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DESCRIPCION

Formulacion nutricional que comprende un hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca y/o péptidos
derivados del mismo para la induccion de tolerancia.

La presente invencion se refiere en una realizacién a una formulacién nutricional o complemento que comprende un
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados y/o una fraccion que contiene
péptidos del hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados y/o uno o mas péptidos
que contienen epitopos de células T aislados del hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente
hidrolizados para su uso en la induccion de tolerancia a la leche de vaca, a una proteina contenida en la leche de
vaca o a un alérgeno contenido en la leche de vaca en un sujeto humano, en el que dichos péptidos contenidos en el
hidrolizado o la fraccién de hidrolizado comprenden péptidos que contienen epitopos de células T o en el que dicho
uno o mas péptidos son péptidos que contienen epitopos de células T, en el que dichos péptidos que contienen
epitopos de células T pueden dirigir la reaccion inmunitaria tras la ingesta de la formulaciéon nutricional hacia la
tolerancia y en el que el hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados comprende
menos del 1% de péptidos con un tamafio mayor de 1,5 kD.

La alergia a la leche de vaca es una de las alergias alimentarias mas comunes en nifios pequefios, experimentando
aproximadamente del 2% al 2,5% de los lactantes reacciones alérgicas a la leche. La mayoria de los nifios superan
su alergia a la leche de vaca antes de los 3 afios de edad, pero el 15% de estos lactantes conservara su sensibilidad
a la leche de vaca hasta su segunda década de vida. Por tanto, los sujetos que tienen una alergia a la leche de vaca
estan presentes en todos los grupos de edad. Las enfermedades alérgicas como la alergia a la leche son trastornos
inmunolégicos que provienen de la activacion de un subconjunto de células T que secretan factores alérgicos,
inflamatorios que incluyen IL-4, IL-5 y/o IL-13 (Schmidt-Weber et al., Allergy 2002, vol. 57, pags. 762-768). Este
subconjunto de células T controla la conmutacion isotipica de las células B especificas de antigeno a IgE y por tanto
desempefia un papel clave en el inicio de los sintomas alérgicos, asi como en la induccion de la tolerancia (Kondo et
al., Pediatr Allergy Immunol. 2008, vol. 19, pags. 592-598). Por tanto, la regulacion de las células T especificas de
alérgeno es una estrategia prometedora para controlar las enfermedades alérgicas.

Con el fin de evitar reacciones alérgicas tras la exposicion a la leche de vaca en un sujeto alérgico a la leche de
vaca, y en particular en lactantes que tienen alergia a la leche de vaca, actualmente se usan sobre todo férmulas
sustitutivas de la leche que remplazan la nutricion a base de leche de vaca. Estas formulaciones proporcionan
adicionalmente al sujeto una fuente completa de nutriciéon. Los sustitutivos de la leche incluyen aminoacidos libres
(tales como Nutramigen™ AA, Neocate), formulas a base de soja (tal como Pregomin) o férmulas hipoalergénicas a
base de proteinas parcial o intensamente hidrolizadas (tales como Nutramigen™, Alimentum y Pregestemil). La
patente estadounidense n.° 6.077.558 describe un sistema emulsionante para composiciones dietéticas elementales
que comprende una fuente de proteina que puede ser una proteina intensamente hidrolizada, aminoacidos libres,
péptidos de cadena corta, o una mezcla de los mismos. El documento WO 2008/056983 se refiere a complementos
alimenticios y dietéticos probidticos para lactantes y nifios que contribuyen a la resistencia general contra patégenos
y a la incidencia de enfermedades respiratorias en nifios. Los complementos pueden incluir un hidrolizado de
caseina, tal como, por ejemplo, un hidrolizado de caseina intensamente hidrolizada bajo en grasas no alergénico.
Ruiter, B. et al., Characterization of a T cell epitopes in as1-casein in cow’s milk allergic, atopic and non-atopic
children, Clinical and Experimental Allergy, 36, 303-310 (2006) se refiere a la identificacion de epitopos de células T
que pueden ser dianas Uutiles en el desarrollo de inmunoterapia con péptidos. Lake, Alan M., Food-Induced
Eosinophilic Proctocolitis, Journal of Pediatric Gastroenterology & Nutrition, volumen 30, nimero 1, pags. S58-S60,
enero (2000) describe que una formulacion a base de caseina intensamente hidrolizada puede administrarse a
lactantes con proctocolitis eosinofilica con el fin de eliminar proteinas agresivas de la dieta. Si sujetos alérgicos no
responden a las féormulas de hidrolizado de proteina, las férmulas a base de aminoacidos no derivados de la leche
son adecuadas para el tratamiento de alergia a la leche tanto leve-moderada como severa. Las férmulas a base de
la soja tienen un riesgo de sensibilidad alérgica, porque algunos sujetos que son alérgicos a la leche también
pueden ser alérgicos a la soja. Las férmulas de hidrolizado parcial estan caracterizadas por una mayor proporcion de
cadenas de aminoacidos largas (péptidos) en comparacion con los hidrolizados intensos y se consideran mas
sabrosas. Habitualmente estan destinadas a uso profilactico y generalmente no se consideran adecuadas para el
tratamiento de alergia/intolerancia a la leche. Las proteinas intensamente hidrolizadas, por otra parte, comprenden
principalmente aminoacidos libres y péptidos cortos. La caseina y el suero de la leche son las fuentes de proteina
usadas con mayor frecuencia para los hidrolizados debido a su alta calidad nutricional y su composicién de
aminoacidos.

Por tanto, la mayoria de las formulas sustitutivas de la leche de vaca actualmente en el mercado son a base de
leche de vaca que se ha hidrolizado hasta diversos grados y/o de formulaciones de aminoacidos. Estas formulas de
leche de vaca se usan para remplazar la leche de vaca y de ese modo reducir las reacciones alérgicas en sujetos
alérgicos a la leche de vaca. Ademas, las formulas de leche de vaca pueden prevenir potencialmente el desarrollo
de alergia a la lecha de vaca en un sujeto que corre el riesgo de desarrollar una alergia a la leche. Sin embargo, se
ha observado que incluso los productos intensamente hidrolizados han provocado ocasionalmente reacciones
alérgicas ilicitas en lactantes sensibilizados (Rosendal et al. Journal of Dairy Science 2000, vol. 83, n.° 10, pags.
2200-2210).
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Por tanto, el tratamiento actual para las alergias a la leche es evitar totalmente la leche de vaca en los alimentos. Por
consiguiente, una sustancia que pudiera dirigir la reaccion inmunitaria tras la ingesta de la sustancia hacia la
tolerancia a la leche de vaca o alimentos que comprenden leche de vaca aumentaria drasticamente la calidad de
vida de un sujeto que tiene alergia a la leche de vaca o que corre el riesgo de desarrollar una alergia a la leche de
vaca. Esta necesidad se aborda mediante la presente invencion.

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones. Por consiguiente, la presente invencion se refiere en
una realizacion a una formulacion nutricional o complemento que comprende un hidrolizado que contiene péptidos
de leche de vaca intensamente hidrolizados y/o una fraccidon que contiene péptidos del hidrolizado que contiene
péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados y/o uno o mas péptidos que contienen epitopos de células T
aislados del hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados para su uso en la
induccion de tolerancia a la leche de vaca, a una proteina contenida en la leche de vaca o a un alérgeno contenido
en la leche de vaca en un sujeto humano, en el que dichos péptidos contenidos en el hidrolizado o la fraccion de
hidrolizado comprenden péptidos que contienen epitopos de células T o en el que dicho uno o mas péptidos son
péptidos que contienen epitopos de células T, en el que dichos péptidos que contienen epitopos de células T
pueden dirigir la reaccion inmunitaria tras la ingesta de la formulacion nutricional hacia la tolerancia y en el que el
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados comprende menos del 1% de
péptidos con un tamafio mayor de 1,5 kD.

El término “formulacion nutricional” tal como se usa en el presente documento describe una formulacién sélida o
liquida que puede por tanto comerse o beberse por un sujeto humano para su nutricion. La formulacion nutricional
de la invencion tiene preferiblemente un valor nutricional de al menos 1, mas preferible de al menos 10 e incluso
mas preferible de 50 kcal (kilocalorias)/100 ml para formulaciones liquidas y preferiblemente de al menos 1, mas
preferible al menos 10, incluso mas preferible al menos 50, tal como al menos 100, y lo mas preferible al menos
300 kcal/100 g para formulaciones de alimento deshidratado. En una realizacién preferida de la invencion, la
formulacién nutricional de la invenciéon tiene un valor nutricional de al menos 50-200 kcal/100 ml para las
formulaciones liquidas y al menos 300-600 kcal/100 g para las formulaciones de alimento deshidratado. Una
formulacién nutricional se distingue de una vacuna. A diferencia de una vacuna, una formulaciéon nutricional no
comprende ninguno de adyuvantes (a menos que sea como contaminantes), compuestos virales activados o
inactivados (a menos que sea como contaminantes), compuestos bacterianos activados o inactivados (a menos que
sea como contaminantes) ni compuestos patdgenos (a menos que sea como contaminantes).

El término “complemento” tal como se usa en el presente documento se refiere a un complemento nutricional que es
una fuente concentrada de nutriente o alternativamente otras sustancias con efectos nutricionales o fisiolégicos cuyo
propdsito es complementar la dieta normal.

Ademas de los componentes mencionados anteriormente pueden seleccionarse componentes adicionales de
lipidos, minerales, hidratos de carbono, aminoacidos, quelatos de aminoacidos, nutrientes anabdlicos, vitaminas,
antioxidantes, cepas bacterianas probidticas y agentes lipotrépicos con el fin de proporcionar una energia sostenida
optica y una formulacion nutricional anabdlica. La formulacién nutricional puede ser un complemento nutricional o
puede proporcionar una nutricién completa. Preferiblemente la formulacién nutricional se encuentra en forma de un
concentrado de alimento deshidratado. La formulacién nutricional de la invencion proporciona a un sujeto humano
con preferencia creciente al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 25%, al menos un 50%, al menos un 75%
o al menos un 90% del requerimiento calérico diario de un sujeto humano. El experto en la técnica es
completamente consciente de que el requerimiento calérico diario depende del género, la altura y la edad del sujeto
humano. Por ejemplo, un hombre de 30 afios de edad con 80 kg de peso corporal y 180 cm de altura tiene un
requerimiento caldrico diario de aproximadamente 2900 cal (calorias) para mantener su peso corporal mientras que
una mujer de 30 afios de edad con 55 kg de peso corporal y 165 cm de altura tiene un requerimiento caldrico diario
de aproximadamente 2100 cal para mantener su peso corporal. En una realizacion preferida, la formulacion
nutricional de la presente invenciéon es un producto nutricional para lactantes o adolescentes.

El término “péptido” tal como se usa en el presente documento describe cadenas moleculares lineales de
aminoacidos, incluyendo moléculas de cadena sencilla o sus fragmentos. Un péptido segun la invencion contiene
con preferencia creciente aproximadamente de 2 a 100 aminoacidos, aproximadamente de 5 a 50 aminoacidos, o
aproximadamente de 5 a 40 aminoacidos. Adicionalmente los péptidos pueden formar oligémeros que consisten en
al menos dos moléculas idénticas o diferentes. Las estructuras de orden superior correspondientes de tales
multimeros se denominan, correspondientemente, homo- o heterodimeros, homo- o heterotrimeros, etc. Ademas, los
peptidomiméticos de tales péptidos en los que se han remplazado aminoacido(s) y/o enlace(s) peptidico(s) por
analogos funcionales también estan abarcados por el término “péptido”. Tales analogos funcionales incluyen todos
los aminoacidos conocidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes, tales como selenocisteina. El
término “péptido” también se refiere a péptidos modificados de manera natural en los que la modificacion se efectua,
por ejemplo, mediante glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y modificaciones similares que son ampliamente
conocidas en la técnica. Un péptido debe distinguirse de una proteina en la presente invencion. Una proteina segun
la presente invencion describe un compuesto organico compuesto por aminoacidos dispuestos en una cadena lineal
y plegados para dar una forma globular. Ademas, una proteina segun la presente invencion describe un aminoacido
de mas de 100 aminoacidos. Los péptidos pueden, por ejemplo, producirse de manera recombinante, de manera
(semi)sintética u obtenerse de fuentes naturales tal como tras la hidrolizacion de proteinas, todo segun los métodos
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conocidos en la técnica.

El término “hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca” tal como se usa en el presente documento define
una férmula que comprende péptidos derivados de proteinas de leche de vaca hidrolizadas (por ejemplo caseina
bovina o suero de la leche bovino). A este respecto, una proteina hidrolizada es una proteina que se ha
descompuesto en péptidos y/o aminoacidos constituyentes. Aunque hay muchos medios para lograr la hidrdlisis de
una proteina, dos de los medios mas comunes son la ebullicidon prolongada en un acido fuerte o una base fuerte o el
uso de una enzima tal como la enzima proteasa pancreatica para estimular el proceso hidrolitico que se produce de
manera natural. La hidrélisis de proteinas derivadas de la leche se logra preferiblemente usando una enzima o una
mezcla de enzimas. Un hidrolizado de leche de vaca puede comprender péptidos derivados de la leche, en los que
las proteinas de dicha leche se han hidrolizado hasta diversos grados. Por consiguiente, puede distinguirse entre un
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca parcialmente hidrolizados y un hidrolizado que contiene péptidos
de leche de vaca intensamente hidrolizados. A este respecto, un hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca
parcialmente hidrolizados comprende mas de un 20% de proteina de leche de vaca intacta mientras que un
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados comprende menos de un 1% de
péptidos con un tamafio mayor de 1,5 kD. Ademas, un hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca
intensamente hidrolizados es preferentemente hipoalergénico.

El término “péptido derivado de la leche de vaca” tal como se usa en el presente documento define un péptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que es una secuencia de aminoacidos parcial de una proteina de la leche de
vaca. Tales péptidos pueden obtenerse como se explica de manera resumida anteriormente mediante hidrdlisis o
pueden sintetizarse in vitro mediante métodos conocidos por el experto en la técnica y descritos en los ejemplos de
la invencion.

El término “péptido que contiene epitopos de células T” segun la invencion describe un péptido que comprende un
epitopo que puede unirse a un receptor de superficie que esta presente en una célula T. Se prefiere que el epitopo
pueda unirse a un receptor de células T (TCR).

El término “fraccién que contiene péptidos del hidrolizado” se refiere a una mezcla de péptidos que comprende al
menos 2, preferiblemente al menos 5, mas preferiblemente al menos 10 y lo mas preferiblemente al menos 20 que
se han aislado del hidrolizado de la invencién mediante técnicas de filtracion conocidas por el experto en la técnica.
Ademas, las técnicas para el aislamiento de péptidos a partir del hidrolizado de la invencién se describen a
continuacioén en el presente documento.

El término “tolerancia” segun la invencion se refiere a una tolerancia inmunoldgica. La tolerancia inmunoldgica se
define en el presente documento como el desarrollo de una ausencia de reactividad especifica o una ausencia de
reactividad parcial de los tejidos linfoides a un antigeno o grupo de antigenos particular. Este antigeno o grupo de
antigenos particular puede inducir una reaccion inmunitaria en un sujeto humano atopico tras la ingesta del antigeno
o grupo de antigenos particular. Por consiguiente, la tolerancia al antigeno o grupo de antigenos particular segun la
presente invencion se induce tras la ingesta de uno o mas péptidos que contienen epitopos de células T de la
invencion. Sin querer restringirse a la teoria, la tolerancia puede inducirse, por ejemplo, mediante un mecanismo de
anergia y delecion de células T reactivas a alérgeno especificas. Alternativamente, la tolerancia puede, por ejemplo,
inducirse mediante factores celulares (es decir citocinas) que podrian dirigir el desarrollo de las células T hacia el
desarrollo de un fenotipo de célula T tolerogénico o supresor (células T reguladoras).

A este respecto, el término “péptidos que contienen epitopos de células T que pueden dirigir la reaccién inmunitaria
tras la ingesta de la formulacién nutricional hacia la tolerancia” especifica péptidos que contribuyen al desarrollo de
una ausencia de reactividad especifica de los tejidos linfoides a un antigeno o grupo de antigenos particular,
consiguiéndose esta actividad del péptido mediante la unidon a un receptor de superficie de células T. Por
consiguiente, los péptidos que contienen epitopos de células T estan presentes en la formulacion nutricional en una
cantidad que permite dirigir la reaccion inmunitaria hacia la tolerancia. Se prefiere que la reacciéon inmunitaria se
reduzca mediante la induccion de tolerancia en al menos un 20%, tal como al menos un 50%, tal como en al menos
un 75%, preferiblemente en al menos un 90%, mas preferiblemente en al menos un 95% y lo mas preferiblemente
en un 100% en comparacion con la reaccion inmunitaria tras el contacto con el antigeno sin previa induccion de
tolerancia. Los métodos para medir la tolerancia se conocen en la técnica e incluyen por ejemplo los métodos
descritos en los ejemplos de la invencién. Por consiguiente, la tolerancia puede determinarse por ejemplo midiendo
la cantidad de factores proinflamatorios liberados por las células T (por ejemplo interleucinas o interferones) o la
proliferacion de células T. Un péptido que es un péptido que contiene epitopos de células T que puede dirigir la
reaccion inmunitaria tras la ingesta de la formulacion nutricional hacia la tolerancia puede identificarse mediante
métodos conocidos por el experto en la técnica que se describen, por ejemplo, en los ejemplos de la invencion a
continuacion en el presente documento. Por consiguiente, un péptido que puede inhibir la proliferacion de células T
y/o regula por disminucion la liberacion de citocinas proinflamatorias y/o citocinas que dirigen la diferenciacion de
células T cooperadoras 2 (TH2) liberadas en el sobrenadante de PBMC es un péptido que contiene epitopos de
células T que puede dirigir la reaccion inmunitaria tras la ingesta de la formulacién nutricional hacia la tolerancia.

Segun la presente invencion, se encontré sorprendentemente que los péptidos que contienen epitopos de células T
contenidos en el hidrolizado de leche de vaca y péptidos que contienen epitopos de células T que se derivan de una
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proteina presente en la leche de vaca pueden usarse en la inducciéon de tolerancia. Como se evidencia en los
ejemplos a continuacion, los inventores encontraron que los péptidos contenidos en hidrolizados de leche y péptidos
derivados de una proteina presente en la leche de vaca pueden disminuir drasticamente la proliferacion de células T
cuando hay una exposicion posterior a alérgenos de la leche, presumiblemente bloqueando la unién de receptores
de células T y MHCIl. Péptidos especificos contenidos en hidrolizados de leche o péptidos sintéticos
correspondientes a una secuencia parcial de un péptido de leche de vaca pueden incluso bloquear la proliferacion
de células T cuando hay una exposicion posterior a alérgenos de la leche. Mientras que los epitopos de células T en
proteinas de leche de vaca se han descrito en la técnica (por ejemplo Kondo et al., Pediatr Allergy Immunol. 2008,
vol. 19, pags. 592-598; Elsayed et al., Mol Immunol. 2004, vol. 41(12), pags. 1225-34 ; Ruiter et al., Clin Exp Allergy.
2006, vol. 36(3), pags. 303-10; Ruiter et al., Int Arch Allergy Immunol. 2007; vol. 143(2), pags. 119-26; o Nakajima-
Adachi et al., J Allergy Clin Immunol. 1998; vol. 101(5), pags. 660-71), no ha sido descrito anteriormente que los
péptidos derivados de leche de vaca puedan inducir la tolerancia. Ademas, segun la presente invencion también se
ha encontrado que los péptidos que contienen epitopos de células T contenidos en hidrolizado de leche de vaca y
los péptidos que contienen epitopos de células T que se derivan de una proteina presente en la leche de vaca
reducen los niveles de citocinas que dirigen una diferenciacion de células T cooperadoras 2 (TH2) y los niveles de
citocinas proinflamatorias en comparacion con los niveles de dichas citocinas inducidos por proteinas de la leche.
Como se conoce en el campo de la inmunologia, las citocinas proinflamatorias tienen efectos perjudiciales sobre la
integridad de la barrera intestinal y por tanto estan involucradas en el desarrollo enfermedad tanto alérgica como
inflamatoria. Entre las citocinas proinflamatorias, se conoce en particular que IL-4 e IFN-gamma destruyen la
cohesion entre las células epiteliales que revisten la superficie del intestino comprometiendo asi la integridad de la
barrera intestinal. Como resultado de esto, el intestino se vuelve mas permeable con un aumento de la exposicion de
las células inmunitarias de la pared intestinal a alérgenos y antigenos dietéticos/microbianos.

Por tanto, sin querer restringirse a la teoria, se cree que la tolerancia se induce directamente por péptidos derivados
de la leche de vaca. Anteriormente los péptidos y los hidrolizados de la leche de vaca soélo se han usado con el fin
de remplazar la leche de vaca. Mediante el remplazo de la leche de vaca se ha evitado una reaccion alérgica o el
desarrollo de una reaccion alérgica. Los hallazgos proporcionados en el presente documento muestran que los
péptidos que son péptidos que contienen epitopos de células T contenidos en hidrolizado de leche de vaca y los
péptidos que contienen epitopos de células T que se derivan de una proteina presente en la leche de vaca pueden
ademas e inesperadamente usarse para inducir tolerancia en un sujeto humano.

Segun la invencion, se induce tolerancia a la leche de vaca, a una proteina contenida en la leche de vaca o a un
alérgeno contenido en la leche de vaca.

La leche de vaca, una proteina contenida en la leche de vaca o un alérgeno contenido en la leche de vaca estan
comprendidos, por ejemplo, en cualquier alimento que comprenda componentes de la leche de vaca. Ejemplos no
limitativos son la leche, la cuajada, la nata, la mantequilla, el yogur y alimentos que contengan cualquiera de éstos.

El término “alérgeno” tal como se usa en el presente documento describe un antigeno que puede estimular una
reaccion de hipersensibilidad en un sujeto humano atépico (alérgico). Ademas, un alérgeno es en general una
sustancia que es extrafia para el cuerpo y puede provocar una reaccion alérgica solo en sujetos humanos atépicos.

En el presente documento también se describe una formulaciéon nutricional o complemento que comprende un
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca y/o una fraccién que contiene péptidos del hidrolizado y/o uno o
mas péptidos derivados de una proteina presente en la leche de vaca para su uso en el tratamiento o la prevencién
de enfermedad inflamatoria del intestino, en el que dichos péptidos contenidos en el hidrolizado o la fraccién de
hidrolizado comprenden péptidos que contienen epitopos de células T o en el que dicho uno o mas péptidos son
péptidos que contienen epitopos de células T, y en el que dichos péptidos que contienen epitopos de células T
pueden regular por disminucion las citocinas proinflamatorias tras la ingesta de la formulacién nutricional.

El término “enfermedad inflamatoria del intestino” tal como se usa en el presente documento define un grupo de
estados inflamatorios del tracto gastrointestinal. Los principales tipos de enfermedad inflamatoria del intestino son la
enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. La principal diferencia entre la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa
es la ubicacion y la naturaleza de los cambios inflamatorios. La enfermedad de Crohn puede afectar a cualquier
parte del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el afio (lesiones segmentarias), aunque la mayoria de los casos
comienzan en el ileon terminal. La colitis ulcerosa, en contraposicion, se restringe al colon y el recto. En una
realizacion preferida, la enfermedad inflamatoria del intestino esta presente en un sujeto humano que tiene una
alergia a la leche o que corre el riesgo de desarrollar una alergia a la leche. En una realizacion preferida adicional, la
enfermedad inflamatoria del intestino se selecciona de una o mas de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD), gastroenteritis, colitis y/o esofagitis. GERD es una enfermedad
producida por el reflujo anémalo en el esofago. En particular, la enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD), la
gastroenteritis, la colitis y/o la esofagitis son comunes en sujetos humanos que tienen una alergia a la leche.

Tal como se usa en el presente documento, el término “citocinas proinflamatorias” son citocinas que se liberan en un
sujeto humano por células del sistema inmunitario, preferiblemente por células presentadoras de antigeno o células
T y lo mas preferiblemente por células T y median en y/o potencian una enfermedad inflamatoria. Ejemplos no
limitativos de citocinas inflamatorias son IL-12, IL-17, IL-5, IL-4, IFN-y, IL-8, TNF-a, IL-6 o IL-1. Los métodos para
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medir el nivel de citocinas liberadas por células del sistema inmunitario se conocen ampliamente por el experto en la
técnica e incluyen los métodos descritos en los ejemplos. Por consiguiente, los métodos incluyen, por ejemplo, la
medicion de los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo.

El término “péptidos que contienen epitopos de células T que pueden regular por disminucion las citocinas
proinflamatorias tras la ingesta de la formulacion nutricional” se refiere a los péptidos que contienen epitopos de
células T en la formulacion nutricional que pueden regular por disminucion los niveles de citocinas proinflamatorias
que se liberan por las células inmunitarias, preferiblemente células T o APC, y mas preferiblemente células T.
Ademas, estos péptidos que contienen epitopos de células T pueden administrarse a un sujeto humano en una
cantidad que sea suficiente para regular por disminucion las citocinas proinflamatorias tras la ingesta de la
formulacién nutricional. Se prefiere que el nivel de citocinas proinflamatorias se regule por disminucion en al menos
un 20%, tal como al menos un 50%, tal como en al menos un 75%, preferiblemente en al menos un 90%, mas
preferiblemente en al menos un 95% y lo mas preferiblemente en al 100% en comparacién con el nivel de citocinas
proinflamatorias en una reaccion inmunitaria atopica tras el contacto con el antigeno. Un péptido que es un péptido
que contiene epitopos de células T que puede regular por disminucioén las citocinas proinflamatorias tras la ingesta
de la formulacién nutricional puede identificarse mediante métodos conocidos por el experto en la técnica que, por
ejemplo, se describen en los ejemplos de la invencién a continuacion en el presente documento. Por consiguiente, la
medicion del nivel de citocinas proinflamatorias liberadas en el sobrenadante del cultivo de PBMC tras la exposicion
a un péptido identifica un péptido que contiene epitopos de células T que puede regular por disminucion las citocinas
proinflamatorias tras la ingesta de la formulacion nutricional.

Tal como se describe en el presente documento, se ha encontrado sorprendentemente que los péptidos que
contienen epitopos de células T de la invencion derivados de la leche de vaca pueden regular por disminucion las
citocinas inflamatorias que se liberan tras la exposicion a o la estimulacién mediante alérgenos o antigenos
dietéticos/microbianos. Por tanto, la formulacién nutricional de la invencion es adecuada para tratar la enfermedad
inflamatoria del intestino.

Segun la invencion, el uno o mas péptidos son péptidos que contienen epitopos de células T aislados del hidrolizado
que contiene péptidos de leche de vaca.

Tal como se detalla anteriormente, el hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca comprende péptidos
derivados de proteinas de leche de vaca hidrolizadas. Estos péptidos pueden aislarse del hidrolizado que contiene
péptidos de leche de vaca mediante una técnica convencional conocida por el experto en la técnica. Por
consiguiente, una purificacién analitica generalmente utiliza al menos una de tres propiedades para separar
péptidos. En primer lugar, los péptidos pueden purificarse segun sus puntos isoeléctricos haciéndolos pasar a través
de un gel con gradiente de pH o una columna de intercambio idnico. En segundo lugar, los péptidos pueden
separarse segun su tamafio o peso molecular mediante cromatografia de exclusiéon molecular o mediante SDS-
PAGE (electroforesis en dodecilsulfato de sodio-gel de poliacrilamida). En tercer lugar, otra metodologia de
purificacion de péptidos podria involucrar filtracion con membranas (por ejemplo ultrafiltracion) que generaria una
mezcla de péptidos adecuada para la aplicacion propuesta. Los péptidos se purifican a menudo usando 2D-PAGE y
luego se analizan mediante huella peptidica para establecer la identidad del péptido. El péptido aislado e identificado
obtenido del hidrolizado puede producirse entonces de manera recombinante aplicando métodos convencionales
conocidos por el experto y usarse o bien solo o bien en combinacién con un hidrolizado que contiene péptidos de
leche de vaca segun la invencion.

Una realizacion preferida de la invencioén se refiere a la formulacion nutricional de la invencién, en la que el uno o
mas péptidos tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y/o 4.

Tal como se muestra en los ejemplos a continuacion, las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 (figura 2,
Cas3, alfaS1-péptido 3) y SEQ ID NO: 4 (figura 2, Cas4, alfaS1-péptido 4) suprimen la proliferacion de células T
cuando se estimulan de nuevo con la proteina de leche de vaca y de ese modo inducen la tolerancia a la leche de
vaca (véase la figura 4).

Segun la invencion, el hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca es un hidrolizado que contiene péptidos
de leche de vaca intensamente hidrolizados.

Una realizacion preferida de la invencion se refiere a la formulacién nutricional de la invencién, en la que el
hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados es un hidrolizado de caseina bovina
intensamente hidrolizada.

Tal como se muestra a continuacion en los ejemplos de la invencién, un hidrolizado que contiene péptidos de leche
de vaca intensamente hidrolizados puede suprimir la proliferacion de células T cuando éstas se estimulan de nuevo
con proteina de leche de vaca. De ese modo se induce la tolerancia a la leche de vaca. Por consiguiente, VTP 3,
VTP11 y VTP15 (véase la figura 1) fueron los mas potentes para inducir la tolerancia y son, por tanto, ejemplos
preferidos de la formulaciéon nutricional que comprende un hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca
intensamente hidrolizados segun la invencion, VTP3 es Nutramigen™, VTP11 es la base de Nutramigen™ y VTP15
es la caseina bovina intensamente hidrolizada que se usa en Nutramigen™. VTP3, VTP 11 y VTP 15 pueden



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 524 067 T3

adquirirse de Mead Johnson Nutrition, 2400 West Lloyd Expressway Evansville, Indiana 47721-0001, EE.UU. VTP3,
VTP 11 y VTP 15 comprenden caseina bovina intensamente hidrolizada. En la figura 8 se proporciona un perfil de
los péptidos derivados de caseina comprendidos en VTP3, VTP 11 y VTP 15. VTP15 solo consiste en los péptidos
enumerados en la figura 8. Nutramigen™ (VTP3) comprende ademas de los péptidos enumerados en la figura 8 los
siguientes componentes: jarabe de glucosa, aceite vegetal (aceite de oleina de palma, aceite de coco, aceite de
soja, aceite de girasol altamente oleico), almidén de maiz modificado <2%, fosfato de calcio <1%, citrato de calcio,
citrato de potasio, cloruro de potasio, L-cisteina, cloruro de colina, L-tirosina, inositol, 6xido de magnesio, L-
triptéfano, acido ascérbico, sulfato ferroso, taurina, L-carnitina, acetato de DL-alfa-tocoferilo, sulfato de zinc,
nicotinamida, pantotenato de calcio, sulfato cuprico, palmitato de retinilo, sulfato de manganeso, clorhidrato de
tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, yoduro de sodio, acido félico, fitomenadiona, molibdato de sodio,
cloruro crémico, colecalciferol, selenito de sodio, biotina, cianocobalamina.

Una realizacién preferida adicional de la invencién se refiere a la formulacion nutricional de la invencién, en la que el
sujeto humano o es un nifio o un adolescente.

El término “nifio” o el término “adolescente” se usan en el presente documento segun las definiciones proporcionas
en la técnica. Por tanto, el término “nifio” quiere decir un sujeto humano entre las fases de nacimiento y la edad de
aproximadamente 10 afios y el término “adolescente” quiere decir un sujeto humano entre la edad de
aproximadamente 10 afios y la pubertad (antes de la madurez sexual).

La invencion se refiere en una realizacion preferida adicional a la formulacion nutricional de la invencién, en la que el
sujeto humano es un adulto.

El término “adulto” se usa en el presente documento segun las definiciones proporcionadas en la técnica. Por tanto,
este término quiere decir un sujeto después de la pubertad (después de la madurez sexual).

Una realizacién preferida adicional de la invencién se refiere a la formulacion nutricional de la invencién, en la que el
sujeto humano tiene una alergia a la leche de vaca.

El término “alergia a la leche de vaca” describe una alergia alimentaria, es decir una reaccion adversa inmunitaria a
una o mas de las proteinas contenidas en la leche de vaca en un sujeto humano. Los principales sintomas son
sintomas gastrointestinales, dermatoldgicos y respiratorios. Estos pueden traducirse en erupciones cutaneas,
urticaria, vomitos, diarrea, estrefiimiento y molestias. El espectro clinico se extiende a diversos trastornos:
reacciones anafilacticas, dermatitis atdpica, respiracion dificultosa, cdlico infantil, enfermedad de reflujo
gastroesofagico (GERD), esofagitis, colitis, gastroenteritis, cefalea/migrafia y estrefiimiento.

En otra realizacién preferida de la formulacién nutricional de la invencion, la formulaciéon nutricional comprende
adicionalmente uno o mas de hidratos de carbono, acidos nucleicos, lipidos, minerales, nutrientes anabdlicos,
vitaminas, antioxidantes, cepas bacterianas probidticas y agentes lipotrépicos.

Estos compuestos adicionales de la formulacion nutricional de la invencion se afiaden preferiblemente con el fin de
proporcionar el valor nutricional de la formulacién nutricional descrita anteriormente en el presente documento.
También pueden afadirse preferiblemente con el fin de proporcionar una nutricion completa, una energia sostenida
optima y/o una formulaciéon nutricional anabdlica. Los ejemplos no limitativos de lipidos incluyen aceite de coco,
aceite de soja y mono- y diglicéridos. Hidratos de carbono a modo de ejemplo son, por ejemplo, glucosa, lactosa
comestible y almidon de maiz hidrolizado. Ejemplos no limitativos de minerales y vitaminas son calcio, fésforo,
potasio, sodio, cloro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, zinc, selenio, yodo, y las vitaminas A, E, D, C, y el
complejo B, respectivamente. Las cepas bacterianas probiéticas incluyen, por ejemplo, las bacterias del acido lactico
(LAB) y las bifidobacterias. Ejemplos de antioxidantes incluyen antioxidantes naturales tales como acido ascorbico
(AA, E300) y tocoferoles (E306), asi como antioxidantes sintéticos tales como galato de propilo (PG, E310), terc-
butilhidroquinona (TBHQ), hidroxianisol butilado (BHA, E320) e hidroxitolueno butilado (BHT, E321). Ejemplos no
limitativos de acidos nucleicos son acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN).

Una realizacion preferida adicional de la invencién se refiere a la formulacion nutricional de la invencién, en la que la
tolerancia se induce temporalmente.

El término induccion “temporal” de la tolerancia segun la invencion se refiere a una tolerancia inmunoldgica que se
induce durante un periodo de tiempo limitado tras la ingesta de la formulacién nutricional de la invencion en un sujeto
humano, que es preferiblemente un sujeto humano que tiene una alergia a la leche de vaca o que corre el riesgo de
desarrollar una alergia a la leche de vaca. A este respecto, un periodo de tiempo temporal especifica que el sujeto
humano no adquiere una tolerancia constante. La tolerancia temporal se refiere preferiblemente a la tolerancia
inducida durante al menos medio dia, tal como durante al menos un dia, tal como durante al menos dos dias,
preferiblemente durante al menos una semana, mas preferiblemente durante al menos dos semanas, incluso mas
preferiblemente durante al menos un mes y lo mas preferiblemente durante al menos 3 meses. Segun la invencion,
la tolerancia temporal se induce durante menos de 6 meses.

Las figuras muestran:
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Figura 1

Vision general de las muestras de prueba de leche denominadas VTP1-VTP16 que se obtuvieron de diferentes
proveedores y contenian férmulas de proteinas de leche entera de vaca, parcialmente hidrolizadas, y caseina
intensamente hidrolizada y proteinas del suero de la leche asi como férmulas de aminoacidos de leche de vaca asi
como férmulas de aminoacidos.

Figura 2

Péptidos y proteinas sintéticas. Se enumeran el nombre de los péptidos o proteinas, sus secuencias de
aminoacidos, la longitud, el pl y el peso molecular en kDa.

Figura 3
Caracterizacion demografica, clinica y serolégica de los individuos analizados en los ensayos de proliferacion.
Figura 4

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion con PBMC para someter a prueba la reactividad de las células T con las
muestras de leche VTP1-VTP16. Se estimularon PBMC de 6 individuos no alérgicos y de 7 pacientes alérgicos a la
leche de vaca con muestras de leche, con alérgenos de leche de vaca (raS1-caseina, ra.S2-caseina, na-caseina),
con péptidos derivados de aS1-caseina (a.S1-péptido 1, aS1-péptido 6), con alérgeno de polen de abedul rBetv 1a 'y
alérgeno de polen de césped Phl p 5-péptido 1. Se presentan los indices de estimulacion.

Figura 5

Con el fin de analizar qué citocinas se inducen en PBMC por las diferentes muestras de leche (VTP1-VTP16), se
realizaron analisis con Luminex en los sobrenadantes de PBMC. Se presentan el analisis de niveles de citocina (eje
y: pg/ml) en los sobrenadantes de cultivos de PBMC de 6 individuos no alérgicos (NA) y 5 pacientes alérgicos a la
leche de vaca (CMA) que se habian estimulado con muestras de leche VTP1-VTP16 (1-16) o medio (17).

Figura 6

Se realizaron experimentos de tolerancia con individuos no alérgicos (AB) para mostrar que los péptidos pueden
inducir tolerancia en células T de manera especifica de alérgeno. Los experimentos en personas no alérgicas
también pueden mostrar tolerancia porque la tolerancia se mide como una reduccién de la reactividad de las células
T (Ebner et al., J Immunol 1995, vol. 154, pags. 1932-1940). Siempre que una persona no alérgica contenga células
T reactivas al alérgeno, puede medirse la tolerancia al alérgeno a nivel de células T.

Se aislaron PBMC y se obtuvieron fracciones enriquecidas en células presentadoras de antigenos (APC) y células T
mediante tecnologia de separacion MACS. Se preincubaron las fracciones de células T durante la noche con
grandes cantidades de péptidos (aS1-caseina péptido 1, aS1-caseina péptido 2, aS1-caseina péptido 3 y un péptido
control, Phl p 5-péptido 1) o con un hidrolizado de suero de la leche intenso (VTP8) o un hidrolizado de suero de la
leche/caseina parcial (VTP16). Al dia siguiente se combinaron las células T y las APC y se estimularon con muestras
de proteinas de leche entera de vaca VTP13, VTP14) o con aS1-caseina intacta.

Se realizaron dos experimentos con el mismo individuo. En los paneles a y ¢ se presentan las cuentas por minutos
(cpm; que reflejan la proliferacion de células T) y en los paneles b y d, los indices de estimulacion (SI).

Figura 7

Experimento de tolerancia con un individuo no alérgico (KFI) que evalua hidrolizados de leche para determinar su
capacidad para inducir tolerancia en células T. Se preincubaron fracciones de células T durante la noche con altas
cantidades de base de Nutramigen™ (VTP11), hidrolizado de caseina intenso (VTP15), proteinas de suero de la
leche entera de vaca (VTP14), Nutramigen™ (VTP3), péptidos sintéticos (a.S1-caseina péptido 4 y un péptido control
Phl p 5-Pep 1), o tampdn (UCO). Al dia siguiente se combinaron y las células T y las APC y se estimularon con
muestras de leche (VTP14, VTP1). La estimulacion de las células T se facilita o bien en cuentas por minuto (cpm) o
bien como indice de estimulacion (Sl). Se presentan las cpm de experimentos individuales y las medias de los
mismos. Los datos obtenidos por medio de la estimulacion con 10 ug de VTP 14 estan resaltados.

Figura 8

Perfil de los péptidos derivados de caseina comprendidos en VTP3, VTP 11 y VTP 15 (figura 1). Se enumeran la
puntuacion idnica, las secuencias de aminoacidos de los péptidos, la puntuacién de hidrofobicidad y la puntuacion
de amargor.

Los ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1:
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Procedimientos experimentales
Materiales biolégicos y pacientes

Se obtuvieron de diferentes proveedores las muestras denominadas VTP1-VTP16 que contenian proteinas de leche
entera de vaca, parcialmente hidrolizada, intensamente hidrolizada asi como formulaciones de aminoacidos. Se aislé
ADNCc que codifica para aS1-caseina (raS1-cas) mediante inmunodeteccion de IgE a partir de una biblioteca de
expresion de ADNc preparada a partir de glandulas mamarias bovinas (Schulmeister et al., J Immunol. 2009). Se
expresaron alérgenos recombinantes en la cepa de Escherichia coli BL21 Codon 25 Plus (DE3)-RIPL (Stratagene,
La Jolla, CA) como proteinas con etiqueta de hexahistidina y se purificaron mediante cromatografia de afinidad de
Ni** (QIAGEN, Hilden, Alemania). Se adquirié el recombinante Bet v1 de Biomay (Viena, Austria).

Se obtuvo leche de vaca pasteurizada que contenia un 3,5% de grasa de un mercado local (N(")M, Austria, lote: 22
550 2:00) y se adquirieron proteinas de leche de vaca natural de Sigma-Aldrich (Viena, Austria).

Se obtuvo suero de conejo inmunizando conejos tres veces con raS1-cas, raS2-cas, r-cas, rk-cas, ra-1a, rp-g y rif
(Charles River, Kissleg, Alemania).

Se seleccionaron pacientes alérgicos a la leche de vaca segun una historia de caso positivo, reacciones positivas a
la prueba de pinchazo en la piel o determinacion de IgE especifica para extracto de leche de vaca usando el sistema
ImmunoCAP (Phadia, Uppsala, Suecia).

Se incluyeron como controles personas sin problema alguno tras el consumo de leche. Comprendian pacientes no
alérgicos asi como pacientes con alergia mediada por IgE a fuentes de alérgenos distintas de la leche.

Caracterizacion de las muestras de leche

Se evalud la composicion de las muestras de leche VTP1-VTP16 mediante SDS-PAGE vy tincién con azul brillante de
Coomassie (Biorad, Hercules, CA).

Para el analisis de inmunotransferencia, se realizaron transferencias puntuales de alicuotas de 1 pg de VTP1-VTP16
sobre una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania).Se bloquearon las tiras de
nitrocelulosa con PBST (PBS, Tween 20 al 0,5% v/v) y se expusieron a sueros de pacientes alérgicos a la leche,
individuos sanos o antisueros de conejo diluidos 1:10, 1:20 6 1:2000 durante la noche a 4°C. Se detectaron los
anticuerpos IgE humanos unidos con anticuerpos anti-IgE humano marcados con "#| (IBL Hamburgo, Alemania),
diluidos 1:15, 0 IgG de conejo unidos con anticuerpos anti-lgG de conejo marcados con 2’| (Perkin Elmer, EE.UU.)
diluidos 1:2000 en PBST y se visualizaron mediante autorradiografia usando peliculas XOMAT de Kodak (Kodak,
Austria) a -80°C.

Se cuantificaron los niveles de endotoxina en las muestras de leche usadas en este estudio mediante el ensayo del
lisado de amebocitos de Limulus (Lonza, Basilea, Suiza) con intervalo de sensibilidad de 0,1 UE/ml a -1,0 UE/mI
segun las instrucciones del fabricante.

Ensayos de leucemia basdfila de rata (RBL)

Para la cuantificacion de reacciones de tipo inmediata mediadas por anticuerpo IgE, se realizaron ensayos de
liberacion de mediadores de células huRBL, tal como se describié anteriormente (Schulmeister et al., J Immunol.
2009, vol. 182(11), pags. 7019-29). En resumen, se incubaron células RBL (clon RBL-703/21) transfectadas con el
receptor FceRI humano con sueros de pacientes alérgicos a la leche de vaca durante la noche. Al dia siguiente se
lavaron las células, se afadieron 100 ul de componentes de la leche (concentracion: 0,3 pg/ml) y se incubaron
durante 1 hora a 37°C, 7% de CO,, 95% de de humedad. Se mezclaron alicuotas de los sobrenadantes con la
disolucion de ensayo (acido citrico o citrato de sodio 0,1 M, pH 4,5 + 4-metil-umbeliferil-N-acetil-3-D-glucosamida
160 uM) y se incubaron durante 1 hora a 37°C, 7% de CO2, 95% de humedad. Se midio la fluorescencia con un
lector de microplacas de fluorescencia y pudo calcularse la liberacion especifica. Se restaron los valores obtenidos
con tampén solo y se consideraron positivos los valores que superaban el 5% de liberacion total.

Preparacion de células y ensayos linfoproliferativos

Se separaron PBMC de individuos no alérgicos y pacientes alérgicos a la leche de vaca de sangre heparinizada
medlante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Se cultivaron las PBMC
(2x10 células por pocillo) por triplicado en placas de 96 pocillos (Nunclone; Nalgen Nunc Internacional, Roskilde,
Dinamarca) en 200 ul de medio Ultra Culture libre de suero (UltraCulture, Lonza, Verviers, Bélgica) complementado
con L-glutamina 2 mM (GIBCO, Auckland, NZ), b-mercaptoetanol 50 uM (GIBCO) y gentamicina 0,1 mg/ml (GIBCO).
Se incubaron las células a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO; durante 7 dias con o sin diferentes
concentraciones de diversas muestras hidrolizadas. Se estimularon las células con diferentes concentraciones, 4 U
de IL-2 por pocillo (Roche, Mannheim, Alemania) sirvieron como control positivo y medio solo sirvié como control
negativo. Tras 6 dias de incubacion, se afadié a cada pocillo 0,5 mCi de 3H-timidina (GE Healthcare) durante 16 h,
luego se midio la reactividad incorporada mediante recuento de centello liquido. Se expreso la proliferacién como
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cuentas por minuto (c.p.m.; medias de triplicados) usando un contador de centelleo Microbeta (Wallac ADL, Friburgo,
Alemania). Se calculé el indice de estimulacion (SI) como el cociente de c.p.m. con antigeno y el control con medio.

Analisis de los niveles de citocina en sobrenadantes

Se midieron los niveles de citocina (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-a,, GM-CSF, TGF-1, TGF-32
y TGF-B3) en los sobrenadantes recogidos de cultivos de PBMC el dia 6 de cultivo usando la tecnologia basada en
perlas fluorescentes xMAP Luminex (Luminex Corp., Austin, TX). Se llevaron a cabo los ensayos segun las
instrucciones del fabricante (R&D Systems, Wiesbaden, Alemania), y se leyeron las sefiales fluorescentes en un
sistema Luminex 100 (Luminex Corp.). Los limites de deteccion fueron de 3,2 pg/ml para IL-2, de 3,5 pg/ml para IL-4,
de 1,9 pg/ml para IL-5, de 5,5 pg/ml para IL-6, de 3,1 pg/ml para IL-10, de 57 pg/ml para IL-12, de 47 pg/ml para IL-
13, de 2,9 pg/ml para IFN-y, de 5,3 pg/ml para TNF-a, de 3,3 pg/ml para GM-CSF, de 21 pg/ml para TGF-1, de 178
pg/ml para TGF-2 y de 5 pg/ml para TGF-f3.

Experimentos de induccion de tolerancia

Para el experimento de inducciéon de tolerancia, se aislaron PBMC de donantes sanos mediante gradiente de
densidad Ficoll y se separaron adicionalmente las células en dos fracciones. Se enriquecieron las células T con un
kit de aislamiento de células Pan T humanas (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Alemania), mientras que se enriquecieron
las células presentadoras de antigenos con microperlas con CD3 humano (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Alemania)
mediante separacion magnética de células.

Se confirmé la pureza de las fracciones celulares mediante analisis de FACS.

Se incubaron durante la noche las fracciones celulares que contenian las células T con diferentes péptidos o sélo
medio a 37°C con 5% de CO; y 95% de humedad, se mantuvieron durante la noche las fracciones de células
presentadoras de antigenos en las mismas condiciones sin ningun antigeno. Al dia siguiente se lavaron tres veces
las fracciones de las células T con DPBS (GIBCO) y se combinaron las fracciones de células T con las de células
presentadoras de antigenos. Se cultivaron por triplicado las células (2x‘|05 células por pocillo) en placas de 96
pocillos tal como se describié anteriormente. Se estimularon las células con diferentes concentraciones de muestras
de leche, 4 U de IL-2 por pocillo o medio solo. Se realizé el cabo tal como se describié para los ensayos
linfoproliferativos.

Ejemplo 2:
Resultados

Los individuos sanos no alérgicos muestran una respuesta de IgG normal pero no de IgE a los alérgenos de la leche
de vaca. En los experimentos se compararon las respuestas tanto cuantitativas (proliferacion) como cualitativas (es
decir, citocinas) en individuos alérgicos a la leche de vaca asi como en individuos sanos no alérgicos.

Los experimentos identificaron pequefios péptidos en los hidrolizados que pueden bloquear los receptores de células
T y MHCII de manera que haya una proliferacion limitada o ausencia de la misma cuando hay exposicion posterior a
alérgenos de la leche. Por tanto, los experimentos identificaron una fraccion de manera que pueda inducirse una
tolerancia a los alérgenos de la leche de vaca.

Otro enfoque fue mezclar células T que se han expuesto previamente a péptidos/hidrolizados en un cultivo de
células T-APC que se habian preincubado y estimulado de nuevo con preparaciones de proteinas de leche entera.
Esto debe demostrar la capacidad de los péptidos para inhibir/amortiguar la respuesta a una exposicion a proteinas
de leche entera.

Hasta ahora se han sometido a prueba 6 personas no alérgicas y 7 personas alérgicas a la leche de vaca en cuanto
a las respuestas linfoproliferativas con las 16 muestras de leche de vaca asi como con péptidos derivados de a.S1-
caseina y antigenos control. Los individuos no alérgicos y los pacientes alérgicos a la leche de vaca indujeron
indices de estimulacion comparables. Las muestras de Nutramigen™ indujeron proliferacion de células T mas débil
en comparacion con las otras muestras de leche. Las formulaciones de aminoacidos indujeron las respuestas mas
débiles. VTP13 y 14, identificadas mediante SDS-PAGE y analisis de espectrofotometria de masa como fuentes de
proteinas intactas de leche de vaca, sirvieron como controles para experimentos de tolerancia, porque indujeron
fuertes respuestas linfoproliferativas. Se analizaron los sobrenadantes de cultivos de 11 de los individuos sometidos
a prueba en cuanto a la secrecion de 13 citocinas mediante andlisis de Luminex. Estos resultados son
extremadamente interesantes y sorprendentes por dos razones: En primer lugar, el analisis de los niveles de
citocinas mostré que las citocinas que impulsan la diferenciacion de Th2 (GM-CSF, IL-5 e IL-13) y las citocinas pro-
inflamatorias(IL-6, TNF-alfa e IFN-gamma) se inducen en pequeias cantidades por las muestras de Nutramigen™
VTP3, 4, 11, 12, 15). En contraposicion, se hallé una fuerte induccion de citocinas pro-inflamatorias (por ejemplo,
IFN-gamma, TNF-alfa, IL-6) en las muestras VTP2, VTP5 y VTP14 que estan solo parcialmente hidrolizadas o
contienen proteinas intactas. En particular, la induccion de IFN-gamma parece problematica porque existe evidencia
de que IFN-gamma puede dafar las células epiteliales. Las cantidades de citocinas secretadas estuvieron en el
mismo intervalo en experimentos realizados con individuos no alérgicos y con individuos alérgicos, a excepcion de
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IFN-gamma, que regulado por incremento mas fuertemente en individuos no alérgicos.

Determinados péptidos derivados de leche de vaca (por ejemplo alfa S1 caseina) inducen proliferaciones de células
T en PBMC. Puesto que cualquier péptido reactivo con células T también puede inducir tolerancia en células T en
determinadas condiciones (por ejemplo, unién al receptor de células T sin coestimulacidon apropiada, presencia de
grandes cantidades de péptidos reactivos con células T en la infancia) se supone que pueden usarse péptidos
reactivos con células T derivados de alfaS1-caseina para la induccién de tolerancia para identificar péptidos
reactivos con células T adicionales. Con respecto a esto, se demostré actividad tolerogénica de los péptidos
derivados de alfa S1-caseina que se generaran de manera sintética. Se dividieron PBMC de personas reactivas en
una fraccion de células T y una fraccion reducida en células T (perlas acopladas anti-CD3) que contenia las APC. Se
preincubd la fraccion de células T con los péptidos derivados de caseina y los péptidos control (alérgeno de polen de
césped Bet v1, péptidos derivados de Phl p 5), se lavo y luego se expuso la fraccion de APC con los péptidos.
Usando este ensayo fue posible demostrar la actividad tolerogénica especifica de la leche de estos péptidos
derivados de caseina.

En un esfuerzo por buscar péptidos tolerogénicos, se establecieron satisfactoriamente las condiciones de cultivo. En
una etapa siguiente, se identificé un péptido candidato derivado de aS1-caseina que mostré en dos experimentos
independientes una supresion de respuestas de células T. Cuando se afadié el péptido 3 derivado de alfaS1-
caseina a una fracciéon de células T aislada, suprimio la proliferacién en la fraccion combinada de células T-APC
cuando se estimulé de nuevo con concentrado de proteinas de suero de la leche VTP14 o aS1-caseina. Se obtuvo
un resultado similar para el péptido 4. Ademas, se estudiaron los posibles efectos supresores de los hidrolizados de
caseina VTP3 (Nutramigen™), VTP11, VTP14 y VTP15 en la proliferacion inducida por proteinas de leche entera de
vaca y se encontrd que en una preincubacion particular con Nutramigen™ (VTP3) podia inducir tolerancia.

Lista de secuencias
<110> Mead Johnson & Company

<120> FORMULACION NUTRICIONAL QUE COMPRENDE UN HIDROLIZADO QUE CONTIENE PEPTIDOS DE
LECHE DE VACA Y/O PEPTIDOS DERIVADOS DEL MISMO PARA LA INDUCCION DE TOLERANCIA
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<160> 12

<170> PatentIn versioén 3.3
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<211> 36
<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 3
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20 ‘

Leu Leu Arg Cys
35
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cys
<210>7
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Glu
Glu
S5

Ile
Pro
Lys
Arg
Met
135
Arg
val

Pro

Trp
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Asn

His
200

Ile

Pro

Glu

Lys

105

His

Gly

Phe

Leu

Pro

185

His

Lys GlIn
Asn Ser

75
Arg Tyr
90
val Pro
Ser Met

val Asn

Tyr Glin

His His

13

Pro GIn Glu val Leu
15

Phe Pro Glu val phe
30

Ile Gly Ser Glu ser
45

Met

60

val

Leu

Gln

Lys

Gln

140

Leu

GIn

Ser

His

Glu

Glu

Gly

Leu

Glu

Glu

Asp

Tyr

Glu

His
205

Ala

Gln

Tyr

Glu

110

Gly

Leu

Ala

Thr

ASn
190

Glu

Lys

Leu

95

Ile

Ile

Ala

Tyr

Ser

His

80

Glu

val

His

Tyr

Pro

160

Ala

Glu



LYS Asn
1

GIn Glu
Glu Asn

Glu Glu
50

Ala Thr
65

Ala Leu
GIn Tyr
Lys Arg

ser Thr
130

Glu val
145

Leu Asn
Pro Gln
Trp 1le

His His
210
<210>9
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 9

Thr

Thr

Leu

35

Glu

Glu

Asn

Leu

Asn

115

Ser

Phe

Phe

Tyr

Gln

195

His

Met

Cys

Tyr

Glu

Glu

TYr

100

Ala

Glu

Thr

Leu

Leu

180

Pro

His

Glu
LyS
ser

Ser

val
Ile
85

Gln
val
Glu
Lys
Lys
Lys
LyS

His

His

GIn

Thr

Ile

Lys

Asn

Gly

Pro

Asn

150

Lys

Thr

Thr

val

Glu

Phe

Gly
55

Ile

Gln

Pro

Ile

ser

135

Thr

Ile

val

Lys

ES 2 524 067 T3

ser Ser Ser Glu Glu Ser Ile 1le Ser
10 15

Lys Asn Met Ala Ile Asn Pro Ser Lys
25 30

Cys
40

Lys Glu val val Qgg Asn Ala Asn

ser ser Ser Glu ggu ser Ala Glu val
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Thr Glu
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Ser Ser
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Lys Ile
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Ser Ser
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REIVINDICACIONES

Formulacion nutricional o complemento que comprende un hidrolizado que contiene péptidos de leche de
vaca intensamente hidrolizados y/o una fraccion que contiene péptidos del hidrolizado que contiene
péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados y/o uno o mas péptidos que contienen epitopos de
células T aislados del hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados para
su uso en la induccién de tolerancia a la leche de vaca, a una proteina contenida en la leche de vaca o a un
alérgeno contenido en la leche de vaca en un sujeto humano, en el que dichos péptidos contenidos en el
hidrolizado o la fraccién de hidrolizado comprenden péptidos que contienen epitopos de células T o en el
que dicho uno o mas péptidos son péptidos que contienen epitopos de células T, en el que dichos péptidos
que contienen epitopos de células T pueden dirigir la reaccion inmunitaria tras la ingesta de la formulacion
nutricional hacia la tolerancia y en el que el hidrolizado que contiene péptidos de leche de vaca
intensamente hidrolizados comprende menos del 1% de péptidos con un tamarfio mayor de 1,5 kD.

Formulacion nutricional o complemento segun la reivindicacion 1, en el que el uno o mas péptidos tienen la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y/o 4.

Formulacion nutricional o complemento segun la reivindicacion 1, en el que el hidrolizado que contiene
péptidos de leche de vaca intensamente hidrolizados es un hidrolizado que contiene caseina bovina
intensamente hidrolizada.

Formulacion nutricional o complemento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sujeto
humano es un nifio o un adolescente.

Formulacion nutricional o complemento segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sujeto humano es un
adulto.

Formulacion nutricional o complemento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el sujeto
humano tiene una alergia a la leche de vaca.

Formulacion nutricional o complemento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
formulacién nutricional comprende adicionalmente uno o mas de hidratos de carbono, acidos nucleicos,
lipidos, minerales, nutrientes anabdlicos, vitaminas, antioxidantes, cepas bacterianas probidticas y agentes
lipotrépicos.

Formulacion nutricional o complemento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la
tolerancia se induce temporalmente.

Formulacion nutricional o complemento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los
péptidos consisten en aproximadamente de 5 a 50 aminoacidos.

Formulacion nutricional o complemento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los
péptidos que contienen epitopos de células T pueden regular por disminucion las citocinas inflamatorias tras
la ingesta de la formulacién nutricional.
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Figura 1:
ID de muestra| Muestra
VTP1 - | Férmula de leche entera rutinaria
VTP2 Producto de hidrolizado de caseina{suero de la leche parcial
VTP3 Producto de hidrolizado de caseina intenso (Nutramigen™)
VTP4 Férmula de aminoacidos
VTP5 Producto de hidrolizado de suero de la leche parcial
VTP6 Producto de hidrolizado de caseina intenso
VTP7 Producto de hidrolizado de caseina intenso
VTP8 'Producto de hidrolizado de suero de la leche intenso
VTP Base de leche entera
VTP10 . Base de hidrolizado de caseina/suero de la leche parcial
VTP11 Base de hidrolizado de gaseina intenso
VTP12 ., Base de aminoacidos
VTP13 Control proteina de leche entera
VvTP14 _Concentrado de proteina dé suero de la leche al 35%
VTP15 Solo hidrolizado de caseina intenso '
VTP16 | Sdlo hidrolizado de caseina/suero de la leche parcial
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Figura 2:
Peptido : SEQID
Secuencia . Lo pl _ ™
/Proteina \ (aa) {kDa)
Casi1 RPKHPIKHOGLPOEVLNENLLRFFVAPFPEVG | 32 8.22 3.75 NO: 1
FGREKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEA .- NO: 2
Cas2 33 418 . |3.70
ES
|SESEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYEQL ' ND: 3
Cas3 36 480 4.21
LRC
CLEKKYKVPOQLEWPNSAEERLHSMKEGIHAQD NO: 4
Cas4 : 34 B.14 3.965
KE
CPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGA -
Cas5 el 35 4.14 4.24 Oz
WYYy
PLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW | - MNO:
Casb c 33 3.92 3.60 ®
RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFP NO: 7

EVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIK
QMEAESISSSEENVPNSVEQKHIQKEDVP
raS1 SERYLGYLEQLLRLKKYKWVPOLEIVPNSA
caseina | EERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAY
FYPELFROFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQ
YTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLWHH
HHHH

208 5.35 23.80

KNTMEHVSSSEESIISQETYKQEKNMAIN NC: B
PEKENLCSTFCKEVWRNANEEEYSIGSSS
EESAEVATEEVKITVDDKHYQKALNEINQ
raS2 FYQKFPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRN
caseina AVPITPTLNREDLSTSEENSI{KWDMESf
EVFTEKTKLTEEEKNRLNFLEKISQRYQK
FALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIP
YVRYLHHHHHH

213 8.35 2517

GVFNYETETTSVIPAARLFKAFILDGDNLF NO: 9
PKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISFPE
GFPFKYVKDRVDEVDHTNFKYNYSVIEG | 159 5..4' 174
GPIGDTLEKISNEIKIVATPDGGSILKISNK

YHTKGDHEVKAEQVYKASKEMGETLLRAY

rBety
ia
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Péptido - - Longitud PM SEQID
Secuencia pl S

[Proteina _ (aa) (kDa)
ESYLLAHSDAYN

Phl pS5- ' NO: 10
CGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAA

péplido ' ‘| az B.18 3.03
LTSK i

1 -
RPKHPIKHQGLPQEVLMNENLLRFFVAPFP NOs: 11
EVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIK _ oy 12
QOMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVP :
SERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSA
EERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAY
FYPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQ
YTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW

7-91 2297
na y 199 y y y
: 7
caseina | KNTMEHVSSSEESISQETYKQEKNMAIN | 20 &4 24.36

PSKENLCSTFCKEVVRNANEEEYSIGSSS
EESAEVATEEVKITVDDKHYQKALNEINQ

FYQRFPOYLQYLYQGPIVLNPWDQVKRN
AVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMEST
EVFTKKTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQK

FALPQYLKTVYQHQRAMKPWIQPKTRKVIP
YVRYL
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Figura 3:
Sinfomas
PacienteEdad Sexo Pais relacionados ,f;tm-“ IgE total €M (kUAN
con rglas (LA o 5PT
MC Sty f A - g Ao B.16 <0.35
AG 20y f A ne g 918 =035
MNo ap 2ty m A no no B.B9 <0.35
alergicos gy aly m A no ne 27 <0.35
Vo 3y i A no no nd nd
KFI 24y f A no o 28.3 nd
ES 22y f A Sy PO, gato, parmo, huevo de galina, Acaro, avellana 3350 2855
VW 2dy f A e} PO 458 G.28
CMtA RD 43y m A AD, asma dcaro 146 286
KK Oy f A AD, Sys PO, huevo de galling, soja, caro, mohos, nuecas 2528 62,6
GE 3y m A AD, Syi mohos, parmo 113 <0.36. SPT
GM 3y m A na na nd 0.76
ML 4y 1 A na na nd ng

*Abreviaturas usadas en la figura: v, affos, f, femenino; m, masculino, A, Austria; Sintormas: Sys, reaccionas
sistémicas; Gl, sintomas gastrointestinales; AD, dermatitis atdpica, alérgeno (fuente). PO, polen; kU, IgE
total en kilounidades/litro; kUAJ, IgE especifica de alérgeno en kilounidades de antigenoflitro; CM, leche de
vaca, SPT, prueba de pinchazo en la piel, na, no aplicable; nd, no realizado.

Figura 4:
Individuos no alérgicas Pacientes alergicos a la leche de vaca
leche Mc | A | aB FH ve | ¥Fl | ES vw | RD KK GE GM | - HL
muestras | wo/p [ wo/p | wa’p [ po/p | po/p [ 1olp fna/d {uolp [palp { ualp [ wa/d | ualp | nolp |
VTR nd £ 53 | 87 nd nd 22 | 43 2.8 22 185 58 59
VIFZ ngd B0 | 45 47 ) md nd 1.1 45 -)- 28 1.8 276 | 57, | ae
VTP nd | <28 1.1 1.4 id nd 0.5 1.4 1.5 [ &2 18 18 |
YTF4 ng 0.7 1.5 1.3 nd nd 1.0 0.9 1,1 0,7 BB 1.1 1,7
VTIPS nd 9 g ) 43 nd nd 20 27 1.7 13 (A 1] a7
VIFG 26 §-37 | 28°] 43 ) nd nd 16 | o7 ) 16 | o6 | a5 | 300 | 22
YTFT 1,5 .34 E-N:Y b nd md 1.5 1.3 |- 25 0.8 28 =H an-
VIPS or "2 | 22 1.1 [T nud 5.1 0.4 0.8 04 28 1.6 1.0
YTFS 1.0 4.1 4.8 27 | 20 nd 1.1 3.4 4.0 1.8 Rlnk:] >T .- 33 |
VTPl 68 |40 | a9 | 2.4 38 |LTd 16 | 33 f-ar ) 1z | e |0 oS0 a2
VTP o8 | 23 1% i3 | 24 | .24 [E 0. 0.8 o5 27 1.7 15
VTP (18] 1.4 25 1.5 1.5 1.8 L] 0.8 1.2 5] 1.3 0.8 [ K]
VTIP3 4.3 1.6 25 1.7 23 1.8 1] 1.7 24 05 IJE 1.8 2.0
VTP14 42 1B S5 1 sor]- 43 1 &R 14 a0 |- 58 | 27 113 EB 52 -
mﬁ 0B 1.5 TZL.!- E.? 0.7 1.8 11+ o4 1.3 03 [HL ] 1.0 0.3
VTP1i6 71 A8 4.1 22 19 |- 3.8 ¥4 0.8 3.7 1.1 78 1.8 2.3
max S iL-2) 113 | 33 63 a0 | 59 |- 130 6.4 £3°1 o4 S 268 18.2 78 - ]
ezt caseina 1.1 18 | =0 0.2 40 | 4D 0.2 0.7 0.8 21 | 38 3.4 15
ros2 caselna 27 a0 | 48 | 12 5@ T2 07 | 24 a4 | 21 5.4 38 31
ne caseina el | 14 1.6 0.8 1.3 1.5 6.7 1.4 1.7 i1 0.8 1.3 0.8
rBetv 1a £1 |- | 30.] 24 ] 15 | 27 1.8 16 |. 58 05 74 nd 155
“t-péptil:lu'l [+E ] 1.0 1.5 E.'E (<] 0.7 nd 0.6 1.4 03 ngl [al=] e
[a=tpéptidoz nd nd 14 | o 18 1.1 nd 08 1.6 0.9 nd nd 448 -
aelpéptidod o9 1.2 za ] 13 1.2 0.8 nd 1.1 1.1 [% 0.6 nd_ 1.0
ost-pEplidog nd nd e 1.1 16 1.5 it 0.3 1.2 05 20 nd nd
u;1.£é|:_rg'dﬂi 0.5 1.3 i 0.7 1.2 1.1 nd 0.3 a7 0.4 1.3 nd rud
wed-péptidod o4 o8 | no 0,7 18 0.8 nd 0.8 06 6.5 nd | nd nd
os1.mez. péptid 0.5 12 15 0s | 18 16 08 [ ) 1.3 nd ol il 20 |
1P p 5-préptido1 0.5 13 31 67 16 | 0.8 18 0.5 1.0 s | 08 nd 0.8 |

Concentraciones usadas para la estimulacion: muestras de leche: 10 pg/pocillo; proteinas:
5 pofpocillo; péptidos: 1.6 po/pocillo y mezcla de péptidos: 0.26 ug por péptide/pecillo. nd, no
realizado; max Sl, indice de estimulacién maximo con IL-2,

Se destancan en gris todos los indices de estimulacién = 2.
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Figura 5:
IL-2
NA
100
. FK
80 4 . AB
---5 &0 4 ~ i L AG
£ 40 - L . x " . & MC
. s 2 = =« X . .® & t & § xVC
20 4 L & e & ¥ & 2 s 3 i o é
i ¥ ., x £ ¥ 2 .k ® X x s KFl
v} T ey * T ™ T T 1 T —- ™ T T T
1] 1 2 3 4 5 € 7 8 8 1w 1 12 13 14 15 16 17 18
iL-2
100
80 4
‘E‘ 60 4
=% 4ﬂ- A 5%
- -1 » & L] B
20 A A B - o ] & g x T
(EENEEEEE NN RSN
V] 1 2 3 4 5 6 T 8 g 10 11 12 13 14 15 16 117 18
intervalo de deteccion: 3,2-2350 pg/ml
IL4
NA
100
* FK
80 | AR
E 60 - & AG
e 40 x MC
20 - . : = VC
0 l—= L0 n_ = & s e » 3 9 5 ¢ 5 | LKA
1] 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18
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IL-4
‘CTMA
100 ;
ﬂﬂ-l : I . + ES
5 a KK
f— Eﬂ r
E i aww
2 404 - %RD
20 4 = GE
ol—% ® ¥ ¥ § = = 5 » » 9§ . » = _®» 8 5 5
o 1 2 3 4 S§ .6 T B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B
intervalo de deteccion: 3.5-2575 pg/mi
IL-5
NA
e » » FK
200 4 m AB
£ « a " 4AG
o 100 4 [ - - xMC
a = A ] ®
so{ & @ Y I 6 xVC
: e . &t 8 4 . I 3 = ¥ 8 , 5 5 8 o kF1||
o 1 2 3 4 & & 1 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
IL-5
CMA
250
200 A +ES
i u KK
E el ) - : AVW
2 100 - a & . - o
= a -
50 4 ﬁ. L] - : . L ! i * * = : : & "] zGE
ol = ¢ & . % 3 s 5. ¢ 8. ¢ o §.
o %+ 2 3 4 & 6 T B B 10 1 12 13 14 15 16 I 18

intervalo de deteccion: 1.8-1400 pgﬁ'ﬂl
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IL-6
5000
’ & : [ ™ ]
4000 - . . n
g MW 1 = T -
E?ﬂﬂﬂ- . " = ! n
10&0 9 . . »w . x L] ‘
1} —'-—l—-—r—-':"—'—’t\"‘—r-'“'—g—'—*‘-"‘-; v % *—-""—-a ..‘ =T i - I‘- i
0 i 2 3 4 § 6 7 3] g 1 1 12 13 14 15 16 17 18
IL-6
CMA
5000
woi g, : : 2 . ~ER
= 3000 4 ' % malt
E . X v
azmn. ” a VW
(- ; t xm
1000 5, & = x GE
0 R P — g i s i ® &
0 1 2 3 4 5 6 7 B ] 1w 11 12 13 14 15 66 17 18
intervalo de deteccion: 5.5-4000 pg/ml
IL-10
NA
140
120 | * FK
100 A x = AB
E 80 4 L] a & AG
S 60 . s " % MC
awy 0 ow 8 . s = * a4 g x VC
ol 2 2+ (3 3% :x 2 o388 |[w
[1] 1 2 3 4 11 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1% 17 18
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IL-10
140
'2“' *
_|'I‘.II:|- . +
E 801 - x x
2 60 - x %
40 - .
20 1 N = -~ : > * '! E - . ' Tl ;1 -
bt K % Rop_ o . § . -0_§
1] 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

intervalo de deteccion: 3.1-2250 pg/mi

IFN-gamma
NA
2500
* + FK
2000 1 a . . ks
E 15001 . a A s AG
2iw00{ = * s s t ;¢ ¢ ® » MC
so0{ = = : . = o & . x Ve
- ) - x e
0 — ——tx 3§ 5 ° s . e > KFl
0 1 2 3 5 6 7 B g 10 11 12 13 14 165 16 17 18
IFN-gamma
CMA
1000
800 4 ’ g + ES
£ 600 i : " KK
E i & VW
E 4MJ I X - &
] % * & * D
200 x ¥ = & ¥ z x GE
ol 2+ 2 & % x £ o T % o oo x ¢+ o e . |
0 1 2 3 4 ] € 7 B 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18

intervalo de deteccion: 2.9-2100 pg/mi
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TNF-alfa .
NA
5000
*FK
4000 - % AR
E 3000 1 ¥ & AG
& 2000 - . . x MC
1000{ = o e 5 . ' b EVG
it 8 o g 2 o 0 x F ¢ 4 8 5 Vg oLl
o 1t 2 3 5 6 8 9 10.11 12 13 14 15 16 17 18
TNF-alfa
CMA
5000
4000 - ' *ES
- = KK
£ 3000 4 ;
E
5 a VW
2 2000 G R
0001 z . ¢ x GE
-
0 T % o 5 — B § » £ ® 5 o o E i
06 1 2 3 4 5 6 718 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
intervalo de deteccion: §.3-3800 pg/m|
GM-CSF
NA
1400
1200 , 2 * FK
1000 - x = AB
E so0q e x s AG
@ gop{ o = " . D % x MC
a04 * s 30F & 0B 4 & e z X xVC
200 1 * " - . © e - & & + .
' s . * 3 — % e & 4% | lxnA
0 1 2 3 4 5 6 T & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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GM-CSF -
CMA
1400
1200 +ES
1000 e
E 800
2 6001 2 5 Z 5 . ‘ VW
400 - & b % 1 E » E *RD
200 - xE = B - = x GE
"l 3 s yag® "o f Vg [
o 1 2.3 5 6 T 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18
intervalo de deteccion: 3.3-2400 pg/ml
L-12
- NA
200 [eFx]l
150 4 = AB
.E & AG
Ewu x MC
50 @ ¢ B ¢ ©B £ O ®E ®E =E E = = = @& = = ZVC
0 * KF|
1] 1 2 3 4 5 L] 7 B g 10 11 12 13 14 15 16 17 18
IL-12
CMA
200
A + ES
1
” 50 e
= 100 4w
(=9
s0 " = = = = = ®m = ®E ®m = ®=m 8 ® ®m &8 @®m * RD
x GE
) 1 2 3 4 5 6 7 8 g9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

intervalo de deteccion: §7-41500 pg/mi
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IL-13
NA
500
3 & FK
400 1 w T - = AB
T 300 4 _ = . . . |s AG
2200{ e« g . . . s % ¥ MC
4 'y
4 - L ] A .3 . = VG
m: * o 8 ¢« a 2 o 2 8 § E E e . * KFi
0 1 2 3 4 5 6 T B 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
IL-13 .
i CMA
500
400 4 ! % ’ * ES
=300 " 5 i :m
E ; ,
2 200 1 4 : R ; i . : ah
. 5 -] -
W] & P 3 gt o 2% 2 2 2 ¢ & %} x GE
0 . ———s ey ——————————————
0 1 2 3 4 5 ] 7 g8 9 10 11 12 13 14 15 16 117 14
intervalo de deteccion: 47-34500 pg/m!
TGF-beta 1
NA
14000
12000 1 . = = * FK
10000 1 . = AB
E 8000 | . , - ) . & AG
= ¥ LJ = -
F & x
oy ¢ 20 g 08 9,88 g gc * KFI

b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18
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TGF-beta 1
14000
12000 A
10000 1 2 .
E E - & *
"'E‘: 8000 e & T e & L F: -
g 6000 - r i v i . e
x o
4200 1 = x : Sl : E r X x % x X i
2 Dg 1 e a @ &8 2 8 e g 2 B ¢ H © £ o © 5
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
intervalo de deteccion: 33.3-24300 pg/ml
TGF-beta 2
NA
500
. FK
400 - = AB
E 300 - & AG
2 200 - % MC
= VC
100 A E & e £ & £ ® ®m = ® ®m ®E ®m m E =
0 s KF|
(] 2 3 5 5 6 7 B 9 10 1.1 12 13 14 15 16 17 18
TGF-beta 2
CMA
500
400 4 + ES
E 300 - n KK
o & VW
a 200 - % RD
100 - E ® ® ®= = ® ®= = ®E E ®E ® & ®B E u x GE
u L L] L] L 1 L T T L] L) T O T v T
0 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

intervalo de deteccion: 17.4-12500 pg/m|

30



ES 2 524 067 T3

TGF-beta 3 NA
1000
] + FK
800 4 = AB
£ 600 1 o AG
B,
a'4001 . 5 o o e € € &8 B ® ®m ®m = . W
200 4 = VC
» KFI
'U T T T T T ™ T T T T " -y
0o 1 2 ‘ﬂ 4 5 6 7.8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
TGF-beta 3
CMA
1000
80D 1 « ES
T 600 " KK
& . a VW
o .400 4
B = = = ] = = e E = . [ E = & © a x RD
200 - = GE
U T T T T T T T T r T T T n pe——r
1] 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 91 12 13 14 15 16 17 18

intervalo de deteccion: gg.3-49850 pg/mi
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Figura &:
a
Experimento de tolerancia
aovTP13
70000 od
60000 - EVTP13
50000 3 pg/p
E. 40000 oOvTP14
2 3poo0 10 pgip
2”“; T mVTP14
1000 o ] 3 pglp
L-2
) as 1-Pep 1 a5 1-Pep 3 Phi p 5-Pepl e 4 U
induccién de 3 ugip 3 ug'p 3 pgle P
loberancia con == .

b
Expermento de tolerancia estimuladas con;
oviPi13
10 paip
HVTP13
- 3 pglp
0w ovTP14
10 pgi
mVTP14
3 pglp
induccién de as 1-Pep 1 as 1-Pep 3 Fhil p 5-Pep1 oiL-2
tolerancia con == 3 uglp 3pgie 3 uglp 4 e
Cc
Experimento de tolerancia
50000 —
— . Dra51-caselna
40000 — ] '—|—' 5l
] L ]
30000 || | ®mraS1-casein
E 25ug'p
o
© 20000 1 [onz
10000 4 - -
W o, .
0 - 1 -
induccinde a5 1-Pep 1 a$1-Pep2 o5 1-Pep3  Phlip 5-Pepi VTIPS VTG
tolerancia con => 3 pgle 3 pgtp 3 pglp JIpgle 15 pghe 15 pghy
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d
Experimento de tolerancia
estimuladas con:
20 - .
’ O raS1-caseinal
.13 : 5 uglp
16
® rosi-caseing
14 25pugip
12 —
- on-2
w 10 —
] — ¥
6
1 ‘e o’
T L L]
induccionde  aS1-Pep1 as1-Pep2 aS1-Pep3 Fhl p 5-Pep 1 VTP8 VTP16
tolerancia 3 uglp 3 uglp 3 uglp 3 polp 15 uglp 15 uglp
con ==
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_ Figura 7:

Uo9 e|oUEIR|0}
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v0 | 92 Joszz | ooy | 222 ba | 2618 | osoe | 84 £l e0 | 68z | o0l | lov 6H bdIA
00 s1¢ 06¢ 86¢ 53 00 a8 |- o¢t 8zl £h2 70 | cest 200z | €021 LdIA
0 | 684z | 6eec | 8Zst €0 | zyop | v06Z | 08E9 ¥Q | 00sc | sesr | 9.9 | ecov PLdIA
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Figura &:

Puntuacian | PEPtides identificados dentro del hidralizado Z0002 Puntuacién dg. Puntuacidn
iénica hidrofobicidad de amargor
&5 HQPHQFLPPT -1,67 1414
&3 HOQFHQPLFP -1,78 1522
61 YPFPGPIPN -0,48 2107
56 PFPGPIP . 0.07 2300
53 YPFPGPIP =010 2371
S0 PFPGPIFN -D.38 2011
46 PFPGPIH -016 1937
46 PFPGPIFNSLPQ + Desamidacion{iG) 043 1756
45 YFEPGFL 0.11 2336
43 FPGPIPN =020 1924
40 MHOQPHQPLPPT + Oxidacion (M) -1,35 1404
39 PEFPGPIPNSLP «Desamidacicn(Ng) 0,15 1925
33 SWMHQPHQPLPPT + Oxidacion (M); Oxidacidn (HW) -1.27 1422
35 HRGHPIG + Oxidacion (HW) -1,26 1046
32 NILNSE +DesamidadionNQ) 0,50 993
31 HKPHFECQPL + Carbamidemetilo  {C) -0,88 1412
30 E‘:ﬁ:::fﬂl:ﬁw;lmﬂﬂﬂu + Desamidacidn  (NG):; e ‘o1
29 MLEVPKF +Desamidacién (NQ) -1.01 1653
23 PLTGWRVF + Oxidacién (HW); Fosfo  (5TY) 0,34 1694
28 FSTQERSGAP 112 70
a8 HIDGTP -158 757
27 PGEVEP =107 1338
7 MHQPHQPLPPT « Oxidacién (HW) -1,35 1404
26 QRHNGQP +Desamidacidn (NG -2.83 523
26 PMGPAGLP 024 1539
26 LMPGPLR 0,20 1730
26 :-';:HDDNNN\'ATAP'STE + Desamidagidn{NQ) Fosfo 1327 762
25 ETTFFLT -0,09 1366
24 MQATRP + Desamidacién{NQ) =200 735
24 PFVFFPISG 0,14 1838
24 PSQTLSLTCSVS 0,38 841
24 ALEWLGSIDTGGNT + Oxidacién (HW); Fosfo (STY) 0,06 967
23 | PLPCSAP 036 1578
23 PSGPQCL -0.23 1086
23 PHOFPLPPT -1,25 1718
23 HRAADEVSA 0,63 884

35




ES 2 524 067 T3

23 PGPELVEFPSQ +Desamidaciin (NQ) -0,93 1491
23 LFLLP - 1,64 2500
23’ LFLIP 178 2610
22 MSINT + Oxidacion (h) 0,28 948
t22 FSLNT ’ ' 0.32 1108
_22 SLCPO +  Fosfo (5TY) 0.08 996
22 LMELBE 0.15 1643
22 LLLGRRAGFP 0,02 1469
Fal EMPVPL + Oxidacion (M) 0,53 1867
21 RETTPF =2,27 1263
21 PRDGAES -1,79 744
21 .PRDYT + Fosfo {5TY) =2,32 1440
21. | PSQTLSLTCTVSH + Desamidacion(NG) 0,09 206
21 QSWMHQPHQPLPPT + Desamidacion{NQ) -1.43 1313
21 FPGF] 0,74 2172
21 MPGPL + Oxidacién (M) 042 1792
20 MIPMT « Desamidacion{iNg) 012 1454
20 PEGSSA + Fosfo (5TY) 017 1013
20 PSSNILF + Desamidacion{NO) 063 1533
20 TGLWPINT « Oxidacion (HW); Fosfo (5TY) _u,m: 1485
20 QWGHNHSGLSET + Desamidacian{NG) -1.26 625
20 FPVPGAMLLLLLGLL + Oxidacidn (M} 193 1901
19 l_:'.‘rEEHP «Desamidacidn{NGQ) -3.12 as50
19 HFIQML + Oxidacidn (M) 105 . 1623
19 DEDDLLFP -1,20 1531
19 HFNHIVEPSGFA -0,38 1238
19 LLDEMOGYVEHEA -038 1285
19 ‘:f:;fﬁggm +Desamidacidn (NGQ); Oxidacidn (HW); 0,04 1368
139 PFFGPI 0,35 2247
18 PQPDFAS -1,54 1296
18 YPFPIF . + Fosfo (S5TY) 0.93 2730
18 POQRGPVPGA -0,84 1212
18 SQLANLTQ + Fosfo (5TY) -0.33 720
18 PESRFSASRSG 0,96 762
13 PSRFSGSRDA =117 aBg
b1} SVPPYRHGVSVV+ Fosfo  (STY) 0,22 1348
18 FAQRPORGLYQAD + Desamidacion{NQ) -1,58 1053
ia ICAEKI'CAHP -0,74 1317
17 LGPQMA + Desamidacién{NGQ) -0.57 943
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17 KCOPPH « Desamidaciénguoy) -2,00 1357
17 RIPSCCE 0,27 1283
17 ENMGGRE + Oxidacian () -1,71 741
17 DRVENF -1,40 1153
17 PHLWSAP . =040 1631
17 AGEEPAGR «1.29 739
17 PNGVLEY 0,33 1449
17 | TRKLACL+ Foslo (5TY) 0.40 1177
17 QGKCGPFPT1 0,67 1267
17 PRHLHALVGP 0,09 1423
17 KTGRAWTNFALE +Desamidacién(NQ); Fosfo (5TY) -1,11 1378
17 EAQTLACPKEPCRECG 0,93 828
17 LMPGPL 098 1857
17 SDIFHE] -0.29 1673
16 ASAPK +3ulfatacion (5) -0.54 1124
16 LITGLP 1,57 1812
16 LLASLP 1,80 1775
16 LEDLP 0,40 1746
1& S5NHNI +Desamidacidn{NQ); Sufatacian (5) 0.82 06
16 PGLOES -1,00 922
16 PNEDRT 2,88 B12
16 SATVGFGS + Fosfo  (STY) 0.71 6949
16 DHKNVERG -2.56 693
16 DHQORKL -2.53 894
186 PGEALTDPLP -0,35 1496
16 TARCFCQIQV + Fosfo (STV) 0.32 903
16 PREGAPGALSPSYDGGLHG 0,59 1132
15 PSDPHT =1.90 1127
15 PGOQSCGHERP -1,74 4954
15 PTGVHAN -0,53 780
15 VLNMPP + Oxidacian (M) 0,53 1773
15 HMNPSESA -1,43 BE1
15 PVTAGASY 1,06 983
15 PVOCDGP + Desamidacidn{bMQ) -0,56 1053
15 KPSOTLS -1,07 994
15 HLARVPA 0,53 1346
15 FEIAGEW 0,51 1489
15 ELALFTPQE o 0,56 1361
15 PLTGLWEIN +Desamidacion{N Q) Oxidacion (HW) 0.34 1831
15 EVLNNMEPHI -0,70 1191
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15 DHEFFFQM + Desamidacidn{NQ) =131 1318
15 QLLSNQILLP ' 068 1510
15 MGVATGTRIVIHKGACI 0,56 943
15 ELAAEPTSSONIQDEV + Desamidacian(Ng) 0,25 1134
15 LSLTCTVSGESLSNYGV 0,88 1011
13 GGIPKTK -0,91 1290
15 IEDFEA -0,30 1490
14 FEPRL -1.56 1978
14 PSSNM + Fosfo (STY) -0,96 798
14 QDFYR -2.88 1332
14 QHHCVF =080 868
i4 HFSWE + Ozidacién{HW) 41,17 - 1348
14 HFDDTS -1.48 785

14 FFSTVVP 0,93 1679
14 WLPQGH + Oxidacion (Hw) (-0,97 1407
14 RDPLFR =198 1610
14 PASIRCL 0,81 135%
14 PEGESKD -2,51 964

14 PPVPLTAP 034 1970
14 IPGMPGLP + Oxidacidn (1) 0,58 1819
14 WVGRPIP =004 1847
14 SPLFLGK + Fosfo (5TY) 0.53 1664
14 HNPHHSOQW + Desamidacidn (NQ); Ozidacidn (HW) -239 936

14 PPAPAEPRSA + Fggfp  (STY) -0.58 1399
14 RSTGVPSRES + Fosfo (3TY) -0,71 Bag

14 IPGSEKAALGY + Fosfo  (STY) 0,00 1312
14 | RINVAVIRAR+ Fosfo (5TY) 012 1043
14 QIRTCRSTGSWS +Desamidacién(NQ); Fosfo (STY) -0.88 694

13 DMILDL + Oxidacion (i) 117 1698
15 PPCGT+ Fosfo (STY) -0.36 1136
13 PGGSTP 4 Fosfo  (STY) 0,92 953

12 FHDQF 1,80 12432
13 VNISGGSF 0,70 923

13 PQRSLVSEV 013 1141
13 HS-ELPSIS'I‘f Fosfo  (STY) 0,61 768

13 SKALHFE + Fosfo . (STV) 0,43 1199
13 PLQLQVEAP » Desamidacioningy) 0,01 1428
13 FDRF3G5SRCG =112 735

13 HMFMYTLR + Oxidacian (M) 0,53 1803
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13 IDGEWTSAPFI <020 1498
13 ACHPHPHLSE + Carbamidometilo {C) 0,27 1258
13 PGIPP =0,14 2166
13 IPHPT 0,46 2234
13 IEVEL 1.10 1636
13 NQPMLP + Oxidacian (M) -0.75 1475
13 LEMPLP + Oxidacian (h) 047 1388
13 VEMPFE + Oxidacian{M) -0.68 1555
13 RRQDVR -2,72 720
12 PONAA -1,00 724
12 PQCAE 0,85 760
12 PLQSE -1.12 1106
12 QPGSQQ 2,22 393
12 PNDTFT -1,93 1108
12 SEMLAP 0,27 1277
12 TDGTSLP -0.56 929
12 TECQLP -0,50 988
12 PQREAR -2,32 1222
1z VGGYOMS -0.04 B82%
12 PVAEPSF 0,13 1693
12 EFPPSDT -1,33 1487
12 HKRPEHE -3.37 1075
12 IQEVHSLPKMS + Oxidacidn (M) -0,86 1515
12 PHGALQSE -0,93 BaS
12 LLEMQOT -0.24 990
11 DOGAHV + Desamidacidn(NQ); Oxidacian(HW) 0.77 560
1 -GSGAGQPV 0,14 623
11 SSDRFS -1.27 673
11 IIPMGIL 2,46 2179
11 TPGGPGGPE -1.18 983
11 VEVGLOTS 0,75 778
11 PLHNMVPK 0,10 1734
11 HEFSWEV 0,23 1405
11 MPHHLRA +Oxidacién (HW) -1,49 io70
11 SGVFPRHFS 0,54 1034
11 PYWSSAYLPOL + Carbamidometilo {C) 016 1448
11 VVGGLLI 2.81 1593
11 VAAALLL 3.00 1591
11 QCKFLP 0.02 1515
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11 EVANFLL 0.71 1488
11 DALSSVQES -0.24 661
11 DIMITGLSK 0,60 1353
11 DTVPLDGSTLTFPSIQNA + Oxidaciin (M) 0,28 1211
10 SNSVD + Fosfo (5TY) -0.88 450
10 PFPQEG -1.30 1390
10 LFMNFED = -1,65 1457
10 GPIYGMT 0,29 1457
10 QPFGQFTL 0,44 1133
10 PGRKAVHV 0,43 1183
10 FSLLTPQGP 0,29 1453
10 | GPPAQAQETHN 163 725
10 SQRCINTHGSYKCL -0.66 814
10 QDVFVQ 0,12 1062
) SKSTAA 0.43 580
9 QDPDE -3.12 230
] AGEEPAG -0.83 740
9 VNHANT -0,62 557
9 HETFCA 0,95 Ba7
4 VSWVRQ + Oxidacian (HW) 0,22 1175
9 EEFFLGF =057 1630
8 GNKDPAG -1.59 553
8 FVDGHAL 0,16 1214
) WGQGLR 098 1008
8 POQEAVPY -0,84 1704
8 POQALASLE 0.98 1108
8 YPHEEI -1,72 1873
8 TVMFFPQ 0.21 1603
B VLGSLLPGEP 0.73 1478
8 ELAQMLPGVG 0,64 1313
B FIQYVLSRY 2,06 1790
. LPLP 110 2520
a IF1P 145 2785
& IPLP 1275 2658
a8 LFIP 128 2658
8 DFLP 028 2058
. OFIP 0.55 2195
B DAFFR -1,00 1454
B WGPTFLP -0,43 1560
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7 LLLVI 4.02 2384
7 - | PQGKSD .2.28 767
7 | PRPFSPIST 097 1633
7 QREHAASVE -1.03 832
7 PDRESGTHS -1.49 951
7 HLAPAP 0,17 1603
7 DEPEAR -1,42 1303
& NGCVTGH -0,21 374
6 PGTLAHSGVYR 0,28 1095
6 "LDFP 038 2058
6 VSMRL- 0,92 1236
6 QANLWCLSRCA 0,27 505
5 PGSPGLV 046 1341
5 LPPT -0,03 2025
5 METP + Oxidacion (M) -1,08 1465
3 DFILLN 1,32 1832
5 EDLPGVS 064 1423
5 PSNVLSPTP -0.29 1387
4 HLPLP 0,24 2116
4 GRKDT -2,60 642
4 TOPMQATGGPK 113 926
a CMEVSISLTVG 132 1093
3 YAVGWVRQAPG -0,05 1269
3 QTAVL 1.12 1036
3 EIFLF 0.32 2236
2 LEFLP 0,18 2126
3 IQSLPGIP 0,61 1693
3 QQKYPEKQDT -2.89 972
2 MGSVTPEDT . -0,57 847
2 HQPLPPTVM + Oxidacion (M) 2026 1568
2 DGAHRNDDET -2.45 456
2 DILTVT 1,27 1417
1 LRLFPQIKG 0,11 1690
1 HRGMYRCQV + Carbamidometila (C) 0,98 858
1 TNTTRQGLQIEVTV 0,386 829
1 DSELPT -1,05 1102
1 LPPLTIQ 0.67 1913
<1 DLEQGPAP -1.06 1173
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