). Tras la cuantificación histológica, se 
observaron altos niveles de infiltrado celular y exudado y muerte de condrocitos en ratones a los que se inyectó 
FBG, junto con una cantidad modesta de erosión de superficie de cartílago y daño óseo (figura 6i).15

La síntesis de citocinas mediada por FBG depende de Myd88

Se ha demostrado que muchos DAMP, incluyendo el fibrinógeno (Smiley (2001)), estimulan la respuesta inmunitaria 
innata mediante activación de TLR. Por lo tanto, los inventores investigaron si los TLR podrían también mediar en la 20
producción de citocinas inducida por tenascina C. El factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88) se requiere para la 
señalización por todos los TLR, excepto TLR3 (O’Neill (2008)). La infección de fibroblastos sinoviales con adenovirus 
que expresa MyD88 negativo dominante, pero no virus de control de GFP, anuló la inducción por FBG de IL-6 (figura 
7a). Estos datos sugieren que la inflamación inducida por FBG depende de MyD88 funcional. Este efecto de FBG no 
parece estar mediado por IL-1 ya que la adición del antagonista del receptor de IL-1 no inhibió la inducción de 25
citocinas (datos no mostrados). Para confirmar que la acción de FBG es dependiente de MyD88 los inventores 
demostraron que FBG no estimula la síntesis de citocinas en fibroblastos embrionarios aislados de ratones con 
deleciones dirigidas en el gen de MyD88. El ligando de TLR2 PAM3, ligando de TLR4 LPS e IL-1 señalizan todos 
mediante MyD88. La estimulación con estos también se anuló en MEF de ratones deficientes. Sin embargo, TNF-, 
que no señaliza mediante MyD88, no se vio afectado (figura 7b). La retransfección de MyD88 de tipo silvestre 30
restauró la sensibilidad de estas células a FBG, PAM3, LPS e IL-1 (datos no mostrados).

FBG señaliza mediante TLR4

Los TLR muestran especificidad por ligandos endógenos; las proteínas se reconocen por uno o ambos de TLR2 y 4 35
(revisado en O’Neill (2008)). Los anticuerpos neutralizadores para TLR4 inhibieron la síntesis de IL-6, IL-8 y TNF-
inducida tanto por FBG como por LPS en macrófagos humanos y la síntesis de IL-6 en fibroblastos sinoviales con 
AR pero no tuvieron ningún efecto en la función del ligando de TLR2, PAM3. Los anticuerpos para TLR2 inhibieron la 
síntesis de citocinas mediada por PAM3 pero no tuvieron ningún efecto en la síntesis de citocinas inducida por LPS 
o FBG. Los controles del mismo isotipo no tuvieron ningún efecto en la síntesis de citocinas inducida por ningún 40
ligando (se muestra la síntesis de TNF- por macrófagos humanos en la figura 8a). Para confirmar que la acción de 
FBG es dependiente de TLR4 los inventores demostraron que FBG no estimula la síntesis de citocinas en 
fibroblastos embrionarios o macrófagos aislados de ratones con deleciones dirigidas en el gen de TLR4. La síntesis 
de citocinas mediada por FBG no se vio afectada en fibroblastos embrionarios o macrófagos aislados de ratones con 
deleciones dirigidas en el gen de TLR2. Las células aisladas de ratones deficientes para TLR2 no fueron sensibles a 45
PAM3, pero fueron sensibles a LPS e IL-1. Las células aisladas de ratones deficientes en TLR4 no fueron sensibles 
a LPS pero respondieron a OAM3 e IL-1 (figura 8b, c). Además, se requería la expresión de TLR4 para la acción 
artritogénica de FBG in vivo; FBG fue capaz de inducir la inflamación de las articulaciones en ratones sin TLR2 pero 
no en ratones sin TLR4 (figura 12).

50
Requisitos de correceptor diferentes para FBG y LPS

La señalización de LPS mediante TLR4 está mediada por un complejo receptor que incluye la proteína soluble MD-2 
y superficie celular ligada a GPI o CD14 soluble (revisado en Fitzgerald (2004)). A continuación los inventores 
examinaron si se requieren CD14 y MD-2 para la activación por FBG de TLR4. Como control positivo los inventores 55
examinaron aquí la actividad de LPS glucosilado liso que requiere tanto MD-2 como CD14 (Jiang (2005)). La síntesis 
de IL-6, IL-8 y TNF- mediada por LPS por macrófagos humanos y la síntesis de IL-6 por fibroblastos sinoviales con 
AR se inhibió por anticuerpos anti CD14 y un LPS antagonista derivado de la E. coli mutante msbB que compite por 
la unión de LPS con MD-2 (Coats (2007)). Por el contrario, la síntesis de citocinas mediada tanto por PAM3, que no 
requiere estos correceptores para la activación de TLR2, como por FBG no se vio afectada por anticuerpos anti 60
CD14 o LPS mutante para msbB (la figura 8d muestra síntesis de TNF- por macrófagos humanos). Estos datos 
sugieren que ni CD14 ni MD-2 se requieren para la síntesis de citocinas mediada por FBG. Por lo tanto, aunque LPS 
y FBG señalizan ambos mediante activación de TLR4, pueden tener diferentes requisitos de correceptor.

65
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Ejemplo 5 - inhibición de la acción y síntesis de tenascina C en tejido humano

Este ejemplo estudia el efecto de (1) la prevención de la acción proinflamatoria de tenascina C y (2) la inhibición de 
la expresión de tenascina C en el sinovio con AR humano.

5
Métodos

Síntesis peptídica

Se sintetizaron nueve péptidos solapantes que comprendían el dominio FBG completo (tabla 2) por Biogenes, 10
Alemania. Los péptidos se escindieron a temperatura ambiente (mezcla de escisión: trifluoroacetato 90 %, tioanisol 5 
%, etanoditiol 3 %, anisol 2 %), se purificaron por cromatografía líquida de alto rendimiento de fase inversa y se 
caracterizaron por análisis de espectroscopia de masas MALDI TOF. La pureza de los péptidos fue > 85 % como se 
determinó por cromatografía líquida de alto rendimiento.

15
El equipo fue incapaz de sintetizar el péptido 7, supuestamente debido a la formación de estructura secundaria que 
evitaba la elongación de la cadena peptídica (como se ha indicado previamente (LaFleur (1997)).

Tabla 2. Péptidos solapantes que abarcan el dominio FBG completo de tenascina C humana
Nº de péptido Secuencia de aminoácidos

1 TIGLLYPFPKDCSQAMLNGDTTSGLYTIYL

2 YTIYLNGDKAEALEVFCDMTSDGGGWIVFL

3 WIVFLRRKNGRENFYQNWKAYAAGFGDRRE

4 GDRREEFWLGLDNLNKITAQGQYELRVD

5 ELRVDLRDHGETAFAVYDKFSVGDAKTRYK

6 KTRYKLKVEGYSGTAGDSMAYHNGRSFST

7 RSFSTFDKDTDSAITNCALSYKGAFWYRN

8 WYRNCHRVNLMGRYGDNNHSQGVNWFHWKG

9 FHWKGHEHSIQFAEMKLRPSNFRNLEGRRKRA

20
Muestras de ensayo de pacientes y cultivo celular

Se aislaron células de membrana con AR (que representan una población mixta de todos los tipos celulares 
sinoviales) de membranas sinoviales obtenidas de pacientes que se sometían a cirugía de reemplazo de la 
articulación (Brennan (1989)). El tejido de membrana sinovial se digirió en RPMI 1640 (GIBCO) que contenía suero 25
de ternero fetal al 5 % (FCS) (GIBCO), colagenasa de tipo IV 5 mg/ml (Sigma) y DNAsa tipo I 0,15 mg/ml (Sigma) y 
se incubó a 37 ºC durante 2 horas.

Después de la incubación el tejido se pipeteó a través de una malla de nylon a un vaso de precipitados estéril. Las 
células se lavaron después tres veces en medio completo (RPMI 1640 complementado con FCS 10 %). Se aislaron 30
fibroblastos sinoviales con AR de la población mixta de células de membrana con AR mediante selección en DMEM 
(Bio-Whittaker) complementado con FBS 10 %, glutamina 1 M, penicilina 100 U/ml y estreptomicina. Se aislaron 
monocitos humanos de sangre periférica (London Blood Bank) y se derivaron macrófagos de monocitos después de 
la diferenciación durante 4 días con 100 ng/ml de M-CSF.

35
El estudio se aprobó por el comité de ética de la fundación local, y se obtuvo tejido residual (sinovio después de 
cirugía de reemplazo de articulación) solamente después de recibir consentimiento informado firmado del paciente y 
anonimizar el tejido para proteger la identidad del paciente.

Estimulación celular y evaluación de la síntesis de citocinas40

Inmediatamente después del aislamiento, se cultivaron células de membrana con AR a 1 x 105 células/pocillo en 
RPMI 1640 que contenía FBS 10 % (v/v) y penicilina/estreptomicina 100 U/ml en placas de cultivo tisular de 96 
pocillos. Las células se incubaron durante 24 horas a 37 ºC sin adición, con tampón de control (PBS, BSA 1 %, NaN3

0,01 %) o con 25 M, 100 M o 250 M de cada péptido que abarcaba FBG.45

Se sembraron fibroblastos sinoviales (usados solamente en el número de pase 2 o 3) a una concentración de 5 x 104 

células en una placa de 3,5 cm. Se transfectó ARNip a una concentración final de 10 nM usando Lipofectamine 2000 
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(Invitrogen) durante 4 horas en OptiMEM I sin suero. Se usaron dos ARNip diferentes contra tenascina C humana 
(s7069 y s229491) (Applied Biosystems).

Las secuencias de ARNip de s7069 son: (sentido 5’ CGCGAGAACUUCUACCAAAtt 3’, antisentido 5’ 
UUUGGUAGAAGUUCUCGCGtc 3’) y de s229491 son (5’ GGAAUAUGAAUAAAGAAGAtt 3’, antisentido 5’ 5
UCUUCUUUAUUCAUAUUCCgg 3’). El ARNip contra luciferasa (Dharmacon) se transfectó como un control no 
dirigido.

Cuatro horas después de la transfección, el medio se cambió con medio de Eagle modificado por Dulbecco 
preequilibrado que contenía FBS 10 % (v/v) y las células se incubaron durante 48 y 72 horas adicionales. Las 10
células se estimularon después con LPS 10 ng/ml durante 24 horas a 37 ºC. Los niveles de ARNm y proteína de 
tenascina C se cuantificaron por PCR y transferencia de western respectivamente. El ARN total se extrajo de células 
usando un mini kit de Sangre de ARN QiaAmp (Qiagen, Alemania). Se sintetizó ADNc a partir de cantidades 
equivalentes de ARN total usando la Transcriptasa Inversa SuperScript® III (Invitrogen) y oligo dT de 18 unidades 
(Eurofins MWG Operon).15

Se analizó la expresión génica por métodos de ct delta-delta basados en PCR en tiempo real cuantitativa con el 
conjunto de cebadores TaqMan de tenascina C humana (Hs01115663-m1) y control endógeno de proteína 
ribosómica humana (RPLPO) (4310879E) (Applied Biosystems) en una máquina Corbett Rotor-gene 6000 (Corbett 
Research Ltd). Se detectó proteína tenascina C en sobrenadantes celulares y lisados celulares por SDS PAGE y 20
transferencia de western usando el anticuerpo MAB1908 (Millipore). 

Se cultivaron macrófagos a 1 x 105 células/pocillo en RPMI 1640 que contenía FBS 5 % (v/v) y 
penicilina/estreptomicina 100 U/ml en placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 24 horas antes de la 
estimulación. Las células se incubaron durante 24 horas a 37 ºC sin adición, con FNG 1,0 M, LPS 1 ng/ml o péptido 25
de FBG 1 o 20 M. Donde se indique, las células se preincubaron con péptidos de FBG 20 M durante 15 minutos. 

La viabilidad de las células no se vio afectada significativamente a lo largo el periodo de tiempo experimental cuando 
se examinaron por el ensayo de viabilidad celular de MTT (Sigma, Poole, Reino Unido). Los sobrenadantes se 
examinaron con respecto a la presencia de las citocinas TNF-, IL-6 e IL-8 por ensayo inmunoabsorbente ligado a 30
enzimas (ELISA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D systems). La absorbancia se leyó en un 
lector de placas de ELISA espectrofotométrico (Labsystems Multiscan Biochromic, Vantaa, Finlandia) y se analizó 
usando el programa de software Ascent (Thermo Labsystems, Altrincham, Reino Unido).

Métodos estadísticos35

Se calculó la media, DT y ETM usando GraphPad (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Resultados
40

Bloqueo de la síntesis de citocinas en cultivos de membrana con AR por péptidos de FBG específicos

El enfoque de la inhibición peptídica se ha usado exitosamente para determinar el sitio de unión de integrina v3 en 
el dominio FBG de tenascina C y para prevenir la adhesión celular en respuesta a este dominio de tenascina C 
(Lafleur (1997) y Yokoyama (2000)).45

Los inventores sintetizaron una serie de 8 péptidos solapantes de aproximadamente 30 aminoácidos que abarcaban 
la secuencia completa de FBG (Tabla 2). Los péptidos se ensayaron con respecto a la capacidad para bloquear la 
síntesis de citocinas espontánea en cultivos de membrana sinovial con AR. La síntesis de TNF e IL8 se inhibió por 
los péptidos 3 y 8, pero no por ningún otro péptido (TNF mostrado en la figura 15). Los péptidos 3 y 8 inhibieron de 50
forma dependiente de dosis la síntesis de citocinas consiguiendo las mayores concentraciones 95 % y 56 % de 
inhibición respectivamente (figura 16). Aunque el péptido 5 no tuvo ningún efecto en la síntesis de TNF, bloqueó de 
forma dependiente de la dosis la síntesis de IL8 en células de membrana con AR con una inhibición máxima del 81 
% (figura 16).

55
Para mapear el dominio activo dentro de FBG responsable de inducir la producción de citocinas los inventores 
estimularon macrófagos humanos primarios con cada péptido de FBG. Los péptidos 1, 5 y 6 indujeron todos la 
síntesis de citocinas de una manera dependiente de dosis (figura 17).

Para determinar si cualquier péptido podría bloquear la síntesis de citocinas inducida por FBG en macrófagos 60
humanos, las células se preincubaron con cada péptido de FBG antes de la estimulación con FBG o LPS completo. 
El péptido 5 bloqueó específicamente la síntesis de citocinas mediada por FBG, mientras que el péptido 8 bloqueó la 
síntesis de citocinas en respuesta tanto a LPS como a FBG (figura 18).

El péptido 8 bloquea por lo tanto de forma no específica la producción de citocinas inducida por cualquier estímulo. 65
Este dominio es el dominio de unión a integrina de FBG que media en la adhesión celular y por lo tanto puede actuar 
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para evitar la unión de células con placas de cultivo tisular. El péptido 5 bloquea específicamente la síntesis de 
citocinas inducida por FBG lo que sugiere que la dirección de este dominio puede ser útil en la prevención de la 
inflamación inducida por tenascina C.

El silenciamiento de la expresión génica de tenascina C inhibe la síntesis de citocinas en fibroblastos 5
sinoviales con AR

La examinación del efecto de la inhibición de la expresión de tenascina C en el sinovio con AR humano ha 
identificado fibroblastos sinoviales como la principal fuente de tenascina C en AR (figura 1 C) (en Goh 2010).

10
La anulación mediada por ARNip de la expresión de tenascina C en estas células se ha mostrado con un máximo de 
eficacia entre el 94-96 % (figura 19). En células transfectadas con ARNip de tenascina C, tanto el nivel basal de 
síntesis de citocinas como la producción de citocinas inducida por LPS se inhibieron en el 38 % y 44 % 
respectivamente en comparación con células de control (figura 19).

15
Estos datos revelan que el silenciamiento de tenascina C en fibroblastos sinoviales con AR reduce la síntesis de 
citocinas proinflamatorias y sugiere que la anulación de la expresión de tenascina C es una estrategia viable para 
inhibir la inflamación en el sinovio.

Este trabajo ha establecido que el bloqueo de la actividad de tenascina C (con péptidos) y la expresión de tenascina 20
C (con ARNip) reduce la síntesis de citocinas inflamatorias en sinovios con AR humanos. Estos datos muestran que 
el bloqueo de tenascina C es potencialmente clínicamente beneficioso en el tratamiento de AR y otras enfermedades 
inflamatorias.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente para la modulación de una respuesta inflamatoria crónica en la que el agente modula la actividad 
biológica de tenascina C, en la que el agente es un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo que 
tiene especificidad por el dominio FBG de tenascina C.5

2. Un agente de acuerdo con la reivindicación 1 en donde el agente modula la actividad biológica de tenascina C 
alterando las propiedades de unión de tenascina C.

3. Un agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2 siendo el agente un inhibidor de las propiedades 10
de unión de tenascina C, o siendo el agente un inhibidor de la unión competitiva de tenascina C.

4. Un agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde el anticuerpo o el fragmento de unión a 
antígeno del mismo se selecciona del grupo que consiste en fragmentos Fv, fragmentos scFv, Fab, dominios 
variables individuales y anticuerpos de dominio, y en donde el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del 15
mismo están opcionalmente humanizados.

5. Un agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en donde la respuesta inflamatoria crónica está 
asociada a una afección caracterizada por inflamación inapropiada, por ejemplo en donde la respuesta inflamatoria 
crónica está asociada a artritis reumatoide (AR), afecciones autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias del 20
intestino, heridas que no se curan, esclerosis múltiple, cáncer, aterosclerosis, enfermedad de Sjogren, diabetes, 
lupus eritematoso (incluyendo lupus eritematoso sistémico), asma, enfermedades fibróticas (incluyendo cirrosis 
hepática), fibrosis pulmonar, daño por UV y psoriasis.

6. Una composición que comprende un agente como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un 25
vehículo, un excipiente y/o un diluyente farmacéuticamente aceptables y opcionalmente que comprende además al 
menos otro agente.

7. Una composición de acuerdo con la reivindicación 6, en la que el al menos otro agente es un agente 
antiinflamatorio (por ejemplo antiinflamatorios no esteroideos (AINE), corticosteroides, fármacos antirreumáticos 30
modificadores de enfermedad (DMARD) o inmunosupresores, una estatina, un agente biológico (productos 
biológicos), un agente inmunosupresor, un salicilato y/o un agente microbicida.

8. Un agente o una composición como se definen en las reivindicaciones 1-7 para uso en el tratamiento de una 
afección inflamatoria crónica, en donde la respuesta inflamatoria crónica se asocia a artritis reumatoide (AR), 35
enfermedades inflamatorias del intestino, aterosclerosis y/o psoriasis.

9. Uso de un agente o de una composición como se definen en las reivindicaciones 1-7 en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento de una afección inflamatoria crónica, en donde la respuesta inflamatoria crónica 
está asociada a artritis reumatoide (AR), enfermedades inflamatorias del intestino, aterosclerosis y/o psoriasis.40

10. Un kit de partes que comprende:

(i) un agente o una composición como se definen en las reivindicaciones 1-7
(ii) medios de administración45
(iii) instrucciones para su uso 
y que comprende opcionalmente además
(iv) al menos otro agente.
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