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DESCRIPCION
Colageno V para su uso en el tratamiento del asma
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para su uso en métodos para el tratamiento del asma. En
particular, la invencion se refiere al tratamiento del asma mediante la administracion de colageno de tipo V (colV) o
sus fragmentos tolerogénicos.

Descripcion de la técnica relacionada

El asma es un trastorno heterogéneo de las vias respiratorias que afecta a millones de personas. La inflamacion,
hipersensibilidad y obstruccién de las vias respiratorias caracterizan la afeccion. La enfermedad a menudo provoca
espasmos del sistema de musculos lisos bronquiales y afecta al tracto respiratorio superior e inferior. Existen varias
formas del asma, que se caracterizan por diversos grados de gravedad. El asma leve, por ejemplo, se define como
breves episodios de respiracion sibilante, con o sin disnea o tos. El asma moderadamente grave se define como una
respiracion sibilante y disnea, y puede presentarse con o sin tos y expectoracion, pero, en general, interfiere con las
actividades diarias y/o el suefio. El asma grave se caracteriza por una incapacitacion debida a la disnea, y el
paciente que lo padece generalmente es incapaz de comer o dormir con normalidad, estd muy angustiado y se
agota con frecuencia. Un trastorno denominado estado asmatico es la forma mas grave del asma y, en general,
requiere cuidados hospitalarios intensivos e incluso puede ser mortal. La enfermedad puede aparecer como
resultado de mecanismos alérgicos y no alérgicos.

Aunque existen varios tratamientos disponibles para aliviar los sintomas y las molestias asociadas con el asma, no
existe cura. Ademas, los tratamientos actuales a menudo provocan efectos secundarios que exacerban las molestias
y precipitan otras condiciones debilitantes. En general, el asma leve se trata con farmacos beta-adrenérgicos, asi
como con antihistaminas, en especial en el caso de nifios, para evitar o anular los episodios esporadicos. El asma
grave y moderadamente grave se tratan, en general, con agentes adrenérgicos y broncodilatadores, asi como con
corticosteroides. Otras acciones provocadas por los agentes antiasmaticos que limitan su uso amplio incluyen
cefalea, fatiga, xerostomia, nerviosismo y, en algunos casos, adiccion y abuso de sustancias. Recientes avances en
la comprension de la patogénesis y el tratamiento del asma se analizan mas fondo en Am. J. Respir. Crit. Care Med.,
2008, 15 de mayo, 177(10):1068-1073.

Debido a que el asma esta igualmente extendido en nifios y en adultos, son necesarios agentes que puedan tratar la
enfermedad o, al menos, aliviar los sintomas que acompanan a la enfermedad, sin provocar efectos secundarios no
deseables. La presente invencion proporciona composiciones y métodos para el tratamiento del asma y otras
ventajas, tal como se describe en la descripcion detallada.

Breve sumario de la invencion

Un aspecto de la presente invencidn proporciona un compuesto para su uso en un método para tratar el asma, que
comprende administrar a un paciente con asma una cantidad terapéuticamente eficaz de colageno de tipo V, o uno
de sus fragmentos tolerogénicos. En una realizacion de los métodos, el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos
tolerogénicos, se administra por via oral, y puede administrarse a una dosis de entre 0,1 mg y 0,5 mg. En otras
realizaciones, el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por via intravenosa,
mediante instilacion intrapulmonar, mediante inhalaciéon o por via intramuscular. En otra realizacion mas, el método
comprende ademas administrar al paciente con asma un corticosteroide, un broncodilatador y/o un modificador de
leucotrienos, u otro tratamiento conocido para el asma.

Otro aspecto de la invencién proporciona un compuesto para su uso en un método para prevenir el desarrollo o el
empeoramiento del asma en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar asma, que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos. En una
realizacion, el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por via oral y, en ciertas
realizaciones, puede administrarse a una dosis de entre 0,1 mg y 0,5 mg. En otra realizacion, el colageno de tipo V,
o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por via intravenosa, mediante instilacion intrapulmonar,
mediante inhalacion, por via intramuscular, o mediante una combinacién de una o mas de estas vias.

Un aspecto de la presente invencion proporciona un método para identificar un paciente con asma como candidato a
una terapia de tolerancia al colageno V, que comprende poner en contacto al menos una porcién de una muestra de
sangre del paciente con colageno V, o uno de sus fragmentos antigénicos; y medir el nivel de anticuerpos que se
unen al colageno V, o uno de sus fragmentos antigénicos (es decir, medir el nivel de anticuerpos especificos del
colageno de tipo V), en el que la presencia de anticuerpos unidos al colageno V es indicativa de asma. A este
respecto, el nivel de anticuerpos especificos del colageno V puede emplearse junto con otros factores clinicos, tal
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como se describe en el presente documento, en el diagnéstico del asma. En una realizacion, el colageno de tipo V, o
uno de sus fragmentos antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realizacion, la medicion comprende poner en
contacto los anticuerpos que se unen al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-
IgG marcado con fluorescencia; y detectar, mediante citometria de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-lgG marcado
con fluorescencia unido a los anticuerpos unidos al colageno V.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para identificar un individuo en riesgo de desarrollar
asma, que comprende: poner en contacto al menos una porcién de una muestra de sangre del individuo con
colageno V, o uno de sus fragmentos antigénicos; y medir el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o a
uno de sus fragmentos antigénicos (es decir, medir el nivel de anticuerpos especificos del colageno de tipo V); en el
que la presencia de anticuerpos que se unen al colageno V se asocia con un riesgo mayor que el esperado en un
individuo sin anticuerpos que se unen al colageno V. En una realizacion, el colageno V, o uno de sus fragmentos
antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realizacion, la medicién comprende poner en contacto los anticuerpos
que se unen al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-lgG marcado con
fluorescencia; y detectar, mediante citometria de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IlgG marcado con fluorescencia
unido a los anticuerpos unidos al colageno V.

En ciertas realizaciones de los métodos para diagnosticar o medir el riesgo de desarrollar asma, el anticuerpo anti-
IgG empleado en los métodos detecta todos los subtipos de IgG. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-IgG
detecta especificamente el subtipo IgG1, o el subtipo IgG2, o el subtipo IgG3, o el subtipo IgG4. A este respecto,
puede producirse un cambio desde un subtipo a otro subtipo durante el desarrollo de la enfermedad y esto puede
indicar un empeoramiento de la enfermedad. Por tanto, un aumento en un subtipo a lo largo del tiempo puede indicar
el empeoramiento de la enfermedad.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para controlar el avance del asma en un individuo que
comprende poner en contacto al menos una porcion de una primera muestra de sangre del individuo con colageno
V, o uno de sus fragmentos antigénicos; medir el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o a uno de sus
fragmentos antigénicos, en la primera muestra de sangre; poner en contacto al menos una porcion de una segunda
muestra de sangre del individuo extraida en un momento posterior con colageno V, o uno de sus fragmentos
antigénicos; medir el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o uno de sus fragmentos antigénicos en la
segunda muestra de sangre; y comparar el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o a uno de sus
fragmentos antigénicos, en la segunda muestra de sangre con el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o
uno de sus fragmentos antigénicos, en la primera muestra de sangre; en el que un aumento en el nivel de
anticuerpos unidos al colageno V en la segunda muestra, comparado con la primera muestra, es indicativo de un
empeoramiento del asma, y una disminucion en el nivel de anticuerpos unidos al colageno V en la segunda muestra,
comparado con la primera muestra, es indicativa de una mejoria del asma. Pueden emplearse otros indicadores
clinicos del asma junto con los métodos proporcionados en el presente documento. En ciertas realizaciones, un
aumento en los anticuerpos anti-colageno V de un subtipo de IgG concreto (por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3 o 1gG4)
es indicativo de un avance del asma. En ciertas realizaciones, el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos
antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realizacion, la medicién comprende poner en contacto los anticuerpos
que se unen al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-lgG marcado con
fluorescencia; y detectar, mediante citometria de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IlgG marcado con fluorescencia
unido a los anticuerpos unidos al colageno V. En ciertas realizaciones de los métodos para controlar el avance, el
anticuerpo anti-lgG detecta todos los subtipos de IgG. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-IgG detecta
especificamente el subtipo IgG1, 1I9G2, IgG3 o IgG4.

Estos y otros aspectos de la invencion seran evidentes tras remitirse a la siguiente descripcion detallada y dibujos
adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una grafica de barras que muestra niveles elevados de anticuerpos anti-colageno de tipo V en
pacientes con EPOC.

La figura 2 es una grafica de barras que muestra niveles elevados de anticuerpos anti-colageno de tipo V en
pacientes con asma.

La figura 3 muestra la prevencion de la hipersensibilidad de las vias respiratorias inducida por ovoalbumina en
ratones tras la administracion intravenosa de colageno V. n = 5 en todos los grupos, excepto col V, en donde n = 2-5
para cada punto de los datos.

Las figuras 4A-4E son graficas de barras que muestran la induccion de transcripciones de IFN-y en células
mononucleares pulmonares por la administracion intravenosa de col(v). Se realizé una PCR cuantitativa para las
citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y e IL-10 mostradas. Solo Col(V) IV indujo transcripciones de IFN-y en células
mononucleares de pulmoén. Los datos representan el ARN reunido de células mononucleares de pulmon
procedentes de 5 ratones en cada grupo.
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Descripcion detallada de la invencién

Colageno de tipo V

La proteina de colageno esta formada por cadenas polipeptidicas compuestas de una secuencia repetida de
aminoacidos que consisten principalmente en hidroxiprolina (Hyp), glicina (Gly) y prolina (Pro). El colageno es una
de las proteinas mas predominantes que se encuentran en el cuerpo humano y comprende aproximadamente 80-85
% de la matriz extracelular (ECM) en la capa dérmica de tejido de piel normal (no herido).

Los colagenos se clasifican en varios tipos, basandose en la identidad de secuencia y la funcién. Las moléculas de
colageno de los tipos |, Il, y Ill constituyen las fibras principales de la mayoria de las estructuras extracelulares de
animales. El tipo | forma aproximadamente 90 % del colageno del cuerpo y es el principal componente del hueso, la
piel y los tendones. El tipo Il constituye las principales fibras del cartilago. Las fibras de colageno estan dispuestas
en placas rigidas en los huesos, en haces paralelos en los tendones, y en una malla densa en el cartilago. El tipo | y
cantidades mas pequefias del tipo Ill constituyen los tendones y la piel. Las moléculas de colageno de tipo IV
constituyen las fibras no estriadas muy finas presentes en las laminas basales. El colageno de tipo V (colV) es un
colageno minoritario presente en el pulmén (Madri y Furthmayr, Human Pathology, 11:353-366, 1980) y esta
localizado en los tejidos conectivos peribronquiolares (Madri y Furthmayr, Am. J. Pathol., 94:323-332, 1979), los
intersticios alveolares (Konomi et al., 1984), y las membranas basales capilares (Madri y Furthmayr, 1979,
mencionado anteriormente). Se conocen mas de una docena de otros tipos de colageno, pero no estan tan bien
caracterizados.

Las cadenas polipeptidicas de colageno se caracterizan por un dominio helicoidal central formado por tripletes de
glicina-X-Y repetidos y dominios N-terminales y C-terminales globulares. Tres de estas cadenas estan enrolladas
entre si en una superhélice para generar una molécula de colageno individual con aspecto de cuerda.

Trabajos previos han demostrado que la autoinmunidad contra el colV esta asociada con la disfuncion de aloinjerto
cronica (que incluye la bronquiolitis obliterante, el sindrome de bronquiolitis obliterante (BOS)), el rechazo de
aloinjertos de pulmon y con el riesgo de desarrollar IPF (véase, por ejemplo, la patente de EEUU 7.348.005 y el
documento WO 2007/120947). Ademas, este trabajo demostré que la administracion de colV induce tolerancia a
aloantigenos y a colV (véase, por ejemplo, el documento WO 2007/120947; figura 10). Sin embargo, antes de la
presente invencioén, no se ha demostrado ninguna asociacion con la autoinmunidad contra colV en el asma.

Por tanto, la presente invencion se refiere a la induccion de tolerancia al colV en pacientes con asma, o en sujetos
en riesgo de desarrollar esta enfermedad.

Las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas de colV son conocidas por los expertos en la técnica y estan
disponibles en bases de datos publicas. Los polinucledtidos y polipéptidos de colV ilustrativos de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion, colageno de tipo V alfa 1 de Homo sapiens (COL5A1), ARNm secuencia de
referencia NCBI: NM_000093.3 version GI:89276750 (SEQ ID NO:1); preproteina de colageno de tipo V alfa 1
[Homo sapiens]: n.° de registro NP_000084, version GI1:89276751 (SEQ ID NO:2); colageno de tipo V alfa 2 de Homo
sapiens 2 (COL5A2), ARNm; n.° de registro NM_000393, version GI:89363016 (SEQ ID NO:3); preproteina de
colageno de tipo V alfa 2 [Homo sapiens]; n.° de registro NP_000384, version GI:89363017 (SEQ ID NO:4); colageno
de tipo V alfa 3 de Homo sapiens (COL5A3), ARNm; n.° de registro NM_015719, NM_015719.3, GI:110735434 (SEQ
ID NO:5); preproteina de colageno de tipo V alfa 3 [Homo sapiens]; n.° de registro NP_056534, version
NP_056534.2, GI:110735435 (SEQ ID NO:6).

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, el preprocolageno se procesa en una célula para producir
procolageno, que es exportado desde la célula y finalmente se conforma en fibrillas y fibras de colageno. Asi, la
presente invencidon contempla especificamente el procolageno y otras formas procesadas o maduras de las
proteinas de colageno descritas en el presente documento. A este respecto, por ejemplo, los aminoacidos 1-26 de
SEQ ID NO:4 se corresponden con el péptido sefial que se escinde durante el procesamiento, los aminoacidos 27-
1229 constituyen la cadena de colageno alfa-2(V), y los aminoacidos 1230-1499 se corresponden con el propéptido
C-terminal. Estas posiciones dentro de las secuencias especificamente descritas en el presente documento seran
reconocidas por los expertos en la técnica y estan disponibles en diversas bases de datos publicas en las que se
proporciona la anotacion de las secuencias. También debe advertirse que ciertos aminoacidos de las proteinas de
colageno son modificados durante el procesamiento (por ejemplo, de prolina a hidroxiprolina). Se contemplan
especificamente formas modificadas maduras de las cadenas del colageno de tipo V, en particular las cadenas alfa-
2, en el presente documento. Tal como se indicé en otro punto, el colageno de tipo V y sus cadenas alfa para su uso
en la presente invencion pueden purificarse a partir de una diversidad de fuentes o pueden producirse de modo
recombinante.

Tal como se emplea en el presente documento, el término "polipéptido" se utiliza con su significado convencional, es
decir, como una secuencia de aminoacidos. Los polipéptidos no se limitan a una longitud especifica del producto;
por tanto, se incluyen los péptidos, los oligopéptidos y las proteinas dentro de la definicion de polipéptidos, y estos
términos pueden emplearse de modo intercambiable en el presente documento, a menos que se indique
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especificamente lo contrario. Este término tampoco se refiere ni excluye las modificaciones que se producen
después de la expresion del polipéptido, por ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y similares, asi
como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como no natural. Un polipéptido puede
ser una proteina completa, o una de sus subsecuencias. Los polipéptidos de interés concretos en el contexto de esta
invencion son subsecuencias de aminoacidos que comprenden fragmentos tolerogénicos.

La presente invencion, en otro aspecto, proporciona fragmentos de polipéptidos que comprenden al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 50, o 100 aminoacidos contiguos o mas, que incluyen todas las longitudes
intermedias, de las composiciones de polipéptidos de colageno indicados en el presente documento, tales como los
indicados en SEQ ID NO: 2, 4 o 6, o los codificados por una secuencia polinucleotidica indicada en una secuencia
de SEQID NO: 1,3 05.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona variantes de las composiciones de polipéptidos descritas en el
presente documento. Los variantes de polipéptidos incluidos en general en la presente invencion mostraran
generalmente al menos aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 0 99 % o mas de identidad (determinada como se describe a continuacion) a lo largo de su longitud con
una de las secuencias de polipéptidos indicadas en el presente documento.

En una realizacién, los fragmentos de polipéptidos y variantes proporcionados por la presente invencion son
inmunoldgicamente tolerogénicos, segun se describe en el presente documento.

Un "variante" de polipéptido, tal como se emplea el término en el presente documento, es un polipéptido que
generalmente se diferencia de un polipéptido descrito especificamente en el presente documento por una o mas
sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones. Estas variantes pueden aparecer de modo natural o pueden
generarse de manera sintética, por ejemplo, mediante la modificacion de una o mas de las anteriores secuencias de
polipéptidos de la invencion y la evaluacion de su actividad tolerogénica tal como se describe en el presente
documento y/o empleando cualquiera de una serie de técnicas muy conocidas en este campo.

En muchos casos, una variante contendra sustituciones conservativas. Una "sustitucion conservativa" es una
sustitucion en la que un aminoacido se sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de una forma
en que los expertos en la técnica de la quimica de los péptidos esperarian que no cambiase sustancialmente la
estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido. Pueden realizarse modificaciones en la estructura
de los polinucledtidos y los polipéptidos de la presente invencion y todavia se obtendria una molécula funcional que
codificaria una variante o derivado de polipéptido con caracteristicas deseables, por ejemplo, con caracteristicas
tolerogénicas. Cuando se desee alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido para crear un equivalente, o
incluso una porcién o variante tolerogénica mejorada de un polipéptido de la invencion, los expertos en la técnica
generalmente cambiaran uno o mas de los codones de la secuencia de ADN codificante segun la tabla 1.

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en la estructura de una proteina sin una
pérdida apreciable de capacidad de union interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, las regiones de union
al antigeno de anticuerpos o los sitios de unidn sobre las moléculas sustrato. Puesto que la capacidad interactiva y
la naturaleza de una proteina definen la actividad funcional biolégica de una proteina, pueden realizarse ciertas
sustituciones en la secuencia de aminoacidos en una secuencia de proteina y, por supuesto, su secuencia
codificante de ADN subyacente, y, no obstante, obtener una proteina con propiedades similares. Por tanto, se
contempla que puedan realizarse diversos cambios en las secuencias de los péptidos de las composiciones
descritas, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos péptidos, sin una pérdida apreciable de
su actividad o utilidad tolerogénica.

Tabla 1

Aminoacidos Codones
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCuU
Cisteina Cys C UGC UGU
Acido aspartico Asp D GAC GAU
Acido glutdmico  Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UucC Uuu
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina lle | AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG Cuu
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCACCcCcccagceecu
Glutamina GIn Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG ucu
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
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Aminoacidos Codones
Valina Val \Y GUA GUC GUG GUU
Triptéfano Trp w UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Cuando se realizan dichos cambios, puede tomarse en cuenta el indice hidropatico de los aminoacidos. En general,
en la técnica se entiende la importancia del indice hidropatico de los aminoacidos para conferir una funcion biolégica
interactiva a una proteina (Kyte y Doolittle, 1982). Se acepta que el caracter hidropatico relativo del aminoacido
contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que, a su vez, define la interaccién de la proteina con
otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos y similares. A cada
aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico basandose en su hidrofobicidad y sus caracteristicas de carga
(Kyte y Doolittle, 1982). Estos valores son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9);
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5);
lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

En la técnica se sabe que ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos que tengan una
puntuacion o indice hidropatico similar y todavia se produciria una proteina con una actividad biolégica similar, es
decir, aun se obtiene una proteina con una funcionalidad bioldgica equivalente. Cuando se realizan estos cambios,
se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estén dentro de +2, se prefieren en particular los
que estén dentro de +1, y aun se prefieren mas en particular los que estén dentro de +0,5. En la técnica también se
entiende que la sustitucion de aminoacidos similares puede realizarse de modo eficaz basandose en la hidrofilicidad.
La patente de EEUU 4.554.101 indica que el mayor promedio de hidrofilicidad local de una proteina, gobernada por
la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad bioldgica de la proteina.

Tal como se detalla en la patente de EEUU 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los
restos aminoacidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina
(+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0);
metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Se
entiende que un aminoacido puede sustituirse por otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y aun asi obtener
una proteina biolégicamente equivalente y, en particular, una proteina inmunolégicamente equivalente. Cuando se
realizan estos cambios, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estén dentro de +2,
se prefieren en particular los que estén dentro de +1, y aln se prefieren mas en particular los que estén dentro de
+0,5.

Tal como se resumié anteriormente, las sustituciones de aminoacidos, por tanto, estan basadas en general en la
similitud relativa de los sustituyentes de cadena lateral de los aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad,
hidrofilicidad, carga, tamafio y similares. Los expertos en la técnica conocen muy bien ejemplos de sustituciones que
toman en cuenta diversas de las caracteristicas anteriores y estas incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato;
serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Ademas, cualquier polinucleétido puede modificarse ain mas para aumentar la estabilidad in vivo. Las posibles
modificaciones incluyen, pero sin limitacion, la adicién de secuencias flanqueantes en los extremos 5’ y/o 3’; el uso
de enlaces fosforotioato o 2° O-metilo, en lugar de enlaces fosfodiesterasa, en el esqueleto; y/o la inclusion de bases
no tradicionales, tales como inosina, queosina y wibutosina, asi como las formas modificadas con acetilo, metilo, tio
y otras formas modificadas de adenina, citidina, guanina, timina y uridina.

Las sustituciones de aminoacidos también pueden realizarse basandose en similitudes en la polaridad, la carga, la
solubilidad, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los restos. Por ejemplo, los aminoacidos
con carga negativa incluyen el acido aspartico y el acido glutamico; los aminoacidos con carga positiva incluyen la
lisina y la arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polares sin carga que tienen unos valores de
hidrofilicidad similares incluyen la leucina, la isoleucina y la valina; la glicina y la alanina; la asparagina y la
glutamina; y la serina, la treonina, la fenilalanina y la tirosina. Otros grupos de aminoacidos que pueden representar
cambios conservadores incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gIn, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met,
ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante también puede contener, como alternativa o ademas,
cambios no conservativos. En una realizacion preferida, las variantes de polipéptidos se diferencian de una
secuencia nativa por la sustitucion, delecion o adicién de cinco o menos aminoacidos. Las variantes también (o
como alternativa) pueden ser modificados, por ejemplo, por la delecion o la adicion de aminoacidos que tengan una
influencia minima sobre la tolerogenicidad, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido.

Tal como se indicé anteriormente, los polipéptidos pueden comprender una secuencia sefial (o conductora) en el
extremo N-terminal de la proteina, que dirige, de modo cotraduccional o postraduccional, la transferencia de la
proteina. El polipéptido también puede estar conjugado con un conector u otra secuencia para facilitar la sintesis, la
purificacion o la identificacion del polipéptido (por ejemplo, poli-His), o para potenciar la union del polipéptido a un
soporte solido. Por ejemplo, un polipéptido puede estar conjugado con una region Fc de una inmunoglobulina.
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Cuando se comparan secuencias de polipéptidos, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de
aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para la correspondencia maxima, segun se
describe a continuacion. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan generalmente comparando las
secuencias a través de una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Una "ventana de comparacion”, tal como se emplea en el presente documento, se refiere a un segmento
de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente de 30 a aproximadamente 75, de 40 a
aproximadamente 50, en el cual una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia con el mismo
numero de posiciones contiguas después de haber alineado 6ptimamente las dos secuencias.

El alineamiento 6ptimo de las secuencias para su comparacion puede realizarse empleando el programa Megalign
del paquete Lasergene de software bioinformatico (DNASTAR, Inc., Madison, WI), empleando los parametros por
defecto. Este programa incluye varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff,
M.O. (1978), A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships, en Dayhoff,
M.O. (ed.), Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC, vol.
5, supl. 3, pp. 345-358; Hein J. (1990), Unified Approach to Alignment and Phylogenes, pp. 626-645, Methods in
Enzymology, vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M., CABIOS, 5:151-153
(1989); Myers, E.W. y Muller W., CABIOS, 4:11-17 (1988); Robinson, E.D., Comb. Theor., 11:105 (1971); Saitou, N.
Nei, M., Mol. Biol., Evol., 4:406-425 (1987); Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R., Numerical Taxonomy - the Principles and
Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA (1973); Wilbur, W.J. y Lipman, D.J., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 80:726-730 (1983).

Como alternativa, el alineamiento 6ptimo de las secuencias para su comparacion puede realizarse por medio del
algoritmo de identidad local de Smith y Waterman, Add. APL. Math., 2:482 (1981), por medio del algoritmo de
alineamiento de identidad de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443 (1970), por medio de los métodos de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 2444 (1988), por medio de aplicaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en the Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
de similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nucl. Acids
Res. 25:3389-3402 (1977), y Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990), respectivamente. BLAST y BLAST 2.0
pueden utilizarse, por ejemplo, con los parametros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje
de identidad de secuencia para los polinucledtidos y los polipéptidos de la invencién. Esta disponible al publico
software para realizar los analisis BLAST a través de the National Center for Biotechnology Information. Para las
secuencias de aminoacidos puede emplearse una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién acumulada. La
extension de aciertos de palabras en cada direccién se detiene cuando: la puntuacion de alineamiento acumulada
disminuye en la cantidad X desde su maximo valor logrado; la puntuacion acumulada llega a cero o por debajo,
debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa; o se alcanza el final de
cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la
velocidad del alineamiento.

En una estrategia preferida, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias
optimamente alineadas a lo largo de una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, en la que la porcién
de la secuencia del polipéptido en la ventana de comparaciéon puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
huecos) de 20 % o menor, habitualmente del 5 al 15 %, o del 10 % al 12 %, comparado con las secuencias de
referencia (Qque no comprenden adiciones ni deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula determinando el numero de posiciones en las que aparece el resto aminoacido idéntico en
ambas secuencias, para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes entre el nimero total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamafio de ventana), y
multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Dentro de otras realizaciones ilustrativas, un polipéptido puede ser un polipéptido de fusién que comprende multiples
polipéptidos, tal como se describe en el presente documento, o que comprende al menos un polipéptido, tal como se
describe en el presente documento, y una secuencia no relacionada, tal como un marcador de His para la
purificacion, o un péptido de transporte dirigido. Un compafiero de fusién, por ejemplo, puede ayudar a la expresion
de la proteina (un potenciador de la expresion) a unos rendimientos mayores que la proteina recombinante nativa.
Pueden seleccionarse otros companieros de fusion para aumentar la solubilidad del polipéptido o para permitir que el
polipéptido pueda dirigirse a los compartimentos intracelulares deseados. Otros comparfieros de fusion incluyen
marcadores de afinidad, que facilitan la purificacion del polipéptido. En ciertas realizaciones, un compariero de fusién
aumenta la tolerogenicidad del polipéptido o aumenta su captaciéon por las células. En otras realizaciones, un
compafiero de fusién comprende un potenciador de la respuesta inmunolégica.

Los polipéptidos de fusion pueden prepararse, en general, empleando técnicas convencionales, que incluyen la
conjugacion quimica. Preferiblemente, un polipéptido de fusién se expresa como un polipéptido recombinante, lo
cual permite la produccion de niveles mas altos, con relacion a un polipéptido no fusionado, en un sistema de
expresion. Brevemente, las secuencias de ADN que codifican los componentes del polipéptido pueden ensamblarse
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por separado y acoplarse en un vector de expresion apropiado. El extremo 3’ de la secuencia de ADN que codifica
un componente del polipéptido se acopla, con o sin un conector peptidico, con el extremo 5’ de una secuencia de
ADN que codifica el segundo componente del polipéptido de modo que las fases de lectura de las secuencias
quedan en fase. Esto permite la traduccién en un Unico polipéptido de fusién que conserva la actividad biolégica de
ambos polipéptidos componentes.

Puede emplearse una secuencia conectora peptidica para separar el primer y el segundo componente del
polipéptido a una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliegue en su estructura secundaria y
terciaria. Esta secuencia de conector peptidico se incorpora en el polipéptido de fusién empleando técnicas
convencionales muy conocidas en la técnica. Las secuencias de conectores peptidicos adecuadas pueden elegirse
basandose en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida flexible; (2) su
incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pueda interaccionar con los epitopos funcionales en el
primer y el segundo polipéptido; y (3) la falta de restos hidréfobos o cargados que puedan reaccionar con los
epitopos funcionales del polipéptido. Las secuencias de conectores peptidicos preferidos contienen restos Gly, Asn y
Ser. También pueden emplearse otros aminoacidos casi neutros, tales como Thr y Ala, en la secuencia del conector.
Las secuencias de aminoacidos que pueden emplearse de modo Util como conectores incluyen las descritas en
Maratea et al., Gene, 40:39-46, 1985; Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 83:8258-8262, 1986; patente de
EEUU n.° 4.935.233 y patente de EEUU n.° 4.751.180. La secuencia del conector puede tener una longitud, en
general, de 1 a aproximadamente 50 aminoacidos. No son necesarias secuencias de conectores cuando el primer y
el segundo polipéptido contengan regiones N-terminales de aminoacidos no esenciales que puedan emplearse para
separar los dominios funcionales y evitar la interferencia estérica.

Las secuencias de ADN acopladas estan unidas operablemente a elementos reguladores de la transcripcion o de la
traduccion adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresion del ADN estan localizados solo en
la direccién 5 con respecto a la secuencia de ADN que codifica los primeros polipéptidos. De modo similar, los
codones de terminacion requeridos para terminar la traduccion y las sefales de terminacion de la transcripcion solo
estan presentes en la direccion 3’ con respecto a la secuencia de ADN que codifica el segundo polipéptido.

Una realizacion de la invencion implica polipéptidos de fusion y los polinucleétidos que los codifican, en los que el
compafiero de fusibn comprende una sefial de direccion capaz de dirigir un polipéptido al compartimento
endosémico/lisosémico, tal como se describe en la patente de EEUU n.° 5.633.234. Un polipéptido tolerogénico de la
invencion, cuando esta acoplado con esta sefal de direccion, se asociara con mas eficacia a las moléculas de MHC
de clase Il y, con ello, proporcionara una estimulacion in vivo potenciada de las células T CD4+ apropiadas
especificas para el polipéptido.

Los polipéptidos de la invencidon se preparan empleando cualquiera de una diversidad de técnicas sintéticas y/o
recombinantes conocidas, y estas uUltimas se describen con mas detalle a continuacion. Los polipéptidos, las
porciones y otros variantes que presenten, en general, menos de aproximadamente 150 aminodacidos pueden
generarse por medios sintéticos, empleando técnicas muy conocidas por los expertos en la técnica. En un ejemplo
ilustrativo, estos polipéptidos se sintetizan empleando cualquiera de las técnicas en fase sélida disponibles en el
mercado, tales como el método de sintesis en fase solida de Merrifield, en el que los aminoacidos son afadidos
secuencialmente a una cadena de aminoacidos en crecimiento. Véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2146,
1963. El equipo para la sintesis automatica de polipéptidos esta disponible en el mercado en distribuidores tales
como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, CA), y puede aplicarse segun las instrucciones del
fabricante.

En general, las composiciones de polipéptidos (incluyendo polipéptidos de fusién) de la invencién estan aisladas. Un
polipéptido "aislado" es un polipéptido que se retira de su entorno original. Por ejemplo, una proteina o un
polipéptido natural esta aislado si esta separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el sistema
natural. Preferiblemente, estos polipéptidos también estan purificados, por ejemplo, son al menos aproximadamente
90 % puros, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95 % puros, y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 99 % puros.

La proteina de ColV puede purificarse a partir de una diversidad de fuentes o puede obtenerse de una fuente
comercial (Collaborative Biomedical Products/Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EEUU). Para
practicar algunas de las realizaciones, puede ser necesario obtener un colageno puro o parcialmente puro, o uno de
sus fragmentos tolerogénicos, epitopos o porciones antigénicas. Estos materiales, por ejemplo, el colageno de tipo
V, o sus fragmentos, pueden obtenerse con facilidad a través de una diversidad de medios, incluyendo, pero sin
limitacién fuentes animales, cadaveres humanos o medios recombinantes. Otros métodos incluyen digestiones
parciales del colageno, tal como el colageno de tipo V. A este respecto, el colageno de tipo V humano puede
extraerse de placenta humana u otras fuentes y purificarse por medio de precipitacién diferencial con NaCl (Seyer y
Kang, 1989). Por ejemplo, los tejidos placentarios se pican, se lavan y se suspenden en acido acético 0,5 M que
contiene NaCl 0,2 M, y se digieren con pepsina a 4 °C. Los sobrenadantes se aspiran de las muestras de ensayo
centrifugados, el sedimento se recoge y se repite el procedimiento de extraccion. Se combinan los sobrenadantes de
las dos digestiones y se purifica el col(V) de los sobrenadantes mediante una precipitacion diferencial con NaCl en
acido acético 0,5 M (Smith et al., 1985; Seyer y Kang, 1989). El colageno de tipo V en general es soluble en NaCl
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0,7 M y precipita en NaCl 1,2 M.

En las realizaciones en que sea necesario purificar las cadenas a(V), el ciclo de solubilizacién en acido acético y
precipitacion con NaCl puede repetirse hasta que se obtenga una preparacién de colageno de tipo V con una
proporcién de cadena a a1(V)/a2(V) de aproximadamente 2, segin se determina mediante una electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS (Smith et al., 1985), u otro método apropiado conocido por los expertos en la técnica. La
separacion de a1(V) de a2(V) puede lograrse por medio de cromatografia en DEAE-celulosa (Seyer y Kang, 1989) u
otros métodos conocidos por los expertos en la técnica, tales como los descritos en Protein Purification Protocols,
ed. Shawn Doonan, Humana Press, 1996. Las cadenas a1(V) y a2(V) pueden eluirse de la columna y la pureza
puede confirmarse mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, tal como se ha indicado previamente
(Smith, Jr. et al., 1985). El col(V) intacto, o las cadenas a1(V) y a2(V) pueden diluirse en PBS (0,5 mg/ml) u otro
tampodn apropiado hasta que se empleen.

La presente invencion, en ciertas realizaciones, proporciona polinucleétidos que codifican las proteinas de colageno
de la presente invencion. Se indican ejemplos de polinucleétidos en SEQ ID NO: 1, 3 y 5, y sus fragmentos, que
codifican un fragmento tolerogénico de una proteina de colageno, tal como se describe en el presente documento.

Los términos "ADN" y "polinucleétido" se emplean fundamentalmente de modo intercambiable en el presente
documento para indicar una molécula de ADN que se ha aislado y separado totalmente del ADN gendmico total de
una especie concreta. "Aislado", tal como se emplea en el presente documento, significa que un polinucledtido esta
sustancialmente separado de otras secuencias codificantes, y que la molécula de ADN ya no contiene porciones
grandes de ADN codificador no relacionado, tales como fragmentos cromosémicos grandes u otros genes
funcionales o regiones codificantes de polipéptidos. Por supuesto, esto se refiere a la molécula de ADN tal como se
aisla originariamente, y no excluye genes o regiones codificantes que hayan sido posteriormente afiadidas al
segmento por el ser humano.

Tal como entenderan los expertos en la técnica, las composiciones de polinucleétidos de esta invenciéon pueden
incluir secuencias gendmicas, secuencias extragenémicas y codificadas por plasmidos, y segmentos de genes
modificados mas pequefios que expresan, o pueden adaptarse para que expresen, proteinas, polipéptidos, péptidos
y similares. Estos segmentos pueden estar aislados en la naturaleza o modificarse de modo sintético por el ser
humano.

Las composiciones de polinucleétidos de la presente invencion pueden identificarse, prepararse y/o manipularse
empleando cualquiera de una diversidad de técnicas bien establecidas (véase, en general, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989; Ausubel et
al. (2001, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY) y
otras referencias bibliograficas similares).

Estan disponibles muchos procesos dependientes de moldes para amplificar una secuencia diana de interés
presente en una muestra. Uno de los métodos de amplificacién mas conocidos es la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR™), que se describe en detalle en las patentes de EEUU n®. 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159.

Cualquiera de una serie de otros procesos dependientes de moldes, muchos de los cuales son variaciones de la
técnica de amplificacion de PCR™, son conocidos y estan disponibles en la técnica. Por ejemplo, algunos de estos
métodos incluyen la reaccion en cadena de la ligasa (denominada LCR), descrita, por ejemplo, en la solicitud de
patente europea publicada n.° 320.308 y en la patente de EEUU n.° 4.883.750; Qbeta replicasa, descrita en la
solicitud de patente internacional PCT publicada n.° PCT/US87/00880; la amplificacion por desplazamiento de hebra
(SDA) y la reaccion de reparacion de cadenas (RCR). Otros métodos de amplificacion se describen en la solicitud de
patente del Reino Unido n.° 2.202.328, y en la solicitud de patente internacional PCT publicada n.°
PCT/US89/01025. Otros procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos incluyen sistemas de amplificacion
basados en la transcripcion (TAS) (solicitud de patente internacional PCT publicada n.° WO 88/10315), que incluyen
la amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA) y 3SR. La solicitud de patente europea
publicada n.° 329.822 describe un proceso de amplificacion de acidos nucleicos que implica la sintesis ciclica de
ARN monocatenario ("ARNmc"), ADNmc, y ADN bicatenario (ADNbc). La solicitud de patente internacional PCT
publicada n.° WO 89/06700 describe un esquema de amplificacién de secuencias de acidos nucleicos basado en la
hibridacion de una secuencia de promotor/cebador con un ADN monocatenario ("ADNmc") diana, seguido de la
transcripcion de muchas copias de ARN de la secuencia. Los expertos en la técnica también conocen otros métodos
de amplificacion, tales como "RACE" (Frohman, 1990), y "PCR anclada" (Ohara, 1989).

Una porcion amplificada de un polinucleétido de la presente invencion puede emplearse para aislar un gen de
longitud completa a partir de una biblioteca adecuada (por ejemplo, una biblioteca de ADNc de tumor) empleando
técnicas muy conocidas.

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, los polinucleétidos de la invencién pueden ser monocatenarios
(codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas de ADN (genémico, ADNc o sintético) o de ARN.
Las moléculas de ARN pueden incluir moléculas de ARNnh, que contienen intrones y se corresponden con una
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molécula de ADN uno a uno, y moléculas de ARNm, que no contienen intrones. Otras secuencias codificantes o no
codificantes pueden estar presentes, aunque no es necesario, dentro de un polinucleétido de la presente invencion,
y un polinucleétido puede estar unido, aunque no es necesario, a otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endogena que codifica un
polipéptido/proteina de la invencién, o una de sus porciones) o pueden comprender una secuencia que codifica una
variante o derivado, preferiblemente, una variante o derivado tolerogénicos, de dicha secuencia.

En otras realizaciones relacionadas, la presente invencion proporciona variantes de polinucleétidos que poseen una
identidad sustancial con las secuencias descritas en el presente documento en SEQ ID NO: 1, 3y 5, por ejemplo, las
que comprenden al menos 70 % de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % o mayor de identidad de secuencia, comparado con una secuencia polinucleotidica de
esta invencion, empleando los métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, analisis BLAST
empleando parametros convencionales, tal como se describe a continuacion). Los expertos en la técnica
reconoceran que estos valores pueden ajustarse de modo apropiado para determinar la correspondiente identidad
de las proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos tomando en cuenta la degeneracion de los codones,
la similitud de los aminoacidos, la colocacion de la fase de lectura y similares.

Generalmente, los variantes de polinucledtidos contendran una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o
inserciones, preferiblemente de modo que la actividad tolerogénica del polipéptido codificado por la variante del
polinucleétido no disminuya sustancialmente, con relacion a un polipéptido codificado por una secuencia
polinucleotidica especificamente indicada en el presente documento. También debe entenderse que el término
"variantes" incluye genes homologos de origen xenogénico.

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona fragmentos polinucleotidicos que comprenden o consisten
en diversas longitudes de tramos contiguos de secuencia idénticos o complementarios con una o mas de las
secuencias descritas en el presente documento. Por ejemplo, en esta invencion se proporcionan polinucleétidos que
comprenden o consisten en al menos aproximadamente 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 o
1000 o mas nucledtidos contiguos de una o mas de las secuencias descritas en el presente documento, asi como
todas las longitudes intermedias incluidas. Se entendera con facilidad que las "longitudes intermedias”, en este
contexto, significa cualquier longitud entre los valores indicados, tales como 16, 17, 18, 19, efc.; 21, 22, 23, efc.; 30,
31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, efc.; 150, 151, 152, 153, efc.; incluyendo todos los nimeros
enteros entre 200-500; 500-1.000, y similares. Una secuencia polinucleotidica, tal como se describe en el presente
documento, puede ser extendida en uno o ambos extremos por nucleétidos adicionales que no se encuentran en la
secuencia nativa. Esta secuencia adicional puede consistiren 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 o0 20 nucledtidos en cada extremo de la secuencia descrita o en ambos extremos de |la secuencia descrita.

En otra realizaciéon de la invencion, se proporcionan composiciones de polinucleétidos que pueden hibridarse en
condiciones de rigurosidad moderada a alta con una secuencia polinucleotidica proporcionada en el presente
documento, o uno de sus fragmentos, o una de sus secuencias complementarias. Las técnicas de hibridacién son
muy conocidas en la técnica de la biologia molecular. Como ejemplo, unas condiciones de rigurosidad moderada
adecuadas para ensayar la hibridaciéon de un polinucleétido de esta invencién con otros polinucleétidos incluyen un
prelavado en una disolucion de SSC 5X, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); una hibridacién a 50 °C-60 °C, SSC
5X, durante la noche; seguido de dos lavados a 65 °C durante 20 minutos con cada uno de SSC 2X, 0,5X y 0,2X que
contiene SDS al 0,1 %. Los expertos en la técnica entenderan que la rigurosidad de la hibridacion puede
manipularse con facilidad, tal como alterando el contenido en sales de la disolucién de hibridacion y/o la temperatura
a la cual se realiza la hibridacion. Por ejemplo, en otra realizacion, unas condiciones de alta rigurosidad adecuadas
incluyen las descritas anteriormente, con la excepcion de que la temperatura de hibridacion aumenta, por ejemplo,
hasta 60-65 °C o0 65-70 °C.

En una realizacion, estas variantes de polinucleétidos codifican polipéptidos que presentan un nivel de actividad
tolerogénica de al menos aproximadamente 50 %, preferiblemente al menos aproximadamente 70 %, y mas
preferiblemente al menos aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mas, de la de una secuencia de
polipéptido especificamente indicada en el presente documento.

Los polinucleétidos de la presente invencion, o sus fragmentos, independientemente de la longitud de la propia
secuencia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sefales de
poliadenilacién, otros sitios de enzimas de restriccion, sitios de clonacion multiple, otros segmentos codificantes y
similares, de modo que su longitud global puede variar considerablemente. Por tanto, se contempla que puede
emplearse un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando la longitud total preferiblemente
limitada por la facilidad de preparacion y uso del protocolo de ADN recombinante previsto. Por ejemplo, se
contemplan unos ejemplos de segmentos polinucleotidicos con unas longitudes totales de aproximadamente 10.000,
aproximadamente 5000, aproximadamente 3000, aproximadamente 2.000, aproximadamente 1.000,
aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente 50 pares de bases de
longitud y similares (incluyendo todas las longitudes intermedias) como utiles en muchas aplicaciones de esta
invencion.
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Cuando se comparan secuencias polinucleotidicas, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de
nucledtidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para la correspondencia maxima, segun se
describe a continuacion. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan generalmente comparando las
secuencias a través de una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Una "ventana de comparacion”, tal como se emplea en el presente documento, se refiere a un segmento
de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente de 30 a aproximadamente 75, de 40 a
aproximadamente 50, en el cual una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia con el mismo
numero de posiciones contiguas después de haber alineado 6ptimamente las dos secuencias.

El alineamiento 6ptimo de las secuencias para su comparacion puede realizarse empleando el programa Megalign
del paquete Lasergene de software bioinformatico (DNASTAR, Inc., Madison, WI), empleando los parametros por
defecto. Este programa incluye varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff,
M.O. (1978), A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships, en Dayhoff,
M.O. (ed.), Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC, vol.
5, supl. 3, pp. 345-358; Hein J., Unified Approach to Alignment and Phylogenes, pp. 626-645 (1990); Methods in
Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M., CABIOS, 5:151-153
(1989); Myers, E.W. and Muller W., CABIOS 4:11-17 (1988); Robinson, E.D., Comb. Theor., 11:105 (1971); Saitou,
N. Nei, M., Mol. Biol., Evol., 4:406-425 (1987); Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R., Numerical Taxonomy - the Principles
and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA (1973); Wilbur, W.J. y Lipman, D.J., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 80:726-730 (1983).

Como alternativa, el alineamiento 6ptimo de las secuencias para su comparacion puede realizarse por medio del
algoritmo de identidad local de Smith y Waterman, Add. APL. Math., 2:482 (1981), por medio del algoritmo de
alineamiento de identidad de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443 (1970), por medio de los métodos de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 2444 (1988), por medio de aplicaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en the Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
de similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nucl. Acids
Res. 25:3389-3402 (1977), y Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990), respectivamente. BLAST y BLAST 2.0
pueden utilizarse, por ejemplo, con los parametros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje
de identidad de secuencia para los polinucleétidos de la invencién. El software para realizar los analisis BLAST esta
disponible al publico a través de the National Center for Biotechnology Information. En un ejemplo ilustrativo, las
puntuaciones acumuladas pueden calcularse empleando, para las secuencias de nucleédtidos, los parametros M
(puntuacién de recompensa para un par de restos apareados; siempre >0) y N (puntuaciéon de penalizacion para
restos desapareados; siempre <0). La extension de aciertos de palabras en cada direccidon se detiene cuando: la
puntuacion de alineamiento acumulada disminuye en la cantidad X desde su maximo valor logrado; la puntuacion
acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de puntuacion negativa;
o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) emplea, por
defecto, una longitud de palabra (W) de 11, y una esperanza (E) de 10, y los alineamientos de la matriz de
puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:10915 (1989)) emplean (B) de
50, una esperanza (E) de 10, M = 5, N = -4 y una comparacion de ambas hebras.

Preferiblemente, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias 6ptimamente
alineadas a lo largo de una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, en la que la porcién de la secuencia
polinucleoctidica en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de 20 %
o menor, habitualmente del 5 al 15 %, o del 10 % al 12 %, comparado con las secuencias de referencia (que no
comprenden adiciones ni deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula
determinando el niumero de posiciones en las que aparecen bases de acido nucleico idénticas en ambas
secuencias, para producir el nUmero de posiciones apareadas, dividiendo el nimero de posiciones apareadas entre
el numero total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicando el
resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del codigo genético, existen muchas
secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido, tal como se describe en el presente documento. Algunos de
estos polinucledtidos presentan una homologia minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen nativo. No
obstante, los polinucleétidos que varian debido a las diferencias en el uso de los codones son contemplados
especificamente por la presente invencion. Ademas, los alelos de los genes que comprenden las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento se encuentran dentro del alcance de la presente
invencion. Los alelos son genes enddgenos que estan alterados como resultado de una o mas mutaciones, tales
como deleciones, adiciones y/o sustituciones de nucledtidos. EIl ARNm y la proteina resultantes pueden tener una
estructura o una funcién alteradas, aunque no necesariamente. Los alelos pueden identificarse empleando técnicas
convencionales (tales como hibridacién, amplificacion y/o comparaciones con secuencias de bases de datos).
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Por tanto, en otra realizacion de la invencion, se emplea una estrategia de mutagénesis, tal como la mutagénesis
especifica de sitio, para la preparacion de variantes y/o derivados tolerogénicos de los polipéptidos descritos en el
presente documento. Mediante esta estrategia pueden realizarse modificaciones especificas en una secuencia
polipeptidica a través de la mutagénesis de los polinucledtidos subyacentes que la codifican. Estas técnicas
proporcionan una estrategia sencilla para preparar y ensayar variantes de secuencia, por ejemplo, incorporando una
o mas de las anteriores consideraciones, mediante la introduccién de uno o mas cambios en la secuencia de
nucleétidos del polinucleétido.

La mutagénesis especifica de sitio permite la produccion de mutantes mediante el uso de secuencias
oligonucleotidicas especificas que codifican la secuencia de ADN de la mutacién deseada, asi como un nimero
suficiente de nucledtidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador con el suficiente tamafio y
complejidad de secuencia como para formar un duplex estable a ambos lados de la zona de unién de la deleciéon
que se esta atravesando. Las mutaciones pueden emplearse en una secuencia polinucleotidica seleccionada para
mejorar, alterar, disminuir, modificar o cambiar de otro modo las propiedades del propio polinucleétido y/o para
alterar las propiedades, la actividad, la composicion, la estabilidad o la secuencia primaria del polipéptido codificado.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, los inventores contemplan la mutagénesis de las secuencias
polinucleotidicas descritas para alterar una o mas propiedades del polipéptido codificado, tales como la
tolerogenicidad de un polipéptido. Las técnicas de mutagénesis especifica de sitio son muy conocidas en la técnica y
se emplean mucho para crear variantes de polipéptidos y de polinucleétidos. Por ejemplo, la mutagénesis especifica
de sitio a menudo se emplea para alterar una porcién especifica de una molécula de ADN. En estas realizaciones,
se emplea un cebador que generalmente comprende de aproximadamente 14 a aproximadamente 25 nucleétidos de
longitud, y con aproximadamente 5 a aproximadamente 10 restos a ambos lados de la zona de union de la
secuencia que se esta alterando.

Como apreciaran los expertos en la técnica, las técnicas de mutagénesis especifica de sitio a menudo han empleado
un vector de fago, que existe en forma monocatenaria y bicatenaria. Los vectores tipicos utiles en la mutagénesis
dirigida incluyen vectores tales como el fago M13. Estos fagos pueden obtenerse en el mercado con facilidad y su
uso es muy conocido, en general, por los expertos en la técnica. En la mutagénesis dirigida también se emplean
habitualmente plasmidos bicatenarios, con lo que se elimina la etapa de transferir el gen de interés desde un
plasmido a un fago.

En general, la mutagénesis dirigida segun la presente se realiza obteniendo, en primer lugar, un vector
monocatenario o separando las dos hebras de un vector bicatenario que incluye, dentro de su secuencia, una
secuencia de ADN que codifica el péptido deseado. Se prepara un cebador oligonucleotidico que porta la secuencia
mutada deseada, en general de modo sintético. Después, este cebador se acopla con el vector monocatenario y se
somete a enzimas de polimerizacion del ADN, tales como el fragmento Klenow de la polimerasa | de E. coli, para
completar la sintesis de la hebra que porta la mutacion. Asi, se forma un heteroduplex en el que una hebra codifica
la secuencia no mutada original y la segunda hebra porta la mutacion deseada. Después, este vector de
heteroduplex se emplea para transformar las células apropiadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan los
clones que incluyen los vectores recombinantes que portan la disposicion de secuencia mutada.

La preparacion de variantes de secuencia de los segmentos de ADN que codifican un péptido seleccionados
empleando la mutagénesis dirigida proporciona un medio para producir especies potencialmente utiles y no se
pretende que sea limitante, puesto que existen otras formas en las que pueden obtenerse variantes de péptidos y las
secuencias de ADN que los codifican. Por ejemplo, pueden tratarse vectores recombinantes que codifican la
secuencia del péptido deseada con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener variantes de
secuencia. Los detalles especificos con respecto a estos métodos y protocolos se encuentran en las indicaciones de
Maloy et al., 1994; Segal, 1976; Prokop y Bajpai, 1991; Kuby, 1994; y Maniatis et al., 1982.

Tal como se emplea en el presente documento, la expresién "procedimiento de mutagénesis dirigida a
oligonucledtido” se refiere a procesos dependientes de moldes y la propagacion mediada por vectores que producen
un aumento en la concentracién de una molécula de acido nucleico especifica con relacién a su concentraciéon
inicial, o que producen un aumento en la concentracién de una sefal detectable, tal como una amplificacion. Tal
como se emplea en el presente documento, la expresion "procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucleétido”
pretende indicar un proceso que implica la extension dependiente de molde de una molécula de cebador. La
expresion proceso dependiente de molde se refiere a la sintesis de acido nucleico de una molécula de ARN o ADN,
en la que la secuencia de la hebra recién sintetizada del acido nucleico viene dictada por las reglas, muy conocidas,
del apareamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo, Watson, 1987). Generalmente, las metodologias
mediadas por vectores implican la introduccion del fragmento de acido nucleico en un vector de ADN o ARN, la
amplificacion clonal del vector, y la recuperacion del fragmento de acido nucleico amplificado. Se proporcionan
ejemplos de dichas metodologias en la patente de EEUU n.° 4.237.224.

En otra estrategia para la produccion de variantes de polipéptidos de la presente invencion, puede emplearse la

recombinacién de secuencia recursiva, tal como se describe en la patente de EEUU n.° 5.37.458. En esta estrategia,
se realizan ciclos iterativos de recombinacion y exploracion o seleccion para que "evolucionen" variantes de
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polinucleétidos individuales de la invencion que tengan, por ejemplo, una actividad tolerogénica potenciada.

En otras realizaciones de la invencioén, las secuencias polinucleotidicas, o sus fragmentos, que codifican los
polipéptidos de la invencién, o sus proteinas de fusion o equivalentes funcionales, pueden emplearse en moléculas
de ADN recombinante para dirigir la expresion de un polipéptido en células hospedadoras apropiadas. Debido a la
degeneracion inherente del codigo genético, pueden producirse otras secuencias de ADN que codifiquen
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos, o una secuencia funcionalmente equivalente, y estas
secuencias pueden utilizarse para clonar y expresar un polipéptido concreto.

Tal como entenderan los expertos en la técnica, puede resultar ventajoso, en algunos casos, producir secuencias de
nucledtidos que codifican polipéptidos que posean codones que no aparecen en la naturaleza. Por ejemplo, pueden
seleccionarse los codones preferidos por un hospedador procariota o eucariota concreto para aumentar la tasa de
expresion de proteinas o para producir una transcripcion de ARN recombinante que tenga propiedades deseables,
tales como una semivida mas larga que la de una transcripciéon generada a partir de la secuencia de origen natural.

Ademas, las secuencias polinucleotidicas de la presente invencidon pueden modificarse empleando métodos
conocidos en general en la técnica para alterar las secuencias que codifican polipéptidos por una diversidad de
razones, que incluyen, pero sin limitacion, alteraciones que puedan modificar la clonacién, el procesamiento y/o la
expresion del producto génico. Por ejemplo, puede emplearse el reordenamiento del ADN por medio de
fragmentacion aleatoria y reensamblaje con PCR de los fragmentos de genes y oligonucleétidos sintéticos para
modificar las secuencias de nucleétidos. Ademas, la mutagénesis dirigida especifica de sitio puede emplearse para
insertar nuevos sitios de restriccion, alterar patrones de glicosilacion, cambiar la preferencia de codones, producir
variantes de corte y empalme, o introducir mutaciones, etc.

En otra realizaciéon de la invencioén, secuencias de acidos nucleicos naturales, modificadas o recombinantes pueden
acoplarse a una secuencia heteréloga para codificar una proteina de fusién. Por ejemplo, para seleccionar
bibliotecas de péptidos para encontrar inhibidores de la actividad de un polipéptido, puede resultar Gtil codificar una
proteina quimérica que pueda ser reconocida por un anticuerpo disponible en el mercado. Una proteina de fusién
también puede modificarse para que contenga un sitio de escision localizado entre la secuencia codificante del
polipéptido y la secuencia de la proteina heteréloga, de modo que el polipéptido pueda escindirse y purificarse del
resto heterologo.

Pueden sintetizarse secuencias que codifican un polipéptido deseado, completo o en parte, empleando métodos
quimicos muy conocidos en la técnica (véase Caruthers, M. H. et al. (1980), Nucl. Acids Res. Symp. Ser., 215-223;
Horn, T. et al. (1980), Nucl. Acids Res. Symp. Ser., 225-232). Como alternativa, la propia proteina puede producirse
empleando métodos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, o de una de sus
porciones. Por ejemplo, la sintesis peptidica puede realizarse empleando diversas técnicas en fase sdlida (Roberge,
J. Y. et al. (1995), Science, 269:202-204) y puede lograrse una sintesis automatica empleando, por ejemplo, el
sintetizador de péptidos ABI 431A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA).

Un péptido recién sintetizado puede purificarse sustancialmente por medio de una cromatografia liquida de alta
resolucion preparativa (por ejemplo, Creighton, T. (1983), Proteins, Structures and Molecular Principles, WH
Freeman and Co., Nueva York, N.Y.) u otras técnicas comparables disponibles en la técnica. La composicién de los
péptidos sintéticos puede confirmarse por medio del analisis o secuenciacion de los aminoacidos (por ejemplo, el
procedimiento de degradacion de Edman). Ademas, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, o cualquiera de
sus partes, puede alterarse durante la sintesis directa y/o combinarse, empleando métodos quimicos, con
secuencias procedentes de otras proteinas, o de cualquiera de sus partes, para producir una variante de polipéptido.

Para expresar un polipéptido deseado, las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido, o equivalentes
funcionales, pueden insertarse en un vector de expresion apropiado, es decir, un vector que contenga los elementos
necesarios para la transcripcion y la traduccion de la secuencia codificante insertada. Pueden emplearse métodos
que son muy conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contengan
secuencias que codifican un polipéptido de interés y elementos de control de la transcripcion y la traduccion
apropiados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y la recombinacion
genética in vivo. Estas técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook, J. ef al. (1989), Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., y en Ausubel et al. (2001-2008 Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY).

Puede utilizarse una diversidad de sistemas de vector de expresién/hospedador para contener y expresar
secuencias polinucleotidicas. Estos incluyen, pero sin limitacion microorganismos, tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteridfagos recombinantes, plasmidos o cosmidico;
levaduras transformadas con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insecto infectadas con
vectores de expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformadas con vectores
de expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacteriana (por ejemplo, plasmidos de Ti o pBR322); o sistemas de células animales.
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Los "elementos de control" o "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresion son las regiones no
traducidas del vector (potenciadores, promotores, regiones no traducidas 5’ y 3’) que interaccionan con las proteinas
celulares del hospedador para realizar la transcripcion y la traduccion. Estos elementos varian en potencia y
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y hospedador utilizado, puede emplearse cualquiera de una serie
de elementos de la transcripcion y la traduccién adecuados, que incluyen promotores constitutivos e inducibles. Por
ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden emplearse promotores inducibles, tales como el
promotor hibrido lacZ del fagémido pBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el plasmido pSPORT1 (Gibco
BRL, Gaithersburg, MD) y similares. En sistemas de células de mamifero, en general se prefieren promotores de
genes de mamifero o de virus de mamifero. Si resulta necesario generar una linea celular que contenga multiples
copias de la secuencia que codifica un polipéptido, pueden emplearse ventajosamente vectores basados en SV40 o
EBV, empleados con un marcador seleccionable apropiado.

En sistemas bacterianos, puede seleccionarse cualquiera de una serie de vectores de expresion dependiendo del
uso previsto para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando sean necesarias grandes cantidades, por ejemplo,
para la induccioén de anticuerpos, pueden utilizarse vectores que dirijan un alto nivel de expresion de las proteinas de
fusion que se purifiquen con facilidad. Estos vectores incluyen, pero sin limitacion los vectores de clonacion y
expresion multifuncionales de E. coli, tales como pBLUESCRIPT (Stratagene), en los que la secuencia que codifica
el polipéptido de interés puede acoplarse al vector en fase con secuencias para el amino-terminal Met y los 7 restos
siguientes de B-galactosidasa, de modo que se produce una proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke, G.y S. M.
Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509); y similares. También pueden emplearse los vectores pGEX
(Promega, Madison, Wis.) para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusion con glutation S-transferasa
(GST). En general, estas proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse con facilidad a partir de células
lisadas mediante la adsorcién a perlas de glutation-agarosa, seguido de una elucién en presencia de glutation libre.
Las proteinas preparadas en estos sistemas pueden disefiarse para que incluyan sitios de escision de proteasas de
heparina, trombina, o factor XA para que el polipéptido clonado de interés pueda ser liberado del resto GST a
voluntad.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae pueden emplearse una serie de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles, tales como factor alfa, alcohol oxidasa, y PGH. Para un analisis, véase Ausubel et al.
(mencionado anteriormente) y Grant et al. (1987), Methods Enzymol., 153:516-544.

En los casos en que se emplean vectores de expresion en plantas, la expresion de las secuencias que codifican los
polipéptidos puede ser dirigida por cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, pueden emplearse
promotores viricos, tales como los promotores 35S y 19S de CaMV, solos o en combinacion con la secuencia lider
omega de TMV (Takamatsu, N. (1987), EMBO J., 6:307-311. Como alternativa, pueden utilizarse promotores
vegetales, tales como la subunidad pequefia de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi, G. et al.
(1984), EMBO J., 3:1671-1680; Broglie, R. et al. (1984), Science, 224:838-843; y Winter, J. et al. (1991), Results
Probl. Cell Differ., 17:85-105). Estas construcciones pueden introducirse en células vegetales por medio de una
transformacion de ADN directa o una transfeccion mediada por patégenos. Estas técnicas se describen en una serie
de articulos que pueden consultarse (véase, por ejemplo, Hobbs, S. o Murry, L. E. en McGraw Hill Yearbook of
Science and Technology (1992), McGraw Hill, Nueva York, N.Y.; pp. 191-196).

También puede utilizarse un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en uno de
estos sistemas se emplea el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para
expresar genes extrafios en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que
codifican el polipéptido pueden clonarse en una regiéon no fundamental del virus, tal como el gen de polihedrina, y
colocarse bajo el control del promotor de polihedrina. La insercién correcta de la secuencia que codifica el
polipéptido hara que el gen de polihedrina se inactive y se produzcan virus recombinantes que carecen de proteina
de la envoltura. Después, los virus recombinantes pueden emplearse para infectar, por ejemplo, células de S.
frugiperda o larvas de Trichoplusia, en las que el polipéptido de interés puede expresarse (Engelhard, E. K. et al.
(1994), Proc. Natl. Acad. Sci., 91:3224-3227).

En células hospedadoras de mamifero, estan disponibles, en general, una serie de sistemas de expresion basados
en virus. Por ejemplo, en los casos en que se emplee un adenovirus como vector de expresion, las secuencias que
codifican un polipéptido de interés pueden acoplarse en un complejo de transcripcion/traduccion de adenovirus que
consiste en el promotor tardio y una secuencia lider tripartita. Puede emplearse la insercién en una region no
fundamental E1 o E3 del genoma virico para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el polipéptido en
células hospedadoras infectadas (Logan, J. y Shenk, T. (1984), Proc. Natl. Acad. Sci., 81:3655-3659). Ademas,
pueden utilizarse potenciadores de la transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV),
para aumentar la expresion en células hospedadoras de mamifero.

También pueden utilizarse sefiales de inicio especificas para lograr una traduccién mas eficaz de las secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Estas sefales incluyen el codén de inicio ATG y las secuencias adyacentes. En
los casos en que se insertan secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de inicio y secuencias cadena arriba
en el vector de expresion adecuado, puede que no sean necesarias otras sefales de control de la transcripcion o
traduccion. Sin embargo, en los casos en que solo se inserta una secuencia codificante, o una de sus porciones,
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deben proporcionarse sefales de control de la traduccion exégenas incluyendo el codén de inicio ATG. Ademas, el
codon de inicio debe estar en la fase de lectura correcta para asegurar la traduccién de la insercion completa. Los
elementos traduccionales y los codones de inicio exdgenos pueden proceder de diversas fuentes, tanto naturales
como sintéticas. La eficacia de la expresion puede potenciarse mediante la inclusién de potenciadores que son
apropiados para el sistema celular concreto que se esta usando, tales como los descritos en la bibliografia (Scharf,
D. et al. (1994), Results Probl. Cell Differ., 20:125-162).

Ademas, puede elegirse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Estas modificaciones del
polipéptido incluyen, pero sin limitacion acetilacion, carboxilacion, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion.
También puede utilizarse el procesamiento postraduccional que escinde una forma "prepro" de la proteina para
facilitar la insercion, el plegamiento y/o la funcién correctos. Pueden elegirse diferentes células hospedadoras, tales
como CHO, COS, HelLa, MDCK, HEK293 y WI38, que tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para estas actividades postraduccionales, para asegurar la correcta modificacion y procesamiento de
la proteina extrana.

Para la produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, en general se prefiere la expresion
estable. Por ejemplo, lineas celulares que expresan de forma estable un polinucledtido de interés pueden
transformarse empleando vectores de expresion que pueden contener origenes de la replicacion viricos y/o
elementos de expresién enddgenos y un gen de un marcador seleccionable en el mismo vector o en otro vector
distinto. Después de la introduccion del vector, las células pueden dejarse crecer durante 1-2 dias en un medio
enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El objetivo del marcador seleccionable es conferir resistencia
a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de las células que expresan con éxito las
secuencias introducidas. Los clones resistentes de las células transformadas de modo estable pueden hacerse
proliferar empleando técnicas de cultivo de tejidos apropiadas para el tipo de célula.

Puede utilizarse cualquiera de una serie de sistemas de seleccion para recuperar las lineas celulares transformadas.
Estos incluyen, pero sin limitacion los genes de timidina quinasa del virus del herpes simple (Wigler, M. et al. (1977),
Cell, 11:223-32) y de adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, |. et al. (1990), Cell, 22:817-23), que pueden emplearse
en células tk” o aprt, respectivamente. También puede emplearse la resistencia a antimetabolitos, antibiéticos o
herbicidas como base para la seleccion; por ejemplo, dhfr, que confiere resistencia al metotrexato (Wigler, M. et al.
(1980), Proc. Natl. Acad. Sci., 77:3567-70); npt, que confiere resistencia a los aminoglicosidos, neomicina y G-418
(Colbere-Garapin, F. et al. (1981), J. Mol. Biol., 150:1-14); y als o pat, que confieren resistencia a la clorsulfurona y la
fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, mencionado anteriormente). Se han descrito otros genes
seleccionables, por ejemplo, trpB, que permite a las células utilizar el indol en lugar del triptéfano, o hisD, que
permite a las células utilizar el histinol en lugar de la histidina (Hartman, S. C. y R. C. Mulligan (1988), Proc. Natl.
Acad. Sci., 85:8047-51). El uso de marcadores visibles ha ganado popularidad, con marcadores tales como las
antocianinas, la beta-glucuronidasa y su sustrato GUS, y la luciferasa y su sustrato luciferina, y se emplean mucho
no solo para identificar transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresién transitoria o estable de
la proteina atribuible a un sistema de vector especifico (Rhodes, C. A. et al. (1995), Methods Mol. Biol., 55:121-131).

Aunque la presencia/ausencia de la expresion de un gen de marcador sugiere que el gen de interés también esta
presente, es posible que su presencia y expresion deban confirmarse. Por ejemplo, si la secuencia que codifica un
polipéptido se inserta dentro de una secuencia de un gen de marcador, las células recombinantes que contienen las
secuencias pueden ser identificadas por la ausencia de la funcion del gen del marcador. Como alternativa, un gen
marcador puede ser colocado en tdandem con una secuencia que codifica un polipéptido bajo el control de un Unico
promotor. La expresion del gen del marcador en respuesta a la induccién o la seleccion habitualmente indica la
expresion del gen en tandem también.

Como alternativa, las células hospedadoras que contiene y expresan una secuencia polinucleotidica deseada
pueden ser identificadas por medio de una diversidad de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.
Estos procedimientos incluyen, pero sin limitacion hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN y técnicas de bioensayos
de proteinas o inmunoensayos que incluyen, por ejemplo, tecnologias con una base de membranas, disoluciones o
chips para la deteccion y/o la cuantificacion del acido nucleico o la proteina.

En la técnica se conocen una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresion de productos codificados
por polinucleétidos empleando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto. Los ejemplos
incluyen el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA), y la clasificacion de
células activada por fluorescencia (FACS). En algunas aplicaciones puede preferirse emplear un inmunoensayo de
dos sitios basado en anticuerpos monoclonales que emplea anticuerpos monoclonales reactivos con dos epitopos
no interferentes sobre un polipéptido concreto, pero también puede emplearse un ensayo de union competitiva.
Estos y otros ensayos se describen, entre otros textos, en Hampton, R. et al. (1990, Serological Methods, a
Laboratory Manual, APS Press, St Paul. Minn.) y Maddox, D. E. et al. (1983, J. Exp. Med., 158:1211-1216).

Los expertos en la técnica conocen una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion, y estos pueden
utilizarse en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir sondas de hibridacion o
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de PCR marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen el oligomarcaje, la traslacion
por muesca, el marcaje en los extremos o la amplificacion con PCR empleando un nucleétido marcado. Como
alternativa, las secuencias, o cualquiera de sus porciones, pueden clonarse en un vector para la produccion de una
sonda de ARNm. Estos vectores son conocidos en la técnica, estan disponibles en el mercado y pueden utilizarse
para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adicién de una ARN polimerasa apropiada, tal como T7, T3, o
SP6 y nucledtidos marcados. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo empleando una diversidad de kits
disponibles en el mercado. Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados que pueden utilizarse incluyen
radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores,
inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Las células hospedadoras transformadas con una secuencia polinucleotidica de interés pueden cultivarse en
condiciones adecuadas para la expresion y la recuperacion de la proteina a partir del cultivo celular. La proteina
producida por una célula recombinante puede segregarse o quedar contenida dentro de la célula, dependiendo de la
secuencia y/o el vector empleado. Tal como entenderan los expertos en la técnica, pueden disefiarse vectores de
expresion que contengan los polinucledtidos de la invencion para que contengan secuencias sefal que dirijan la
secrecion del polipéptido codificado a través de la membrana de la célula procariota o eucariota. Pueden emplearse
otras construcciones recombinantes para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés a una secuencia de
nucledtidos que codifique un dominio de polipéptido que facilite la purificaciéon de las proteinas solubles. Estos
dominios que facilitan la purificacion incluyen, pero sin limitacion, péptidos quelantes de metales, tales como
modulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que
permiten la purificaciéon sobre inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de purificacion de
extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). Puede utilizarse la inclusién de secuencias de
conectores que pueden escindirse, tales como las especificas para el factor XA o la enteroquinasa (Invitrogen, San
Diego, Calif.) entre el dominio de purificacion y el polipéptido codificado para facilitar la purificacion. Uno de estos
vectores de expresion proporciona la expresion de una proteina de fusion que contiene un polipéptido de interés y
un acido nucleico que codifica 6 restos histidina que preceden a una tiorredoxina o a un sitio de escisién de
enteroquinasa. Los restos histidina facilitan la purificacion en una IMIAC (cromatografia de afinidad de iones
metalicos inmovilizados), tal como se describe en Porath, J. et al. (1992, Prot. Exp. Purif., 3:263-281), mientras que
el sitio de escisidon de enteroquinasa proporciona un medio para purificar el polipéptido deseado de la proteina de
fusion. Se proporciona un andlisis de los vectores que contienen proteinas de fusion en Kroll, D. J. et al. (1993, DNA
Cell Biol., 12:441-453).

Ademas de los métodos de produccion recombinantes, los polipéptidos de la invencion, y sus fragmentos, pueden
producirse por medio de la sintesis peptidica directa empleando técnicas en fase solida (Merrifield J. (1963), J. Am.
Chem. Soc., 85:2149-2154). La sintesis de proteinas puede realizarse utilizando técnicas manuales o automaticas.
Puede conseguirse una sintesis automatica, por ejemplo, empleando el sintetizador de péptidos Applied Biosystems
431A (Perkin Elmer). Como alternativa, diversos fragmentos pueden sintetizarse por separado de modo quimico y
combinarse empleando métodos quimicos para producir la molécula de longitud completa.

Tolerancia

La tolerancia inmunoldgica se define como la falta de respuesta inmunoldgica a un antigeno, habitualmente un
antigeno implicado en provocar una enfermedad. Aunque la tolerancia puede inducirse mediante la administracion
de antigenos por diferentes vias, la tolerancia oral se refiere a la administracion oral del antigeno, que provoca la
supresion de la actividad de la enfermedad en varios modelos animales, que incluyen la encefalomielitis
autoinmunoldgica experimental, un modelo de roedor de la esclerosis multiple, miastenia grave, uveitis, diabetes
dependiente de insulina, y artritis inducida por colageno (Faria y Weiner 1999). Los resultados tempranos de
ensayos clinicos en seres humanos sugieren que la tolerancia oral es eficaz en la uveitis autoinmunoldgica, la
diabetes, la alergia al niquel y, probablemente, la esclerosis multiple (Faria y Weiner 1999; Duda et al., 2000). Hay
pocos estudios que indiquen la inducciéon de tolerancia oral en el trasplante de 6rganos (Sayegh et al., 1996;
Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 1992a; Sayegh et al., 1992b). En cada informe, se indujo
tolerancia con una alimentacién con péptidos derivados de MHC de donante o con una alimentaciéon de células
alogénicas antes del trasplante (Sayegh et al., 1996; Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 19923;
Sayegh et al., 1992b). Estas técnicas resultaron eficaces para prevenir el rechazo de aloinjertos cardiacos y
corneales (Sayegh et al., 1996; Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 1992a; Sayegh et al., 1992b;
Faria y Weiner, 1999). Ademas de disminuir la actividad de la enfermedad, la supresion inmunoldgica inducida por la
tolerancia oral en estos estudios también se cuantific6 por medio de la regulacion negativa de respuestas de
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) a antigenos diana, asi como una disminucién en la inmunidad celular y
humoral (Faria y Weiner, 1999; Mayer, 2000; Garside y Mowat, 1997).

Existen tres mecanismos por medio de los cuales la tolerancia oral (y otras vias de administracion) regulan
negativamente las respuestas inmunolégicas especificas de antigeno: 1. la supresion activa de células especificas
de antigeno, 2. la anergia clonal de células especificas de antigeno, y 3. la delecién clonal de células especificas de
antigeno (Faria y Weiner, 1999, Miller et al., 1991; Chen et al, 1994; Chen et al., 1995). Aunque estos tres
mecanismos pueden funcionar simultdneamente en respuesta a la tolerancia oral, la supresion activa y la anergia
clonal son los mecanismos clave de la supresion inmunoldgica inducida por la tolerancia oral (Faria y Weiner, 1999).
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La supresion activa describe la regulacién de un subconjunto de linfocitos por otro de una manera especifica de
antigeno. Dependiendo del antigeno y de la patologia, las células supresoras pueden ser linfocitos T CD4+ y/o
CD8+, que migran desde tejidos linfoides periféricos, tales como el bazo y los ganglios linfaticos periféricos, hasta
los sitios de actividad de enfermedad. La transferencia adoptiva de estas células a receptores no expuestos ha
confirmado el papel de estas células en la supresién activa en modelos de roedores de hipersensibilidad inducida
por ovoalbumina y en la esclerosis multiple. Se demuestran pruebas in vitro de supresion activa por medio de datos
que muestran que linfocitos tolerizados procedentes de animales pueden suprimir la proliferacién de otros linfocitos
T especificos de antigeno a lo largo de un sistema de cultivo de células en transwell (Faria y Weiner, 1999; Miller et
al., 1991).

La anergia clonal se refiere a la falta de respuesta de linfocitos T especificos de antigeno, que se caracteriza por una
disminucion en la proliferacion después de la exposicion a un antigeno, y esta implicada en la tolerancia oral en
varios modelos animales. La anergia puede ser el resultado de la produccion de factores supresores solubles por los
propios linfocitos T CD4+ o CD8+, otros linfocitos T o células en el entorno local, o como resultado de una
disminucion en la expresion de moléculas coestimuladoras apropiadas (Faria y Weiner, 1999). La delecion clonal se
refiere a la eliminacion de linfocitos T especificos de antigeno, pero que se ha indicado que raramente es un
mecanismo de tolerancia oral frente a un antigeno (Chen et al., 1995).

Los mediadores solubles que suprimen la respuesta inmunoldgica durante la tolerancia oral proceden principalmente
de linfocitos T reguladoras o supresores (Faria y Weiner, 1999). Existen cinco tipos de linfocitos T, que se describen
segun las citocinas que producen: de tipo Th1 que producen interleuquina-2 (IL-2) y interferon gamma (yIFN); de tipo
Th2 que producen IL-4 e IL-10; de tipo Th3 que producen niveles elevados del factor de crecimiento transformante
beta (TGF- ), solo o junto con niveles muy bajos de IL-4, IL-10 o yIFN; células Tr1 que producen niveles elevados
de IL-10 junto con niveles bajos de TGF-f (Faria y Weiner et al., 1999; Mayer, 2000; Garside y Mowat, 1997; Groux
et al, 1997); y células Th17 que producen IL-17 (véase, por ejemplo, Immunol Rev., 2008, 226:87-102; Nature,
mayo de 2006, 11:441(7090):235-238). Puesto que se ha demostrado que los linfocitos T Th3, Th2 y Tr1 son los
principales mediadores de la supresion activa inducida por la tolerancia oral, se cree que TGF-3, IL-4 e IL-10 son las
citocinas clave en este proceso (Teng et al., 1998; Shi et al., 1999b). Un informe de Barone et al., y otros que
demuestran que se produjo induccion de la tolerancia oral en ausencia de estas citocinas sugiere que otros
mediadores o células podrian suprimir la respuesta inmunoldgica (Barone et al., 1998; Shi et al., 1999a).

Aunque los estudios de la tolerancia oral se han centrado en las citocinas derivadas de linfocitos T que suprimen las
respuestas inmunoldgicas, se sabe que el 6xido nitrico, que no es producido por los linfocitos T, es un potente
supresor de respuestas aloinmunoldgicas (Garside y Mowat, 1997). Estos y otros datos que demuestran que el éxido
nitrico modula la apoptosis, que esta implicada en la respuesta de rechazo (Meyer et al., 1998; Kallio et al., 1997;
Shiraishi et al., 1997; Shiraishi et al., 1995; Medot-Pirenne et al., 1999), sugieren que el 6xido nitrico podria ser un
mediador de la tolerancia oral y prevenir la respuesta de rechazo. El TGF-$ es un potente inductor de la sintesis de
oxido nitrico, y es un mediador clave de la supresion activa en la tolerancia oral (Faria y Weiner, 1999; Meyer et al.,
1998; Vodovotz et al, 1998; Vodovitz et al., 1999). Por tanto, la inmunosupresion inducida por TGF-$ en el
hospedador tolerizado puede ser mediada, en parte, por el 6xido nitrico. Sin embargo, se desconoce la produccion
de o6xido nitrico en respuesta a la tolerancia oral.

La activacion de linfocitos T especificos de antigeno inducidos por APC (células presentadoras de antigenos)
requiere la interaccion bidireccional entre el linfocito T y las APC. Inicialmente, las APC presentan moléculas de
MHC que se unen al receptor de células T que estimula la expresion regulada positivamente del ligando CD40
(CD40L) sobre los linfocitos T. A su vez, CD40L se une a su receptor, CD40, sobre las APC. La sefializacion a
través de CD40 induce la expresion de CD80 y CD86 sobre las APC que, tras unirse a su receptor, CD28, sobre el
linfocito T, provocan la coestimulacion y posterior activacion del linfocito T (Liu et al., 1999; Li et al., 1999; Lederman
y Siciu-Foca, 1999). Aunque los estudios de la induccion de la tolerancia oral se han centrado en la funcion de los
linfocitos T, un estudio reciente de Taams et al. (1998), ha indicado que la inducciéon de la tolerancia puede afectar a
la funcién de las APC, aportando unos datos similares a los de otros investigadores (Wu et al., 1998; Finkelman et
al., 1996; Viney et al., 1998). Por ejemplo, un informe de Wu et al. (1998), que demuestra que la expresion de CD80
disminuye sobre las APC procedentes de los ganglios linfaticos y el bazo de ratones oralmente tolerizados, sugiere
que unas APC ineficaces podrian contribuir a la activacion alterada de los linfocitos T en receptores tolerizados.
Ademas, estudios in vitro que demuestran que los linfocitos T supresores inhiben la expresion de CD86 en APC
enfatizan otro mecanismo segun el cual la tolerancia induce una funcion alterada de las APC (Liu et al., 1999; Li et
al., 1999; Lederman y Siciu-Foca, 1999).

La administracion de col(V) evita las respuestas proliferativas frente a aloantigenos, ademas de prevenir las
respuestas proliferativas contra si mismo, y previene el desarrollo de una patologia aguda de rechazo en pulmones
receptores (véase, por ejemplo, la patente de EEUU 7.348.005; documento WO 2007/120947). Asi, el col(V) puede
inducir una anergia hacia los aloantigenos del donante y hacia si mismo; o, como alternativa, la falta de respuestas
proliferativas frente a antigenos de donantes y frente a colV puede deberse a la delecion clonal de linfocitos de
pulmén especificos de aloantigeno; o, también como alternativa, puede surgir de una actividad de células
supresoras.
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Aunque no se pretenda limitacion alguna por la teoria, la induccién de tolerancia por colV puede ser inducida a
través de una supresion conectada (véase, por ejemplo, Hum Immunol., noviembre de 2008, 69(11):715-720).
Ademas, se cree que puede estar implica una unién diferencial de colV a los receptores de colageno sobre los
linfocitos, que conduce a las sefiales de activacion diferencial (véase, por ejemplo, Cell Signal., agosto de 2006,
18(8):1108-1116). Por ejemplo, solo el colageno V induce la sefializacion de IL-17 en células T.

La administraciéon oral de antigenos es un método eficaz para inducir la tolerancia de células T periféricas. Este
fenémeno, a menudo denominado tolerancia oral, se ha estudiado muy bien en diversos modelos de enfermedades
autoinmunolégicas en animales, incluyendo la encefalomielitis, la uveitis, la diabetes, la miastenia grave y la artritis.
Sin embargo, los mecanismos para inducir tolerancia no se entienden por completo. Todos los mecanismos
conocidos para la induccion de tolerancia, incluyendo la anergia clonal, la delecién clonal y la regulacion por la
supresion activa mediada por IL-4, IL-10 o TGF-beta, pueden desempefar un papel en la tolerancia oral (Faria y
Weiner, 1999). En general, se ha indicado que unas dosis mas altas de antigeno inducen anergia o delecién clonal
(Chen et al., 1995; Whitacre et al., 1991), mientras que unas dosis bajas inducen la regulacion de citocinas y la
supresion activa (Faria y Weiner, 1999; Chen et al., 1994). En el modelo animal de trasplante cardiaco, se ha
demostrado que la administracion oral de esplenocitos alogénicos es eficaz para la induccion de tolerancia,
sorteando la activacion de Th1 y estimulando selectivamente la induccion de citocinas inhibidoras derivadas de Th-2,
tales como IL-4 (Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999).

Asi, la tolerancia oral es un método para regular negativamente una respuesta inmunolégica en un sujeto por medio
de la administracion oral de un antigeno (es decir, a través de la alimentacion) al sujeto. La tolerancia oral se
caracteriza por una disminucion en los niveles de producciéon de anticuerpos sistémicos, asi como una disminucién
de las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), proliferacion de células T, respuestas citotoxicas y
rechazo a injertos (Alpan et al., 2001, J. Immunol., 166:4843-4852; Chen et al., 1995, Nature, 376:177-180; Weiner,
1997, Imm. Today, 7:335-344; Sayegh et al., 1992, Transplantation, 53:163-166).

En el presente documento también se contemplan otras vias para inducir tolerancia, en particular mediante una
inyeccion intramuscular, subcutanea, intradérmica e intravenosa. En el presente documento se contemplan
inyecciones intradérmicas, en las que unas dosis bajas tienden a inducir tolerancia y unas dosis altas inducen una
respuesta inmunolégica.

Los estudios de tolerancia se han centrado principalmente sobre el efecto del antigeno tolerizante sobre la funcion
de los linfocitos T y el papel de los linfocitos T en la supresion de la activacion inmunolégica (Faria y Weiner, 1999;
Mayer, 2000; Garside y Mowat, 1997). Sin embargo, las respuestas inmunoldgicas frente a cualquier antigeno
requieren interacciones entre las APC vy los linfocitos T, y el linfocito T puede afectar a la funcién de la APC (Liu et
al., 1999; Li et al., 1999; Lederman y Siciu-Foca, 1999). Por tanto, la presentacion regulada negativamente del
antigeno por las APC procedentes de hospedadores tolerizados puede contribuir a la induccién de tolerancia de
modo indirecto, como resultado de las interacciones con los linfocitos T supresores, o probablemente como
resultado de efectos directos del antigeno tolerizante sobre las APC.

Asi, en ciertos aspectos de la invencion, la presente invencién proporciona métodos para restablecer o reforzar la
autotolerancia a colV en pacientes con asma. Una realizaciébn es un método para tratar el asma mediante la
administracion de colV por medio de una terapia oral (Yasufuku et al., 2001; Yasufuku, et al., 2002) intersticialmente
al pulmén o por medio de otras estrategias de desensibilizacion en un régimen de dosificacion disefiado para
aumentar la tolerancia del paciente a los colagenos que incluyen, pero no se limitan necesariamente al colV y a sus
componentes antigénicos y variantes.

Un "fragmento tolerogénico” significa un fragmento que puede inducir tolerancia a la proteina de longitud completa
de la cual constituye un fragmento (por ejemplo, colageno de tipo V de longitud completa, y sus fragmentos
tolerogénicos). En ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico puede inducir tolerancia al colageno de tipo V de
longitud completa al menos tan bien como la proteina de colageno de tipo V de longitud completa y, en ciertas
realizaciones, puede ser mas eficaz que la proteina de colageno de longitud completa para inducir tolerancia. Sin
embargo, en ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico induce tolerancia al colageno de tipo V de longitud
completa, pero puede no inducir tolerancia con tanta eficacia como la proteina de colageno de tipo V de longitud
completa. Estos fragmentos tolerogénicos aun pueden resultar utiles en la presente invencion, en particular cuando
dichos fragmentos tolerogénicos presentan otras propiedades ventajosas, tales como su facilidad de preparacién o
purificacién, comparado con la proteina de longitud completa. Tal como reconoceran los expertos en la técnica,
pueden emplearse una diversidad de ensayos conocidos para evaluar la induccion de tolerancia, que incluyen medir
las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), medir las producciones de citocinas mediante ELISA u
otros métodos, ensayos de citotoxicidad o proliferacion de células T, ensayos de proliferacion de células B,
produccion de anticuerpos y similares. Estos ensayos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Current Protocols in Immunology, editado por John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H. Margulies, Ethan M.
Shevach, Warren Strober (2001, John Wiley & Sons, NY, NY); Ausubel et al. (2001, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY); patente de EEUU n.° 7.348.005; y en otras
referencias bibliograficas.
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Asi, un fragmento tolerogénico es un fragmento de un polipéptido tolerogénico, tal como el colageno de tipo V, o una
cualquiera o mas de sus cadenas alfa, que, en si mismo, sea inmunoldgicamente tolerogénico (es decir, induce
tolerancia) con respecto a las células B y/o células T especificas que reconocen el polipéptido a través de los
receptores en su superficie (por ejemplo, receptor de anticuerpos de células B o receptor de células T). En general,
los fragmentos tolerogénicos pueden identificarse empleando técnicas muy conocidas, tales como las que se
resumen en Paul, Fundamental Immunology, 3% ed., (Raven Press, 1993) y las referencias citadas en dicho
documento. Estas técnicas incluyen seleccionar polipéptidos por su capacidad para reducir la reactividad de células
T y/o células B. Tal como se emplean en el presente documento, los antisueros y los anticuerpos son "especificos de
antigeno" si se unen especificamente a un antigeno (es decir, reaccionan especificamente con la proteina en un
ensayo ELISA u otro inmunoensayo, y no reaccionan de modo detectable con proteinas no relacionadas). Dichos
antisueros y anticuerpos pueden prepararse como se describe en el presente documento y empleando técnicas muy
conocidas.

En una realizacion, un fragmento tolerogénico de un polipéptido de la presente invencion es una porcién que induce
tolerancia de células B y/o células T a un nivel que no es sustancialmente menor que la actividad tolerogénica del
polipéptido de longitud completa (por ejemplo, en un ensayo apropiado, tal como de produccién de anticuerpos, que
puede medirse con ELISA y/o un ensayo de reactividad de células T (ensayo de proliferacion de células T o de
produccion de citocinas)). Preferiblemente, el nivel de actividad tolerogénica de la porcion tolerogénica es al menos
aproximadamente 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, o mayor que aproximadamente 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de la actividad tolerogénica del polipéptido de longitud completa. En
algunos casos, se identificaran fragmentos tolerogénicos que presenten un nivel de actividad tolerogénica mayor que
el del correspondiente polipéptido de longitud completa, por ejemplo, tendran mas de aproximadamente 100 %, 110
%, 120 %, 130 %, 140 % o 150 % o mas de actividad tolerogénica.

En ciertas realizaciones, los fragmentos tolerogénicos pueden identificarse empleando un analisis por ordenador, tal
como el programa Tsites (véase Rothbard y Taylor, EMBO J., 7:93-100, 1988; Deavin et al., Mol. Immunol., 33:145-
155, 1996), que busca motivos peptidicos que tengan el potencial de suscitar respuestas Th. Pueden identificarse
los péptidos de CTL con motivos apropiados para la unién a MHC de clase | o de clase || murino y humano segun
BIMAS (Parker et al., J. Immunol., 152:163, 1994) y otros analisis de prediccion de la unién de péptidos HLA. Como
alternativa, pueden identificarse las porciones que se unen a una molécula de MHC concreta empleando motivos de
union peptidicos definidos, tales como los descritos en Rammensee ef al., Inmunogenetics, 41:178-228, 1995. Para
confirmar la unién del péptido a las moléculas de MHC de clase | o de clase Il murinas y humanas, pueden
emplearse ensayos de union de péptidos conocidos en la técnica. Para confirmar la inmunogenicidad o la
tolerogenicidad, un péptido puede ensayarse empleando un HLA A2 u otro modelo de ratdn transgénico y/o un
ensayo de estimulacion in vitro empleando células dendriticas, fibroblastos o células de sangre periférica.

Debe advertirse que, en ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico de la invencion también es un fragmento
inmunogénico. A este respecto, tal como reconoceran los expertos en la técnica, los fragmentos altamente
inmunogénicos, tales como los epitopos inmunodominantes de proteinas tales como colV, pueden ser tolerogénicos
cuando se administran correctamente, por ejemplo, en general a dosis bajas durante un periodo largo de tiempo.
Asi, la presente invencion también contempla la identificacion y el uso de fragmentos inmunogénicos de colV, en los
que dichos fragmentos inmunogénicos pueden utilizarse para inducir tolerancia. A este respecto, el nivel de actividad
inmunogénica de una porciéon inmunogénica es de al menos aproximadamente 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75
%, 80 %, 85 %, o mayor que aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de
la actividad inmunogénica del polipéptido de longitud completa. En algunos casos, se identificaran fragmentos
inmunogénicos que presenten un nivel de actividad inmunogénica mayor que el del correspondiente polipéptido de
longitud completa, por ejemplo, tendran mas de aproximadamente 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 % o 150 % o
mas de actividad inmunogeénica.

Los mismos analisis pueden emplearse para identificar fragmentos inmunogénicos que se emplean para identificar
fragmentos tolerogénicos, que incluyen el empleo de un analisis con ordenador, tal como el programa Tsites (véase
Rothbard y Taylor, EMBO J., 7:93-100, 1988; Deavin et al., Mol. Immunol., 33:145-155, 1996), que busca motivos
peptidicos que tengan el potencial de suscitar respuestas Th. Pueden identificarse los péptidos de CTL con motivos
apropiados para la unién a MHC de clase | o de clase Il murino y humano segun BIMAS (Parker et al., J. Immunol.,
152:163, 1994) y otros analisis de prediccion de la unién de péptidos HLA. Como alternativa, pueden identificarse las
porciones que se unen a una molécula de MHC concreta empleando motivos de unién peptidicos definidos, tales
como los descritos en Rammensee ef al., Immunogenetics 41:178-228, 1995. Para confirmar la unién del péptido a
las moléculas de MHC de clase | o de clase Il murinas y humanas, pueden emplearse ensayos de union a péptidos
conocidos en la técnica. Para confirmar la inmunogenicidad o la tolerogenicidad, un péptido puede ensayarse
empleando un HLA A2 u otro modelo de ratén transgénico y/o un ensayo de estimulacion in vitro empleando células
dendriticas, fibroblastos o células de sangre periférica.

El colageno de tipo V intacto o uno cualquiera o mas de sus componentes de cadenas alfa que tengan actividad
tolerogénica o inmunogénica se contemplan para su uso en los métodos de la presente invencion. Como tales, un
fragmento tolerogénico o un fragmento inmunogénico del colageno V pueden indicar un fragmento del colageno de
tipo V intacto o pueden indicar un fragmento tolerogénico o inmunogénico de uno cualquiera de los componentes de
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cadenas alfa. En ciertas realizaciones, el colV, tal como se emplea en el presente documento, puede comprender la
molécula de colageno compuesta de las tres cadenas alfa. En otra realizacion, el colV puede comprender una
cualquiera o0 mas de las cadenas alfa, tales como las indicadas en SEQ ID NO:2, 4 o 6, codificadas por los
polinucledtidos indicados en SEQ ID NO:1, 3 o 5, o uno de sus fragmentos tolerogénicos o fragmentos
inmunogénicos.

En ciertas realizaciones, dos o0 mas fragmentos tolerogénicos o inmunogénicos pueden emplearse al mismo tiempo,
administrados por separado, mezclados en una composicién o como una proteina de fusion. A este respecto, puede
emplearse cualquier nimero de fragmentos tolerogénicos o fragmentos inmunogénicos para inducir una tolerancia al
colV, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas fragmentos tolerogénicos o inmunogénicos, en una composicion
como fragmentos separados o como una proteina de fusién, con o sin conectores. En ciertas realizaciones, pueden
emplearse 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas fragmentos en los
métodos de la presente invencion.

La deteccion de la presencia de anticuerpos contra el colageno segun algunas realizaciones puede realizarse
empleando cualquiera de una serie de procedimientos de inmunoensayo, tal como por medio de procedimientos de
ELISA. Estan disponibles una amplia gama de técnicas de inmunoensayo, tal como se observa remitiéndose a los
manuales de inmunoensayos convencionales y estas incluyen, pero sin limitacion ensayos de sitio Unico y de dos
sitios o de "sandwich" de tipo no competitivo, asi como los ensayos de unidén competitiva tradicionales.

Los ensayos de "sandwich" se encuentran entre los métodos de ensayos basados en anticuerpos mas Utiles y
habitualmente empleados y pueden utilizarse para llevar a cabo diversas realizaciones. Existen una serie de
variaciones de la técnica del ensayo de "sandwich" y se pretende que todas se incluyan en diversas realizaciones.
Brevemente, en un ensayo tipico para detectar anticuerpos en una muestra, un antigeno no marcado se inmoviliza
sobre un sustrato sélido y la muestra que se va a ensayar se pone en contacto con la molécula de antigeno unida.
Después de un periodo de incubacién adecuado, es decir, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
formacién de un complejo de anticuerpo-antigeno, se afiade un segundo anticuerpo, tal como una anti-IlgG humana,
marcado con una molécula indicadora capaz de producir una sefial detectable, y se incuba, dejando que pase el
tiempo suficiente para que se forme un anticuerpo marcado con el anticuerpo-antigeno. Cualquier material sin
reaccion se lava y se determina la presencia del anticuerpo que se va a detectar en la muestra por medio de la
observacion de una sefial producida por la molécula indicadora. Los resultados pueden ser cualitativos, por ejemplo,
por la simple observacioén de la sefial visible, o pueden cuantificarse comparando la sefial generada por una muestra
de interés con una muestra control que contenga cantidades conocidas del anticuerpo que se va a detectar. Las
variaciones de este ensayo incluyen un ensayo simultaneo, en el que tanto la muestra como el anticuerpo marcado
se afiaden simultdneamente al antigeno unido. Estas técnicas son muy conocidas, incluyendo cualquier pequefia
variacion, tal como sera evidente para los expertos en la técnica. En el ensayo de "sandwich" tipico, el antigeno se
inmoviliza, por ejemplo, uniéndose de modo covalente o de modo pasivo a una superficie sdélida. En algunas
realizaciones, la superficie solida generalmente es vidrio o un polimero, y los polimeros que se emplean mas
habitualmente son celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polipropileno. Los soportes
sélidos pueden estar en forma de tubos, perlas, discos o microplacas, o cualquier otra superficie adecuada para
realizar un inmunoensayo. En la técnica se conocen diversos procesos de unién y estos consisten, en general, en la
reticulacion, la union covalente o la adsorcion fisica del antigeno a una superficie concreta. El antigeno inmovilizado
después se lava en preparacion para la adicion de la muestra de ensayo. Después se pone en contacto una alicuota
de la muestra que se va a ensayar con el antigeno inmovilizado y se incuba durante un periodo de tiempo suficiente
(por ejemplo, 2-40 minutos) y en condiciones adecuadas (por ejemplo, 25 °C) para permitir la uniéon de cualquier
anticuerpo al colageno presente en la muestra. La duracion real del tiempo de contacto, las condiciones de tampén,
las temperaturas y similares son parametros que pueden ajustarse con facilidad y generalmente se determinan con
facilidad en un ensayo concreto. Después del periodo de incubacion, el antigeno inmovilizado que incluya cualquier
anticuerpo unido se lava y se seca, y se incuba con un segundo anticuerpo especifico para el anticuerpo unido, por
ejemplo, anti-lIgG humana. El segundo anticuerpo se une a una molécula indicadora, que se emplea para indicar la
unién del segundo anticuerpo al complejo de anticuerpo-antigeno inmovilizado.

Un método concreto para medir anticuerpos contra colV se describe en el documento WO 2007/120947. De modo
especifico, este ensayo de perlas detecta anticuerpos contra el colageno de tipo V, tal como pueden estar presentes
en suero y/o fluido de lavado pulmonar procedente de pacientes que presentan una respuesta autoinmunoldgica al
colageno de tipo V. Las perlas revestidas con colageno de tipo V, junto con otros reactivos necesarios, se
proporcionan para este ensayo. Brevemente, un ensayo tipico es el siguiente: 1) Perlas revestidas con
estreptavidina (por ejemplo, tales como las de Polyscience, Warrington, PA) se lavan con PBS estéril. Las perlas se
suspenden en un volumen apropiado de PBS con colageno de tipo V humano. 2) Se genera un control positivo
siguiendo el mismo procedimiento de 1 anterior, empleando anticuerpo de conejo contra anticuerpos de colageno V
humano (Bioten) (Abeam, Cambridge, MA). 3) Para cada ensayo, las perlas conjugadas se lavan en PBS, y se
incuban en PBS mas suero de fluido de lavado pulmonar. Las perlas después se lavan con PBS que contiene FCS
al 10 %. 4) Las perlas después se suspenden en PBS + FBS al 10 % estéril y se incuban a temperatura ambiente
con anticuerpo secundario. Generalmente, se emplea un anticuerpo anti-lgG humana conjugado con R-PE (Sigma,
Saint Louis), aunque los expertos en la técnica entenderan que estan disponibles otros anticuerpos adecuados. A
este respecto, pueden emplearse anticuerpos especificos anti-lgG1, -IgG2, -IgG3 o -IgG4 humanas en ciertas
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realizaciones para detectar el cambio de un subtipo a otro durante el desarrollo de una enfermedad. Las perlas se
lavan con PBS que contiene FCS al 10 %, se suspenden en una disolucion de PBS/FCS y se analizan empleando
un citémetro de flujo. Para el control positivo, pueden afiadirse cantidades conocidas de anticuerpo o antisuero anti-
colV al ensayo de perlas.

Generalmente, los anticuerpos contra colV que se encuentran en pacientes con EPOC y asma son IgG, pero
también pueden estar presentes otras clases de anticuerpos, tales como IgM. Ademas, en ciertas realizaciones de la
presente invencion, el subtipo de anticuerpos de IgG contra el colageno de tipo V, tal como pueden estar presentes
en suero y/o fluido de lavado pulmonar procedente de los pacientes, cambia a lo largo del desarrollo de la
enfermedad. A este respecto, el cambio de subtipo de IgG puede producirse durante el desarrollo de la enfermedad
y ciertos subtipos pueden ser indicativos de un empeoramiento de la enfermedad. Asi, uno cualquiera o mas de los
subtipos de IgG pueden estar presentes durante el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, IgG1, 19G2, 1IgG3 o
IgG4, o cualquiera de sus combinaciones. La presente invencion proporciona métodos para detectar anticuerpos de
los subtipos 1gG1, 19G2, 1gG3, 1gG4 especificos del colageno de tipo V, empleando el ensayo de perlas segun se
describe en el presente documento. Tal como reconoceran los expertos en la técnica, los anticuerpos especificos del
subtipo de IgG estan disponibles en el mercado y pueden emplearse en los métodos descritos en el presente
documento. En ciertas realizaciones, un aumento en IgG1 indica el empeoramiento de la enfermedad. En otra
realizacion, un cambio al subtipo IgG2 indica el empeoramiento de la enfermedad. En otra realizacién, un cambio al
subtipo IgG3 indica el empeoramiento de la enfermedad. En otra realizacion, un cambio al subtipo 1IgG4 indica el
empeoramiento de la enfermedad.

Composiciones, composiciones farmacéuticas y métodos de uso

La administracion de las composiciones o los compuestos tolerogénicos de la invencion, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, en forma pura o en una composicion farmacéutica apropiada, puede realizarse por
medio cualquiera de las vias de administracion de agentes aceptadas que sirven en utilidades similares. Tal como se
ha indicado en otro punto en el presente documento, una via contemplada en el presente documento para inducir
tolerancia es la administracion oral. Sin embargo, también puede utilizarse cualquiera de una diversidad de otras
vias, que incluyen, en particular, la inyeccion intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutanea y otras vias. Las
composiciones farmacéuticas de la invencién pueden prepararse combinando un compuesto de la invencién con un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable apropiado, y pueden formularse en preparaciones en
forma solida, semisodlida, liquida o gaseosa, tales como comprimidos, capsulas, polvos, granulos, unglentos,
disoluciones, supositorios, inyecciones, inhalantes, geles, microesferas y aerosoles. Ademas, dentro de la
composicion pueden estar presentes, aunque no es necesario, otros ingredientes farmacéuticamente aceptables
(incluyendo otros agentes inmunosupresores) y/o excipiente adecuados, tales como sales, tampones y
estabilizantes.

La administracion también puede realizarse por medio de una diversidad de vias diferentes, que incluyen la via oral,
parenteral, nasal, intravenosa, intradérmica, subcutanea o tépica. Las vias de administracion preferidas dependen
de la naturaleza del trastorno que se va a tratar o prevenir. Una cantidad que, después de su administracion, reduce,
inhibe, previene o retarda la aparicion de una respuesta inmunolégica anti-colV o una indicacion clinica de dicha
respuesta se considera eficaz.

En ciertas realizaciones, la cantidad administrada es suficiente para producir una reduccién en la actividad
inmunoldgica, tal como se describe en otro punto en el presente documento (por ejemplo, una respuesta de células
T, una respuesta de células B, el nivel de anticuerpos anti-colV y similares). La dosificacion y la duracion precisas
del tratamiento es una funcion de la enfermedad que se esta tratando y pueden ser determinadas de modo empirico
empleando protocolos de ensayo o ensayando las composiciones en sistemas de modelos conocidos en la técnica y
extrapolando desde estos. También pueden realizarse ensayos clinicos controlados. Las dosificaciones también
pueden variar segun la gravedad del trastorno que se va a aliviar. Una composicion farmacéutica en general se
formula y se administra para que ejerza un efecto terapéuticamente util, al mismo tiempo que se minimizan los
efectos secundarios indeseables. La composicion puede administrarse de una vez, o puede dividirse en una serie de
dosis mas pequefias para ser administradas en intervalos de tiempo. Para cualquier sujeto concreto, los regimenes
de dosificacion especificos pueden ajustarse a lo largo del tiempo segun las necesidades individuales.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse solas o en combinaciéon con otros tratamientos
conocidos, tales como regimenes inmunosupresores, terapia de radiacion, quimioterapia, trasplante, terapia oral de
colageno, inmunoterapia, terapia hormonal, terapia fotodinamica, efc.

Por tanto, las vias tipicas para la administracién de estas y otras composiciones farmacéuticas relacionadas
incluyen, sin limitacion, la via oral, tépica, transdérmica, por inhalacion, instilaciéon intrapulmonar, parenteral,
sublingual, bucal, rectal, vaginal e intranasal. El término parenteral, tal como se emplea en el presente documento,
incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas, intramusculares, intraesternales o técnicas de infusion. Las
composiciones de la invencién se formulan para permitir que los principios activos contenidos en su interior puedan
estar biodisponibles tras la administracién de la composicién a un paciente. Las composiciones que se administraran
a un sujeto o paciente tomaran la forma de una o mas unidades de dosificacion, en las que, por ejemplo, un
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comprimido puede ser una Unica dosificacion unitaria, y un recipiente de un compuesto de la invencion en forma de
aerosol puede contener una pluralidad de unidades de dosificacion. Se conocen métodos reales de preparacion de
dichas formas de dosificacion, o seran evidentes para los expertos en la técnica; por ejemplo, véase Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 202 edicion (Philadelphia College of Pharmacy and Science, 2000). La
composicion que se va a administrar contendra, en cualquier caso, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la invencién, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para el tratamiento de una
enfermedad o una afeccion de interés segun las indicaciones de esta invencion.

Una composicion farmacéutica de la invencion puede estar en forma de un sélido o un liquido. En un aspecto, el
vehiculo o vehiculos estan en particulas, de modo que las composiciones estan, por ejemplo, en forma de
comprimidos o de polvos. El vehiculo o vehiculos pueden ser liquidos, siendo las composiciones, por ejemplo, un
aceite oral, un liquido inyectable o un aerosol, que es util, por ejemplo, para la administracion por inhalacion.

En ciertas realizaciones, el compuesto o compuestos terapéuticos se administran directamente como una
formulacién en aerosol presurizado o nebulizada a los pulmones del paciente por inhalacién. Estas formulaciones
pueden contener cualquiera de una diversidad de propulsores de aerosol conocidos utiles para la administracion por
inhalacion endopulmonar y/o intranasal. Ademas, puede estar presente agua, con o sin cualquiera de una diversidad
de codisolventes, tensioactivos, estabilizantes (por ejemplo, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y
tampones). Para las composiciones que se van a administrar a partir de multiples recipientes de dosis, generalmente
se afiaden agentes antimicrobianos. Estas composiciones, en general, también se filtran y se esterilizan, y pueden
liofilizarse para proporcionar una estabilidad potenciada y para mejorar la solubilidad.

Cuando esta prevista para la administracion oral, la composicién farmacéutica esta preferiblemente en forma soélida
o liquida, en la que formas semisodlidas, semiliquidas, en suspensiéon y en gel se incluyen dentro de las formas
consideradas en el presente documento sélidas o liquidas.

Como composicion soélida para la administracion oral, la composicion farmacéutica puede formularse como un polvo,
granulos, comprimidos prensados, pildoras, capsulas, goma de mascar, obleas o formas similares. Dicha
composicion soélida generalmente contendra uno o mas diluyentes inertes o vehiculos comestibles. Ademas, pueden
estar presentes uno o mas de los siguientes: aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa
microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; excipientes, tales como almiddn, lactosa o dextrinas, agentes
disgregantes, tales como acido alginico, alginato de sodio, Primogel, almidén de maiz y similares; lubricantes, tales
como estearato de magnesio o Sterotex; emolientes, tales como diéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes,
tales como sacarosa o sacarina; un agente aromatizante, tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja; y
una agente colorante.

Cuando la composiciéon farmacéutica esta en forma de una capsula, por ejemplo, una capsula de gelatina, puede
contener, ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido, tal como polietilenglicol o aceite.

La composicion farmacéutica puede estar en forma de un liquido, por ejemplo, un elixir, jarabe, disolucion, emulsion
o suspension. El liquido puede ser para la administracion oral o para el suministro por medio de inyeccién, como dos
ejemplos. Cuando esté prevista para la administracion oral, la composicion preferida contendra, ademas de los
presentes compuestos, uno o mas de un agente edulcorante, conservantes, tinte/colorante y potenciador del sabor.
En una composiciéon prevista para ser administrada mediante inyeccion, pueden incluirse uno o mas de un
tensioactivo, conservante, agente humectante, agente dispersante, agente suspensor, tampodn, estabilizante y
agente isoténico.

Las composiciones farmacéuticas liquidas de la invencion, tanto si son disoluciones, suspensiones u otra forma
similar, pueden incluir uno o mas de los siguientes adyuvantes: diluyentes estériles, tales como agua para inyeccion,
solucion salina, preferiblemente solucion salina fisioldgica, soluciéon de Ringer, cloruro de sodio isoténico, aceites no
volatiles, tales como mono- o diglicéridos sintéticos que pueden actuar como disolvente o medio de suspension,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o
metilparabeno; antioxidantes, tales como acido ascoérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como acido
etilendiaminotetraacético; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la tonicidad,
tales como cloruro de sodio o dextrosa. La preparacion parenteral puede introducirse en ampollas, jeringas
desechables o viales de multiples dosis fabricados de vidrio o plastico. La solucién salina fisioldgica es un adyuvante
preferido. Una composicion farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril.

Una composicién farmacéutica liquida de la invencion prevista para la administracion parenteral u oral debe contener
una cantidad de un compuesto de la invencion de modo que se obtenga una dosificacién adecuada. Generalmente,
esta cantidad es al menos 0,01 % de un compuesto de la invencion en la composiciéon. Cuando esta prevista para la
administracion oral, esta cantidad puede variar entre 0,1 y aproximadamente 70 % del peso de la composicion.
Ciertas composiciones farmacéuticas orales contienen entre aproximadamente 4 % y aproximadamente 75 % del
compuesto de la invencion. Ciertas preparaciones y composiciones farmacéuticas segun la presente invencion se
preparan de modo que una unidad de dosificacion parenteral contenga entre 0,01 y 10 % en peso del compuesto
antes de la dilucién de la invencion.
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La composicion farmacéutica de la invencion puede estar prevista para la administracion tépica, en cuyo caso, el
vehiculo puede comprender, de modo adecuado, una disolucién, una emulsién, un ungiiento o una base de gel. La
base, por ejemplo, puede comprender uno o mas de los siguientes: vaselina, lanolina, polietilenglicoles, cera de
abeja, aceite mineral, diluyentes, tales como agua y alcohol, y emulsionantes y estabilizantes. Pueden estar
presentes agentes espesantes en una composicion farmacéutica para la administracion topica. Si esta prevista para
la administracién transdérmica, la composicién puede incluir un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis.
Las formulaciones tdépicas pueden contener una concentracion del compuesto de la invencién desde
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 % en p/v (peso por unidad de volumen).

La composicién farmacéutica de la invencién puede estar prevista para la administracion rectal, en forma, por
ejemplo, de un supositorio, que se fundira en el recto y liberara el farmaco. La composicion para la administracion
rectal puede contener una base oleaginosa como excipiente no irritante adecuado. Estas bases incluyen, sin
limitacion, lanolina, manteca de cacao y polietilenglicol.

La composicién farmacéutica de la invencion puede incluir diversos materiales, que modifican la forma fisica de una
unidad de dosificacion sélida o liquida. Por ejemplo, la composicion puede incluir materiales que formen una cubierta
de revestimiento alrededor de los principios activos. Los materiales que forman la cubierta de revestimiento
generalmente son inertes y pueden seleccionarse, por ejemplo, de azlcar, goma laca y otros agentes de
revestimiento entérico. Como alternativa, los principios activos pueden estar recluidos en una capsula de gelatina.

La composicion farmacéutica de la invencidon en forma sdlida o liquida puede incluir un agente que se une al
compuesto de la invencién y, con ello, ayuda al transporte del compuesto. Los agentes adecuados que pueden
actuar en esta capacidad incluyen un anticuerpo monoclonal o policlonal, una proteina o un liposoma.

La composicion farmacéutica de la invencion puede consistir en unidades de dosificacién que pueden administrarse
como un aerosol. El término aerosol se emplea para indicar una diversidad de sistemas que varian de los sistemas
de naturaleza coloidal a los sistemas que consisten en envases presurizados. La administracion puede realizarse
por medio de un gas licuado o comprimido, o por medio de un sistema de bomba adecuado que dispense los
principios activos. Los aerosoles de los compuestos de la invenciéon pueden administrarse en sistemas de una sola
fase, bifasicos o trifasicos para administrar el principio o principios activos. La administracion del aerosol incluye el
recipiente, activador, valvula, subrecipiente y similares necesarios, que juntos pueden formar un kit. Los expertos en
la técnica pueden determinar, sin experimentacion innecesaria, los aerosoles preferidos.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse mediante metodologias muy conocidas en la técnica
farmacéutica. Por ejemplo, una composicion farmacéutica prevista para ser administrada mediante inyeccion puede
prepararse combinando un compuesto de la invencion con agua estéril destilada para formar una disolucion. Puede
afadirse un tensioactivo para facilitar la formacién de una suspension o una disolucion homogénea. Los
tensioactivos son compuestos que interaccionan de modo no covalente con el compuesto de la invencion para
facilitar la disolucion o la suspensién homogénea del compuesto en el sistema de administracion acuoso.

Los compuestos de la invenciéon, o sus sales farmacéuticamente aceptable, se administran en una cantidad
terapéuticamente eficaz, que variara dependiendo de una diversidad de factores, que incluyen la actividad del
compuesto especifico empleado; la estabilidad metabdlica y longitud de accion del compuesto; la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; la via y el momento de la administracion; la velocidad de
excrecion; la combinacion de farmacos; la gravedad del trastorno o la afeccion concretos; y el sujeto que se esta
sometiendo a terapia. En general, una dosis diaria terapéuticamente eficaz es (para un mamifero de 70 kg) de
aproximadamente 0,001 mg/kg (es decir, 0,07 mg) a aproximadamente 100 mg/kg (es decir, 7,0 g); preferiblemente,
una dosis terapéuticamente eficaz es (para un mamifero de 70 kg) de aproximadamente 0,01 mg/kg (es decir, 0,7
mg) a aproximadamente 50 mg/kg (es decir, 3,5 g); mas preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz es (para
un mamifero de 70 kg) de aproximadamente 1 mg/kg (es decir, 70 mg) a aproximadamente 25 mg/kg (es decir, 1,75

9)-

En ciertas realizaciones, la dosis de colV administrada por via oral es desde 0,001 mg a 500 mg diarios. En una
realizacion concreta, la dosis oral de colV, tal como se describe en el presente documento, es de 0,01 mg a 50 mg
diarios. En otra realizacion, la dosis oral de colV, tal como se describe en el presente documento, es de 0,1 mg a 0,5
mg diarios. En una realizacion, la dosis oral de colV es de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, o 0,1,
0,2,0,3,04,0,50,6,0,7,08,09,1,0,1,1,12,1,3,14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7,
28,293,0,3,1,3,2,3.3,34,3,5,3,6,3,7,3,8,3,9,4,0,4,1,4,2,4,3,44,45,4,6,4,7,4,8, 4,9 0 5,0 mg diarios. En
otra realizacion, la dosis oral de colV puede ser de 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6, 6,7,6,8,69,70,71,72,73,74,75,76, 7,7, 7,8, 7,9 o 8,0 mg diarios. En ciertas realizaciones, la dosis
puede administrarse en una unica dosis o puede administrarse en multiples dosis a lo largo del dia, por ejemplo, en
2, 3 0 4 dosis diarias para un total de una dosis en mg/dia concreta.

Tal como se describe en otro punto en el presente documento, en ciertas realizaciones, una dosis terapéuticamente

eficaz de colV, tal como se emplea en el presente documento, es una dosis suficiente para inducir tolerancia a colV
medida segun cualquiera de una diversidad de métodos, tal como se describe en el presente documento. En ciertas
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realizaciones, la induccién de tolerancia a colV provoca una disminucion en los anticuerpos anti-colV séricos, seguin
se mide empleando los métodos descritos en el presente documento, tales como un ELISA. En otra realizacion, una
dosis terapéuticamente eficaz de colV, tal como se emplea en el presente documento, es una dosis suficiente para
inducir tolerancia en células T a colV medida segun cualquiera de una diversidad de métodos, tal como se describe
en el presente documento, tales como ensayos de liberacién de citocinas, tincion de citocinas intracelulares y
citometria de flujo, ELISPOT, y similares. También pueden emplearse ensayos de células T funcionales, tales como
ensayos de proliferacion de citotoxicidad.

Los compuestos de la invencidon, o sus sales farmacéuticamente aceptables, también pueden administrarse
simultaneamente, antes o después de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos diferentes. Dicha terapia
de combinacion incluye la administracion de una unica formulacidon de dosificacion farmacéutica que contiene un
compuesto de la invencidon y uno o mas agentes activos adicionales, asi como la administracion del compuesto de la
invencion y cada agente activo en su propia formulacién de dosificacion farmacéutica separada. Por ejemplo, un
compuesto de la invencion y otro agente activo pueden administrarse al paciente juntos en una Unica composicion
de dosificacion oral, tal como un comprimido o una capsula, o cada agente se administra en formulaciones de
dosificacion oral separadas. Cuando se emplean formulaciones de dosificaciéon separadas, los compuestos de la
invencion y uno o mas agentes activos adicionales pueden administrarse fundamentalmente al mismo tiempo, es
decir, simultaneamente, o en diferentes momentos escalonados, es decir, secuencialmente; se entiende que la
terapia de combinacion incluye todos estos regimenes.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse a un individuo que padece una enfermedad o
trastorno, segun se describe en el presente documento, tal como asma grave y persistente. Para el uso in vivo para
el tratamiento de una enfermedad humana, los compuestos descritos en el presente documento en general se
incorporan en una composicion farmacéutica antes de la administracion. Una composiciéon farmacéutica comprende
uno o mas de los compuestos descritos en el presente documento, en combinaciéon con un vehiculo o excipiente
fisioldgicamente aceptable, tal como se describié en otro punto en el presente documento. Para preparar una
composicion farmacéutica, una cantidad eficaz de uno o mas de los compuestos se mezcla con cualquier vehiculo o
vehiculos o excipiente farmacéutico conocidos por los expertos en la técnica por ser adecuados para la via de
administracién concreta. Un vehiculo farmacéutico puede ser liquido, semiliquido o solido. Las disoluciones o
suspensiones empleadas para la aplicacién parenteral, intradérmica, subcutanea o tépica pueden incluir, por
ejemplo, un diluyente estéril (tal como agua), solucion salina, aceites no volatiles, polietilenglicol, glicerina,
propilenglicol u otro disolvente sintético; agentes antibacterianos (tales como alcohol bencilico o metilparabenos);
antioxidantes (tales como acido ascorbico y bisulfito de sodio) y agentes quelantes (tales como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)); tampones (tales como acetatos, citratos y fosfatos). Si se administran por via
intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisioldgica o solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), y disoluciones que contengan agentes espesantes y solubilizantes, tales como glucosa, polietilenglicol,
polipropilenglicol y sus mezclas.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse con vehiculos que los protejan contra la
eliminacion rapida del cuerpo, tales como revestimientos o formulaciones de liberacion a lo largo del tiempo. Estos
vehiculos incluyen formulaciones de liberacion controlada, tales como, pero sin limitarse a implantes y sistemas de
administracion microencapsulados, y polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como etileno-acetato de
vinilo, polianhidridos, poli(acido glicélico), poliortoésteres, poli(acido lactico) y otros conocidos por los expertos en la
técnica.

En ciertas realizaciones, los adyuvantes que ayuden a inducir tolerancia incluyen dexametasona (véase, por
ejemplo, Y. Kang, et al., J. Immunol., 2008, 180:5172-5176), lipopolisacaridos (LPS) y la subunidad 8 de la toxina del
célera, y pueden afadirse a las formulaciones. También se contemplan ciertos otros vehiculos tolerogénicos para su
uso con la composicion de colV de la presente invencion. Estos vehiculos incluyen vehiculos de aceites minerales,
tales como adyuvante de Freund incompleto (IFA) o adyuvante de Freund completo (CFA). El IFA es una emulsion
de un aceite mineral. EI CFA es una preparacion de un aceite mineral que contiene diversas cantidades de
organismos muertos de micobacterias. Sin embargo, IFA y CFA no estan permitidos para un uso en seres humanos,
porque el aceite mineral no es metabolizable y no puede ser degradado por el cuerpo.

En ciertas realizaciones, las emulsiones de grasas, que se han empleado durante muchos afios para nutricion
intravenosa de pacientes humanos, también pueden actuar como vehiculo para la terapia de polipéptidos
tolerogénicos que emplea los polipéptidos de la presente invencion. Dos ejemplos de dichas emulsiones son las
emulsiones de grasas disponibles en el mercado conocidas como Intralipid y Lipofundin. "Intralipid" es una marca
registrada de Kabi Pharmacia, Suecia, para una emulsiéon de grasas para la nutriciéon intravenosa, descrita en la
patente de EEUU n.° 3.169.094. "Lipofundin" es una marca registrada de B. Braun Melsungen, Alemania. Ambos
contienen aceite de soja como grasa (100 o 200 g en 1.000 ml de agua destilada: al 10 % o al 20 %,
respectivamente). Se emplean fosfolipidos de yema de huevo como emulsionantes en Intralipid (12 g/l de agua
destilada) y lecitina de yema de huevo en Lipofundin (12 g/l de agua destilada). La isotonicidad se logra afiadiendo
glicerol (25 g/l) en Intralipid y en Lipofundin. Se cree que estos vehiculos son realmente vehiculos biolégicamente
activos que, cuando forman complejos con el autoantigeno sospechoso, estimulan un cambio de TH1 a TH2 de las
células T autoinmunoldgicas. En ciertas realizaciones, este vehiculo es una emulsiéon de grasas que comprende 10-
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20 % de triglicéridos de origen vegetal y/o animal, 1,2-2,4 % de fosfolipidos de origen vegetal y/o animal, 2,25-4,5 %
de osmorregulador, 0-0,05 % de antioxidante, y agua estéril hasta 100 %.

En ciertas realizaciones, el colV, o sus fragmentos tolerogénicos, pueden estar unidos al receptor de la toxina de la
difteria para potenciar la captacion Gl.

Las composiciones tolerogénicas de la presente invencion pueden emplearse para tratar el asma.

En una realizacién, la invenciéon proporciona un método para tratar el asma, que comprende administrar a un
paciente con asma una cantidad terapéuticamente eficaz de colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos
tolerogénicos, o uno de sus fragmentos inmunogénicos, que se administra en una dosis eficaz para inducir
tolerancia. A este respecto, el paciente con asma puede presentar asma grave y persistente. En otra realizacion, la
presente invencion proporciona métodos para reducir la gravedad del asma en un paciente con asma.

Tal como se ha indicado en otro punto en el presente documento, puede administrarse el colV intacto, o uno
cualquiera o mas de sus componentes de cadenas a, o un fragmento tolerogénico de cualquiera de las moléculas
mencionadas. Ademas, tal como se ha indicado en otro punto en el presente documento, puede administrarse un
fragmento inmunogénico del colV intacto, o uno cualquiera o mas de sus componentes de cadenas a, en cualquiera
de los métodos descritos en el presente documento, empleando una dosis eficaz para inducir tolerancia a colV. Esta
dosis variara dependiendo de una diversidad de factores, que incluyen la actividad de las proteinas o fragmentos
especificos empleados; la estabilidad metabdlica y longitud de accion de estos compuestos; la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; la via y el momento de la administracion; la velocidad de
excrecion; la combinacion de farmacos; la gravedad del trastorno o la afeccion concretos; y el sujeto que se esta
sometiendo a terapia. Asi, estas dosis tolerogénicas pueden determinarse de modo empirico empleando protocolos
de ensayo conocidos o ensayando las composiciones en sistemas de modelos conocidos en la técnica y
extrapolando desde estos. También pueden realizarse ensayos clinicos controlados. Las dosificaciones también
pueden variar segun la gravedad del trastorno que se va a aliviar.

Tal como apreciaran con facilidad los expertos en la técnica, pueden evaluarse una diversidad de factores para
determinar la eficacia de los compuestos y los métodos de la invencién para tratar, prevenir o reducir la gravedad del
asma. Estos factores incluyen los sintomas clinicos tipicos del asma, que pueden ser evaluados por los médicos
expertos. Estos sintomas pueden incluir, pero sin limitacion los siguientes: para el asma: respiracion sibilante;
tension o dolor en el pecho; frecuencia cardiaca rapida; sudoracion; tasas de flujo maximo, medidas con un medidor
del flujo maximo; tos frecuente, en especial durante la noche; falta de aliento con facilidad o apnea; sensacion de
mucho cansancio o debilidad al hacer ejercicio; respiracion sibilante o tos después del ejercicio; sensacion de
cansancio, se enfada con facilidad, tiene mal humor o tiene un caracter temperamental; disminucién o cambios en la
funcién pulmonar, medida con un medidor del flujo maximo; sintomas de resfriado o alergias (estornudos, rinorrea,
tos, congestion nasal, dolor de garganta y cefalea); dificultades para dormir. Las composiciones y los métodos de la
presente invencion pueden emplearse junto con otros tratamientos conocidos para el asma, tales como, pero sin
limitarse a corticosteroides (por ejemplo, prednisona, fluticasona, metilprednisolona), broncodilatadores (por ejemplo,
agonistas de B2 de accion a corto y a largo plazo, teofilina, pirbuterol, efedrina, albuterol, salmeterol, levalbuterol,
clenbuterol, bromuro de ipratropio), y modificadores de leucotrienos (por ejemplo, montelukast, zafirlukast,
zileutona).
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Ejemplos
Ejemplo de referencia 1: La cantidad de anticuerpos anti-colageno V aumenta en pacientes con EPOC

Se obtuvo plasma de voluntarios normales (adultos no fumadores, edad 18-55) y de voluntarios con enfisema
documentado. Se detectaron los niveles de anticuerpos anti-colV en los pacientes con EPOC y en los sujetos sanos
control mediante el ensayo de citometria de flujo con perlas segun se describe en el documento WO 2007/120947.

Brevemente, 1) Perlas revestidas con estreptavidina (5 pm, capacidad de unién 10-20 pg/l x 107 perlas (Polyscience,
Warrington, PA)) se lavaron dos veces con PBS estéril. Las perlas (1 x 107) se suspendieron en 100 ul de PBS con
40 ug de colageno de tipo V humano y se incubaron durante 60 minutos a 4 °C. 2) Se generd un control positivo
siguiendo el mismo procedimiento de 1 anterior, empleando 20 pum de anticuerpo de conejo contra anticuerpos de
colageno V humano (Bioten) (Abeam, Cambridge, MA). 3). Para cada ensayo, se lavaron 1 x 10° de perlas
conjugadas dos veces en PBS, y se incubaron en 100 ul de PBS mas 50 pl de suero. Después de incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente, las perlas se lavaron tres veces con PBS que contenia FCS al 10 %. 4) Las
perlas se suspendieron en 100 ul de PBS + FBS al 10 % estéril y se incubaron durante aproximadamente 30
minutos a temperatura ambiente con anticuerpo secundario. Generalmente, se emplean 5 ul de un anticuerpo anti-
IgG humana conjugado con R-PE (Sigma, Saint Louis). Las perlas se lavaron tres veces con PBS que contenia FCS
al 10 %, se suspendieron en 300 pl de una disolucién de PBS/FCS y se analizaron empleando un citémetro de flujo.

Tal como se muestra en la figura 1, los anticuerpos anti-colageno de tipo V se encuentran en una cantidad
significativamente alta en pacientes con EPOC (N = 16), comparado con los controles (N = 42).

Ejemplo 2: La cantidad de anticuerpos anti-colageno V aumenta en pacientes con asma

Se obtuvo plasma de voluntarios normales (adultos no fumadores, edad 18-55) y de voluntarios con asma crénico
documentado. Se midieron los niveles de anticuerpos anti-colV en los pacientes con asma y en los sujetos
voluntarios control mediante el ensayo de perlas segun se indica en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 2, se encontraron unos niveles altos de anticuerpos anti-colageno de tipo V en 8 de
20 asmaticos.

Ejemplo 3: El colageno V intravenoso previene la hipersensibilidad de las vias respiratorias inducida por
ovoalbumina en ratones

Este ejemplo demuestra que la administracion intravenosa de colageno V previene la hipersensibilidad de las vias
respiratorias inducida por ovoalbumina en este modelo de asma murino bien establecido.

Ratones Balb/c fueron inyectados a través de la vena de la cola con 100 pg de col(V), solo, o col(V) mezclado en
adyuvante de Freund completo (CFA), o PBS, o CFA por si solo. Siete dias después, los ratones recibieron una
inyeccion IP de ovoalbumina en alumbre y esto se repiti6 siete dias después. Siete dias después de la ultima
inyeccion de ovoalbumina/alumbre, los ratones en cada grupo fueron expuestos a dosis crecientes de ovoalbimina
en aerosol, seguido de una medicion de la resistencia de las vias respiratorias (PenH).

Los resultados demuestran que el col(V), por si solo, anula la hipersensibilidad de las vias respiratorias inducida por

ovoalbumina (véase la figura 3). Se realizaron otros experimentos que confirmaron estos resultados. Estos
resultados se resumen a continuacién en la tabla 2.
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Ejemplo 4: El col(V) intravenoso induce transcripciones de IFN-y en células mononucleares de pulmén

Este ejemplo demuestra que la inyeccion intravenosa de col(V) por si solo induce una respuesta de TH1 en células
mononucleares de pulmén, que se caracteriza por la induccién de transcripciones de IFN-y. Ratones Balb/c fueron
inyectados a través de la vena de la cola con 100 ug de col(V) solo, CFA solo en la base de cola, colV mas CFA en
la base de la cola, o PBS i.v. por si solo. Siete dias después, los ratones recibieron una inyeccioén IP de ovoalbimina
en alumbre y esto se repitid siete dias después. Siete dias después de la ultima inyeccion de ovoalbumina/alumbre,
los ratones en cada grupo fueron expuestos a dosis crecientes de metacolina en aerosol, seguido de una medicion
de la resistencia de las vias respiratorias en respuesta a la exposicion a metacolina (PenH). Se extrajo el ARN de
células mononucleares aisladas a partir del parénquima pulmonar de ratones en cada grupo de tratamiento y se
realizé una PCR cuantitativa para determinar los niveles de expresion de IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y e IL-10 (véase la
figura 4; los datos representan el ARN de las células mononucleares de pulmoén reunido procedente de 5 ratones en
cada grupo).

Los resultados del experimento demuestran que col(V) por si solo, administrado por via intravenosa, induce
transcripciones de IFN-y en células mononucleares de pulmon. El IFN-y es antagonista de IL-13 e IL4, dos citocinas
que se cree que desempefan un papel en la patogénesis del asma. Por tanto, aunque no se pretenda limitacion
alguna por la teoria, la induccion de esta respuesta de TH1, que contrarresta los efectos de IL4/IL13, puede
desempeniar un papel en el efecto protector mediado por colV en el asma inducido por ovoalbimina.
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cgeactetec
cgggtcegegg
gaggegaggg
tocogecegt
aacggggggt
tgocegggee
coocggecey
cogoocgygge
gageoogogea
tggaataaca
agettacaga
gtctgcattt
ggcecttectyg
ccgecteteoac
cctettecgg
caagaaaaat
cagcogaccac
tgaggaggty
ttatgattac
gtogeaggac
ttactacgaa
caagaagcac
ccocecacggaa
cggcataggg
tgacectecace
ggecgaaatt
aggggaaggt
cgagaactac
aatgeoeggeg
craaaaggga
agaaggeocee
ggaccetgga
cggteocteoca
ctecaaagge
caggttggea

gtcocecagegg
ggcggeggceg
cgagctagee
gggcgagege
gocgaggtee
gtgaccegeg
cgecccgecy
geoececegetge
getcageocag
aagacaacag
gtcaccaaag
cecgaggact
gtctccatet
gtettactet
ggcatcaace
gtcaccttga
cccatgatey
tttgagggty
tgtgageact
cccaatccay
tacceocctact
gtggaagcetg
getgeoteeca
gactatgact
tatggcgagg
cacaceagea
geggatgact
tacgaccect
aaccaggata
gaaccageoga
gogggtette
gaaagdggec
ggaaccatge
cecatggtet
ctgaggggac
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ctggegeagg
gcgaggagga
cageggggtce
gocagecgeo
ccatgaccte
cocctgtgeg
geatggacgt
tgocecceget
cagatctect
gettttgege
acgcgcagct
tctcecatcet
acaacgageca
acgaggacca
tgtcagatgg
tocteogactg
acatcaatgg
acatccagea
acagceectga
atgaatatta
acgaagaccce
¢caaagaaac
tgectgaaac
acgtgcecag
gggaggagaa
ccgcoagacac
tggaggggga
actacgaccce
ccatctatga
ttatcgagec
coggacctec
cocctyggacyg
tcatgetgeco
cagcecagga
cagectggeace

acctcactcg
ggcgagaagg
ceggoegecs
ccttocagaa
ctaaagtggt
toceocogegey
ccataccege
getgetgety
gaaggttcta
cacgcggega
cagegeacsca
aacaactgtg
gggtatccag
cacggggaag

caagtggcac
taaaaagaag

catcategtyg
getgetettt
ctgtgacacc
cacggaagga
cgaagaccta
cacagaggte
cagtgaaggg
tgaggactac
caccgaccag
cteccaactce
gttecactgag
caccagctcece
agggattgga
gggcatgete
aggaaccatg
cccaggectt
cttecoggttt
gtceccaggeg
gatgggtete

30

ageggagege
agttggagga
cgegggecaa
cagecogeocge
geggtcectg
ccteocgageg
tggaaagege
ctgetgtggy
gattttcaca
tcttecaaag
accaagcagc
aaagccaaga
cagattggge
cctggececgg
agaattgcte
accaccaaat
tttggcacee
gteteggace
geagtacctg
gacggegady
gggaaggage
ccegaggage
gctgggaagyg
tacacgccct
cccacagacc
tccaatecag
gaaacgatcc
cegtoggaga
ggaccteggy
atcgagggec
ggtcccactg
cctggggeey
ggaggtggey
caageccattce
acagggagac

ccacggggag
ggaggaggag
agtegagece
cacaaagaag
ctgagtgege
cecctgtgeg
geagegoget
cgeegectee
acttgectga
geceggatgt
tgtaccctge
aaggcageca
tggagetggg
aagactacca
tcagegteca
teocteogacey
ggatcctgga
accgggoage
acaccccaca
gtgagaccta
ccaccoccag
tgaccccgac
aagaggacgt
caccgtatga
caggcgctgg
ctcecgectcea
ggaaccttga
tegggecggy
gegagaaaggd
cgectggece
goecaagteogg
atggecctgece
gegatgegay
tecagcagge
ctggcectgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
13240
1380
14440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20440
21040



gggtcccect
tcogaggtgtg
gagtgatgga
cggcotgget
aceaggacct

getgectgyg
cggacctece
ccagggagag
cceceagggt
aggaatgecc
gaaaggaggt
agtcaagggg
cggetttect
acccggteca
tgacceceggt
agggtatcca
caatggagag
cceaacgggt
gggcaactoece
ccaaggaccce
acteecagga
aggcceccee
gcgtggecac
aaaagaaggg
aggattacgt
gaaaggcaat
tccagectgga
agggcoggea
agacggtete
agaagacgga
aggagaacag
ctetggaget
tgatgaaggt
aggaccteca
cectggecce
tggaatagga
tggccttecy
gtoaggecct
tcccaaagge
tggececegeg
gacgggatcce
tececcagge
cggcttggaa
geceggaceg
atceccagge
aggagattet
tocgggtgaa
teetaaggga
tggcctgecy
gaagggtgag
ccagececty
ggacgacggg
ctetetecaac
gaaccacgoe
atactgggte
cacageegygyg
ttettggece
ctectatghtg
gctgagegec
ggacgcages
gatgtcetat
aggctaccag
ggacatcatyg
ggcttgette
cageatgeca

gggagcggag
caaggcecge
gccagaggaa
gggttgcecag
cogggagacy
gageeeggge
ggtgtcacgy
cetggeocce
geoaattggte
ggtgctgacg
cagggtccac
gccgatggea
gggtttaaag
aggggagaag
cctctgggac
ggaagacaag
dagggeggea
ccgaggggty
ggaggtgacy
acaggattte
cacaectggace
ggegtggteg
cctgggocee
acgaagggtg
ggtttcactg
gaagggccca
geegetggge
ggagagaaag
caggggcecty
gataagggayg
ggtecteoctg
gacggcgage
ccoagagget
ggcgagaagqg
cgaggaccet
aaccctggtg
ggagaaggcqg
tcaggtgctg
ageectggec
ggtecaagatyg
cecoggeccta
cecgeaggoeo
ggcectectg
gatggectte
ceggacggte
ggtcccaaag
cagggtgaga
gaacagggta
ggtccgecty
geaggecace
ccaatccagg
aatggegaga
tetetgaage
cgeaccetgea
gatecctaace
gggtogacat
aaagaaaacc
gacgcogagyg
tetgoccace
acgggeaget
gacaacaace
aagacggtte
ttcaatgact

atgggctagyg
ttegttegty
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gtttgaaggg
ctggtecgge
tgceotggaca
gegagaagygyg
atggagaaag
cacgtggtet
gtatggacgg
caggacagea
ctocaggaga
gacececggg
ctggcececa
tecgtggtcet
gagacatggg
atggcectga
cccetgggga
gaccaaagyg
gggggacccc
aaagaggeoed

geecagetygg
ctggaccaaa
agagaggoga
gecctcaggg
ctggaccece
agoeaggece
gggaccgagg
ctggececace
ccateggaat
gggctectygg
tggggcteca

agatcgggga
ggecctacagg

egggygcceteg
ttectggaca
gtgagacagg
ceggagetee
cagtgggaga
fafatatalafatats fa e
ceggacccce
cagtgggttt
gtecccotygg
ctggtgaace
cogaaggcag
ggaagactgg
gagggatceo
coceegygoce
gtgaaaaggg
agggcgaceqg
tcactggtee
gtccaaaagy
caggaccceg
catccaggac
actacgtgga
tggagattga
aggacctgea
aaggatgcte
gegtcocttececo
cgggctectyg
gcaaccetgt
agaacgtcac
acgacaagge
cctacateeg
tggagatcga
toeggtgaage
agcegecgag
agtgtecegt

cgagccggga
cgggaagcec
aactggecee
ccacaggggt
gggtgacgac
gettgggeeyg
ceagecgggy

gggtaatcca
aaagggtcecc

acaccctgge
gggtccgatt
gaagggcaca
catcaagggt
aggcecaaaq
gaagggaaaa
ctetattgga
tggaaageca
cegggygeate
cectectggt
gggecceccet
gactggttte
tcccacggga
cggtgaacag
tgcaggecte
gettactggt
aggcectgeg
tccagggaga
cgagaaagge
gggtccaget
gcoggggeayg
tectcaagge
gggccageay
cectgggeca
agacgtggge
aggtgctgat
gaagggcgag
acccaaagga
tggacccaaa
toctggagat
tgacaaagga
aggtccateqg
acagggagayg
cccecategge
tggecetgtyg
catgggtece
tcatccagge
tggtetocet
ttetggeceg
tgctaaggge
aggcecocey
geggeggaac
ctacgeggac
gcagatgaaa
gctectgecace
cagggattee
tgacaagaaqg
gttcagtgaa
gggtgtggta
ctaccactge
cotocgette
cgecctggtg
cacccoocaaa
gtcacagaaa
ceocgggetec

gcacgtectyg
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gacgtgggge
ggaagacggg
aagggtgacc
gaccctggte
ggagaagttg
aaggggeacao
coazaaggaa
ggcgeccagyg
ttggggaaac
aaagaaggce
ggctacccag
aagggcgaga
gatcgggggg
ggtcgeggag
cteggagtec
tteectggat

ggaccgeggg
actgggaage

gaacggggac
ggececteoeag
caaggceaaga
gaaacgggcc
gggctteegg
cetgggaaag
ccagtgggag
ggatcteccag
cetgggecce
ccacaaggec
ggccctgtyg
aaaggaagca
ccecateoggac
ggeetttteg
gtagggetyge
cagatgggea
ggeccacaag
cctggegaaqy
gaaagdggag
ggccctoccyg
cetggeceee
gatgatggtg
gggectecag
aaaggggcca
ccecagyggygyg
ggagaacaag
ccaggactte
ctgateggge
ggecceccagy
attgggeeta
tectocgggte
ggeececegy
atcgacgeca
ggcatggaag

cggeccctygy
cecgacttece

ttcaaggttt

teegaagagy

ttcaagegtyg
cagatgacet

taccagtcag
ctgggcteca
gacggetgty
gtggagcagy
tttggatttg
cgagagcaac
accetggaca

ctcagggtee
gtcgggetgg
ggggtttcga
ctteeggece
ggcccagyggy
caggtectog
atgtgggtec

gtettecagg
caggocttec

cteoccaggaga
gtcctcgagg
agggtgaaga
agatcggcec
gtcccaatgg
cagggttace
ttectggege
ggcagegagy
ctggecocaa
ccaatggace
geaaggatgyg
coggocotog
caatgggtga
gccttgoctgg
atggccoctoe
cteottggact
gggagagagg
agggacccca
cagetggeog
gtoccocotgyg
agggggacaa
agcecaggece
ggcagaaagyg
agggtttgee
cccogggtoe
gtoocccagg
caggtgagee
agaagggega
gagatgatgg
cocggagages
aacecgggea
gaaaaagggyg
agggagaagc
cccetgggaa
gtoteccagg
ceggectcaa
tecatcggtee
goetectecqgyg
ctgggcacac
caactggeece
gagaggtcat
gecagetget
agatettegg
geacgoagea
cagatggtga
actgecaactt
ccagaatceac
ggaaactget
tecctgogget
tggectggea
acgacgagga
ctaccaagaa
tgcecatcgt
aagtggggec
ctegtgacet

gtgaaggctt

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3990
32960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44409
45400
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4929
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5440
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000



ctecctecee
coeggagaga
ctgcacecea
gggeccatgee
ggttggggga
tgtgtattte
ccatcaccaa
cattctgcag
aatatttgta
acccagtete
tetgattaga
gaagtttgec
cttttecagac
gataattttc
ttgettectt
aaaccacatt
ctettgtgge
gggaccctgg
tgttgccaag
aagcacacte
ggactgggtt

cattgtetgt
tttetgtgtt

tgtacaatga
ctatttggat
gegggtgagg
tgtgggcagg
ccegggtgea
cctgegggge
ggaagccaca
ttecctggaa
geecaggatg
agecgaggac
ttteteateo
aaagttgtta
geccacagtat
ttatttttte
agcaaaaaac
gacacattgt
caggaaagga
agtttttcaa

teccacctga
acagagggaa
gegectggge
tccagececce
gggactgcca
ccetgacett
agcctoogtt
gtgecetteee
ttgtattgtt
agteccacqgg
aataggaagt
ceggggcage
agtttttgat
ttttttetae
tttecgettt
ttttgtaggt
tctettgtgg
ccatgecteg
gactctaaga
cctectgege
gtgectactt
ggtgtgacca
tgttecaage
actccatgag
teeccatetea
teeceetttygg
aggacccegag
gegectttte
tetggtgetg
aacaagccac
agtaagtcte
ccagcatgtyg
tgteccecgega
catccaattt
taatttgtac
attgcaataa
ctetcaatat
ccaagataaa
acggtttcaa
tatcttaaaa
taaatcgagt

ES 2618 881 T3

cttecatetac
ggagcecgege
cogeoceacy
cagectegece
gatttggaca
caaaaaatgt
tttaacaace
gatggattaa
ataaatgtta
acagaatggg
ctoececacec
aagaatttat
tegetetaga
atgcacttaa
tecttecegea
gataactcaa
tgctatctat
tteteocctge
tcaatgcacg
tetecegece
gatttgaaaa
tagcagatta
cgttcagtcea
tetetecagg
aatgtectgg
ggaacccttt
gggcagceag
cttctaccat
teccegacee
ccaggaggaa
getettgeca
ccaatgactg
ccecegtgga
gtecettttet
tgaacttcaa
aattacttct
atataattgg
gtttegagga
aaaatccget
tattctaaac
tgggtgtttc

gecteggeac
ceccacctgg
ctetgtecac
gaccecatcct
ctatattttt
tccaaggtaa
tccaacacga
aggtgecttat
agtgtgcctg
¢gaggeatgg
cegeccetgge
getgecattg
cttttttttt
gactaaaaca
gagcectgatg
tgaaaattgg
ctgttttaag
tttetttate
tcactttcct
cggtgegtee
cacacacaaqg
tatttggtte
tgeccatgege
gctgectgea
atgecgagegt
cctggecate
gaaaggcegat
gggaaatgca
ccaccaccac
caaaacacceqd
aagaaaagtc
tecacctteat
ctgegtctag
cctgteattt
aatgtgtccece
tatatttgea
acaaacgctg
catcaggeet
agacatgteca
ttgtgtaaca
caccghaaa

cacggggtgt
agetgaatea

acecacgege
gttegtgaat
ttctaaatte
gecteogtaaa
tecatttaga
gtttttgtga
gctttcaate
attetgggtt
caagaacgtg
aaaagcaggt
ttttaatagy
caggtttgga
ggagaatgtc
tgettatttt
gtcteocttga
ctgttattge
tteccactggg
actcccgagg
caataaaaag
ctgaatgttt
tgccteggta
gcacgtettt
cageggcetece
gaggtcgggg
ctetteactg
dgctgggeec
cagaatgcag
ccagegtgga
tggcttggag
ctcttcaaaa
gteatgtgat
tettectetyg
gttetececa
gaaattcttt
gcaaaaagaa
tttgaaatac
taagttttaa
aaggaataat

gggacoccag
catgacctag
coogggageg
aggtctecagg
aacttgaaga
ggtcatccca
ggccaaatgt
gttttaagta
atgcacggaa
geagtacegt
caataaattg
accagtgece
gaaaaaattt
ttaattttat
cagggcagyg
ttacacttct
aggcgeactg
cteccacagte
caggatagce
gctgttatga
cctetteoctg
gtggtgctaa
gatggagtaa
tecaagtage
agagctceggg
ggctgeegte
tgaaaagttg
ttggggtgag
ttccagetta
ttttccaaat
agtctcetgga
gaaaagccat
tetgtittica
tggtceccette
gaccactcta
tggtgtaatt
aaaaatggta
aatgtcaaat
ctgtaatgece
taactgtaat

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8439

<210>2

<211> 1838

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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Met
Ala
Pro
His
Arg
65

Ala
Pro

Gln

Gly

Asp
Pro
Ser
Asn
50

Arg
Gln
Glu

Ala

Leu

Val
Leu
Arg
35

Leu
Ser
Leu
Asp
Phe

115
Glu

His
Leu
20

Ala
Pro
Ser
Ser
Phe
100
Leu

Leu

Thr
Pro
Ala
Asp
Lys
Ala
85

Ser

Val

Gly
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Arg
Pro
Gln
Gly
Gly
70

Pro
Ile

Ser

Arg

Trp
Leu
Pro
Ile
55

Pro
Thr
Leu

Ile

Ser

Lys
Leu
Ala
40

Thr
Asp
Lys
Thr
Tyr

120
Pro

33

Ala
Leu
25

Asp
Lys
Val
Gln
Thr
1056

Asn

Val

Arg
10

Leu
Leu
Thr
Ala
Leu
90

Val
Glu

Phe

Ser
Leu
Leu
Thr
Tyr
75

Tyr
Lys
Gln

Leu

Ala
Leu
Lys
Gly
60

Arg
Pro
Ala

Gly

Tyr

Leu

Trp
Val
45

Phe
Val
Ala
Lys
Ile

125
Glu

Arg
Ala
30

Leu
Cys
Thr
Ser
Lys
110
Gln

Asp

Pro
15

Pro
Asp
Ala
Lys
Ala
95

Gly
Gln

His

Gly
FPro
Phe
Thr
Asp
80

Phe
Ser

Ile

Thr



Gly
145
Ser

Val

Thr
Leu
225
Ser
Pro
Tyr
Glu
Glu
305
Pro
Asp
Asp
Asp
Asn
385
Glu

Tyr

Gly

Met
465
Gly
Glu
Pro
Gly
Gln
545
Ala
Gly
Pro
Arg
Gly

625
Glu

130
Lys

Asp
Thr
Ser
Arg
210
Phe
Pro
Asn
Tyr
Pro
2590
val
Glu
Tyr
Asp
Pro
370
Ser
Gly
Asp
Met
Gly
450
Leu
Pro
Arg
Gly
Gly
530
Ala
Gly
Ser
Arg
Gly
610

Pro

Lys

Pro
Gly
Leu
Asp
185
Ile
Val
Asp
Pro
Tyr
275
Thr
Pro
Thr
Asp
Leu
355
Gly
Ser
Glu
Pro
Pro
435
Glu
Ile
Pro
Gly
Pro
515
Asp
Gln
Pro
Gly
Gly
595
Arg

Lys

Gly

Gly
Lys
Ile
180
His
Leu
Ser
Cys
Asp
260
Glu
Pro
Glu
Ser
Tyr
340
Thr
Ala
Asn
Phe
Tyr
420
Ala
Lys
Glu
Gly
Pro
500
Pro

Ala

Ala

Gly
580
val
Ala
Gly

His

Pro
Trp
165
Leu
Pro
Asp
Asp
Asp
245
Glu
Tyr
Ser
Glu
Glu
325
Val
Tyr
Gly
Pro
Thr
405
Tyr
Asn
Gly
Gly
Thr
485
Pro
Gly
Gly
Ile
Gly
565
Leu
Gln
Gly

Asp

Arg
€45
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Glu
150
His

Asp

Glu
His
230
Thr
Tyr
Pro
Lys
Leu
310
Gly
Pro
Gly
Ala
Ala
390
Glu
Asp
Gln
Gln
Pro
470
Met
Gly
Thr
Ser
Leu
550
Leu
Lys
Gly
Ser
Arg

630
Gly

135
Asp

Arg
Cys
Ile
Glu
215
Arg
Ala
Tyr
Tyr
Lys
295
Thr
Ala
Ser
Glu
Glu
375
Pro
Glu
Pro
Asp
Lys
455
Pro
Gly
Arg
Met
Lys
535
Gln
Thr
Gly
Pro
Asp
615
Gly

Asp

Tyr
Ile
Lys
Asp
200
vVal
Ala
val
Thr
Tyr
280
Pro
Pro
Gly
Glu
Gly
360
Ile
Pro
Thr
Thr
Thr
440
Gly
Gly
Pro
Pro
Leu
520
Gly
Gln
Gly
Glu
Pro
600
Gly

Phe

Pro

34

Fro
Ala
Lys
185
Ile
Phe
Ala
Fro
Glu
265
Glu
Val
Thr
Lys
Asp
345
Glu
Pro
Pro
Ile
Ser
425
Ile
Glu
Pro
Thr
Gly
505

Fro

Ala

Pro
585
Gly
Ala
Asp

Gly

Leu
Leu
170
Lys
Asn
Glu
Tyr
Asp
250
Gly
Asp
Glu
Fro
Glu
3340
Tyr
Glu
Thr
Gly
Arg
4140
Ser
Tyr
Pro
Glu
Gly
490

Leu

Leu

Arg
Pro
570
Gly
Pro
Arg

Gly

Pro
650

Phe
155
Ser
Thr
Gly
Gly
Asp
235
Thr
Asp
Pro
Ala
Thr
315
Glu
Tyr
Asn
Ser
Glu
395
Asn
Pro
Glu
Ala
Gly
475
Gln
Fro
Fro
val
Leu
555
Gly
Asp
Ala
Gly
Leu

635
Ser

1440
Arg

Val
Thr
Ile
Asp
224
Tyr
Fro
Gly
Glu
Ala
300
Glu
Asp
Thr
Pro
Thr
380
Gly
Leau
Ser
Gly
Ile
460
Pro
Val
Gly
Phe
Ser
544
Ala
Pro
Val
Gly
Met
624

Ala

Gly

Gly
His
Lys
Ile
205
Ile
Cys
Gln
Glu
Asp
285
Lys
Ala
val
Pro
Asp
365
Ala
Ala
Asp
Glu
Ile
445
Ile
Ala
Gly
Ala
Arg
525
Ala
Leu
val
Gly
Lys
605
Fro

Gly

Pro

Ile
Lys
Phe
190
Val
Gln
Glu
Ser
Gly
270
Leu
Glu
Ala
Gly
Ser
3540
Gln
Asp
Asp
Glu
Ile
4340
Gly
Glu
Gly
Asp
Asp
514
Phe
Gln
Arg
Gly
Pro
590
Fro
Gly

Leu

Pro

Asn
Lys
175
Leu
Phe
Gln
His
Gln
255
Glu
Gly
Thr
Pro
Ile
335
Pro
Pro
Thr
Asp
Asn
415
Gly
Gly
FPro
Leu
Pro
495
Gly
Gly
Glu
Gly
Pro
575
Gln
Gly
Gln

Pro

Gly
655

Leu
1640
Asn
Asp
Gly
Leu
Tyr
2440
Asp
Thr
Lys
Thr
Met
3240
Gly
Tyr
Thr
Ser
Leu
400
Tyr
Fro
Fro
Gly
Pro
480
Gly
Leu
Gly
Ser
Pro
560
Pro
Gly
Arg
Thr
Gly

644
Pro



Pro
Gly
Pro
Pro
705
Gly
Ala
Pro
Gly
Pro
785
Arqg
Gly
Pro
Gly
Gly
865
Pro
Lys
Gly
Lys
Pro
945
Gly
His
Pro
Gly
Glu
1025
Pro
Gly
Liau
Pro
Gly
1105
Ala
Gln
Gly

Ser

Gly Asp

Leu Pro
675

Pro Gly

690

Gly Pro

G1ln Gln
Ile Gly

Gly Met
755

Pro Pro

770

Ile Gly

Gly Leu
Phe Lys

Pro Gly
835

Gly Pro

850

Lys Leu

Lys Gly
Gly Gly

Pro Thr
915

Pro Gly

930

Gly Glu

Pro Lys
Pro Gly
Gly Pro
995
Pro Met
1010
Gln Gly
Gly Pro
Phe Pro
Lys Gly
1075
Gly Glu
1090
Arg Pro
Pro Gly

Gly Pro

Asp
660
Gly
Pro
Lys
Gly
Pro
740
Pro
Gly
Tyr
Lys
Gly
820
Pro
Asn
Gly
Ser
Arg
200
Gly
Pro
Arg
Gly
G1ln
980
Pro
Gly
Leu
Ala

Gly

1060

Asn
Arg
Gly
Glu

Val

1140

Gly
Glu
Pro
Gly
Asn
725
Pro
Gly
Glu
Pro
Gly
805
Asp
Arg
Gly
Val
Ile
885
Gly
Pro
Lys
Gly
Pro
965
Arg
Gly
Glu

Pro

Gly

1045

Asp
Glu
Gly
Pro

Lys

1125
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Glu
Pro
Gly
Asn
710
Pro
Gly
Ala
Lys
Gly
790
Thr
Met
Gly
Asp
Pro
870
Gly
Thr
Arg
Gly
Pro
950
Pro
Gly
Val

Arg

Gly

1030

Leu
Arg
Gly
Pro

Gln

1110

Gly

Arg
Gly
Pro
695
val
Gly
Glu
Asp
Gly
775
Pro
Lys
Gly
Glu
Pro
855
Gly
Phe
Pro
Gly
Asn
935
Asn
Gly
Glu
Val
Gly
1015
Leu
Pro
Gly
Pro
Ala
1095
Gly

Pro

Gly Leu Pro

Glu Asp Gly Asp Lys Gly

1155

Lys Gly Asp Lys Gly Glu

Gly Asp
665

Pro Arg

680

Pro Gly

Gly Pro
Ala Gln

Lys Gly
745

Gly Pro

760

Gly Gln

Arg Gly
Gly Glu

Ile Lys
825

Asp Gly

840

Gly Pro

Leu Pro
Pro Gly

Gly Lys
205

Glu Arg

920

Ser Gly

Gly Pro
Pro Pro

Thr Gly
985
Gly Pro
1000
His Pro

Ala Gly
Gly Lys
Lsu Pro
1065
Pro Gly
1080
Gly Ala
Pro Pro

Gln Gly

Gly Pro
1145

Glu Ile Gly Glu Pro

1160

Gln Gly Pro Pro Gly

35

Asp Gly
Gly Leu
Val Thr

Gln Gly
715

Gly Leu

730

Pro Leu

Pro Gly
Gly Pro

Val Lys
795

Lys Gly

810

Gly Asp

Pro Glu
Leu Gly

Gly Tyr
875

Phe Pro

890

Pro Gly

Gly Pro
Gly Asp

Gln Gly
955

Gly Lys

970

Pha Gln

Gln Gly
Gly Pro

Lys Glu
1035
Asp Gly
1050
Gly Pro

Pro Pro
Ala Gly

Gly Pro
1115
Pro Ala
1130
Ala Gly

Glu Val Gly
670
Leu Gly Pro
685
Gly Met Asp
700
Glu Pro Gly

Pro Gly Pro

Gly Lys Pro
750
His Pro Gly
765
Pro Gly Pro
780
Gly Ala Asp

Glu Asp Gly

Arg Gly Glu
830
Gly Pro Lys
845
Pro Pro Gly
860
Pro Gly Arg

Gly Ala Asn

Pro Arg Gly
910
Arg Gly Ile
925
Gly Pro Ala
940
Pro Thr Gly

Asp Gly Leu

Gly Lys Thr
990
Pro Thr Gly
1005
Pro Gly Pro
1020
Gly Thr Lys

Pro Pro Gly

Val Gly Ala

1070

Pro
Lys
Gly
Pro
Gln
735
Gly
Lys
Gln
Gly
Phe
815
Ile
Gly
Glu
Gln
Gly
895
Gln
Thr
Gly
Phe
Pro
975
Gly
Glu
Pro

Gly

Leu

1055

Leu

Arg
Gly
Gln
Pro
720
Gly
Leu
Glu
Gly
Ile
800
Pro
Gly
Arg
Lys
Gly
880
Glu
Arg
Gly
Pro
Pro
9260
Gly
Pro
Thr

Gly

Asp

1040

Arg

Gly

Gly Pro Ala Gly Ser

1085
Pro Ile Gly
1100
Ala Gly Glu

Gly Arg Asp

Pro Val Gly

1150
Gly @ln Lys Gly

1165

Ile
Lys

Gly

1135

Pro

Pro

Gly

1120

Leu

Pro

Pro Thr Gly Pro



Gln Gly Pro Ile Gly Gln Pro

1170

1185

Gly
Pro
Pro
Gly
Ala
1265
val
Gly
Glu
Pro
Gly
1345
Pro
Pro
Gly
Ala
Ile
1425
Gly
Pro
Lys
Gly
Leu
1505
Thr
Gly
Pro
Pro
Arg
158S
Tyx
Ser
Gln
Phe
Asp

1665
Val

Pro Arg Gly Gln Gln Gly
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1175
Gly

1190

1205

Arg Gly Phe Pro Gly Pro

1220
Gly Pro Pro Gly
1235
Pro Pro
1250
Asp

Gly Pro

Gly Pro Gln

Gly Glu Lys Gly

1285
Glu Gly Gly Pro
1300
Ser Gly Pro Sex
1315
Gly Asp Asp
1330

Asp

Gly

Pro Gly Pro

Pro Gly Asp Lys
1365
Pro Thr Gly
1380
Pro Gly
1395

Gly

Gly

Pro Pro

Lys Glu Ala

14190
Gly Gln

Fro Gly

Ile Pro Gly Pro
1445

Pro Pro

1460
Ser Gly

Asp Gly

Gly Asp
1475
Leu Ile Gly
1490

Pro

Pro

Gly Pro Gln

Gly Pro Ser Gly
1525
Pro Pro Gly Pro
1540
Gly Glu
1555

Glu val

Lys Ala

Gly Ile
1570
Asn

Ile Asp Ala

Val Ala
1605
Glu

Asp Tyr

Leu Lys Leu
1620

Pro Ala Arg

1635

Asp Gly Glu

Asn

Pro
1650
Ser Phe Lys Val

Phe Pro Asp Lys
1685

Glu
Pro
Gly
1270
Glu
Pro
Gly
Pro
Pro
1350
Gly
Glu
Ala
Gly
Ala
1430
val
Gly
Pro
Pro
Gly
1510
Pro
Lys
Gly
Gln
Ser
1590
Asp
Ile
Thr
Tyr
Tyr

1670
Lys

Leu

1180

1195

1210

Pro
1225

Lys Gly Glu Thr
1240

Gly Pro

1255

Pro

Arg Gly

Pro Gly Gly
Glu Ala

12940
Lys Gly
1308
Gly

Pro Gly

Gly Pro

Ala Ala
1320
Gly

Pro

Lys Ser Pro
1335

Gly Glu Pro Gly
Glu
1270

Ser

Asp Asp Gly
Pro
1385
Glu Gly

Pro Gly

Gly Pro
1400
Leu Glu Gly Pro
1415
Pro Gly Lys Pro
Gly Glu Gln Gly
1450
Met Gly Pro
1465
Gly Glu Lys
1480
Glu

Pro
Lys

Gly Gln
14595

Ser Ser

Gly

Gly Pro

Ile FPro
1530
Gly

Gly Pro

Gly Ala Lys

1545
His Pro Gly
1560

Leu Pro

Pro
Pro Ile
1575

Gln Leu Leu Asp
Glu
1610
Lys

Gly Met Glu

Glu Gln Met
1625
Cys Lys Asp Leu
1640
Trp Val Asp Pro
1655
Cys Asn Phe Thr

Ser Glu Gly Ala
1690

36

Pro Ser Gly Ala Asp Gly Glu Pro

1200

Phe Gly Gln Lys Gly Asp Glu Gly

1215

Gly Pro Val Gly Leu Gln Gly Leu

1230

Gly Asp Val Gly
1245
Pro Ser Gly Ala
1260
Ile Gly Asn Pro
1275
Gly Glu Pro Gly

Glu Arg Gly Glu

Gln Met
Pro Gly

Gly Rla
1280
Leu Pro
1295
Lys Gly

1310

Pro Gly Pro Lys
1325

Pro Val

1340

Ala Gly

Gly Gly

Pro G1n
1355
Pro Gly Gln Thr

Gly Pro Pro Gly

13290

Arg Gln Gly Glu
1405

Pro Gly Lys Thr

1420

Gly Pro
1435

Leu Pro

Asp Gly
Gly Ser
Pro

Gly Leu Pro

1470

Gly His Pro Gly
1485
Gly

Glu Lys

1500
Gly

Asp

Lys Glu Gln

1515

Gly Pro Pro Gly

Ser Ser Gly Pro

1550

Pro
1565
Ser Arg

Pro Gly Pro

Gln Ala
1580

Asp Gly

1595

Ile Phe

Asn Gly
Gly Serx
Pro

Arg Leu Gly

1630

Gln Leu Cys His
1645
Gln Gly Cys
1660

Gly Gly Ser

Asn

Ala
1675
Arg Ile Thr Ser

Gly Fro
FPhe Pro

Asp Gly
1360
Gly Ser
1275
Lys Arg

Lys Gly
Gly Pro

Leu Arg
1440
Pro Gly
1455
Gly Leu

Leu Ile
Arg Gly

Gly Ile
1520
Leu Pro
1535
Thr Gly

Gly Pro
Thr Arg

Glu Asn
1600
Leu Asn
1615
Thx Gln

Pro Asp
Ser Arg
Thr Cys

1680

Trp Pro
1695



Lys
Leu
Thxr
His
1745
Asp
Lys
Gln

Gln
1825

<210> 3
<211> 6930
<212> ADN

Asn

Val

Glu Asn Pro Gly
1700

Ser Tyr Val Asp

1718

Phe Leu

1730

Cys

Arg Leu

Tyr Gln Ser

Lys Ala Leu Arg
1765
Asn
1780
Gly Tyr

1795

1210

ES 2618 881 T3

Ser

Ala

Leu

Val
1750

Phe Leu Gly

Trp Phe Ser Glu Phe Lys Arg Gly Lys Leu

Glu Gly Asn
1720
Ser Ala

1735

Ala Trp

Pro Tyr Ile Arg Ala

Gln Lys Thr Val Leu

1800
Pro Ile Val Asp Ile Met Phe Asn Asp Phe
1820

1818

1705
Pro Val Gly

Ser Ala His Gln

1740

Gln Asp Ala Ala

1758
Asn Asp Glu
1770

Val Asp Gly

Serx

Leu
1785
Glu Ile Asp Thr

1710
Val val
1725
Asn Val

Gln Met
Thr Tyr
Thr Gly Sexr Tyr

1760
Ser Tyr

1775
Thr Lys

Glu Met

Cys Ala
1790

Pro Lys Val Glu

1805

Gly Glu Ala Ser

Lys Phe Gly Phe Glu Val Gly Pro Ala Cys Phe M=t Gly

<213> Homo sapiens

<400> 3

1830

1835

37



gaccgttget
aaagaagtgg
agactgtgct
ctgaaagaag
actctcagga
gacctatect
aagacgagga
taaacaggga
ttetectgtga
ctggggaatyg
gaggaagaaa
gtegtccagyg
aaggaagace
aacctggtge
ggeegtttta
gactaatgce
agcaaggtgg
gteegattgg
ctggeagaaa
ttectgggge
goectaaagy
tgggtgecat
cacagggtge
gtectettgyg
caggtcctac
caccaggtcee
gtgccaaagg
ctggatctea
atccaggagt
gtattcaggg

caggaacagt
ttecaggete

gtteotteagyg
caggtgeteg
ctttgggtge
ggcagcecgy
ctggagaage
aagttggtce
gacctacagy

tggeagacac
aggcagecatt
ggagetggtg
agocecacage
gaacccacat
cattettatt
tgaaggatat
catttggaaa
caagatagaa
ctgteoctgte
gggacaaaag
accggeoagga
tggecctegt
teccaggacct
agctecaaatg
tggctetatg
tgecaggacct
ttcacgtgga
tggaaatcct
tectggtett
tgaagttgga
gggtcctetyg
tectggacaa
gataccagge
aggggegega
agttggctet
cccaacggge
aggacctcag
tecaggttte
tcegatagge
tggtecteca
tgatggttta
acccaaagga
gggtttgaca
gecaggggaa
gagecatggge
aggaaatgcet
ttetggtect
cccecacaggt
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tggatggtta
cttectattt
ctgaaaaagg
tgacttcatg
gtctaatatt
gttttattag
ggtgaagaaa
cctgecectt
tgecaggatyg
tgttcacaaa
ggagaaccag
cctocaggat
ggaccteoagy
cctggacata
getgggttgg
ggtectgttyg
acaggacctec
ccagagggec
ggtgaagtgg
ccaggtetga
gcacctggtt
ggtcegaggy
cgaggtgcac
tettetggtt
ggecctgaag
ccaggtcette
tetecgggta
ggtagcactg
aaaggagaaqg
ccaccaggtyg
gggccagtgg
cctgggecaa
agecaggggy
ggaaatectyg
gatggcegte
ctteocaggec
ggagttectyg
gtgggccege
tttcagggge

tgagcectgaa
aaagctgeat
gggtttgcag
gtgctacaat
tagacatgat
ggcaatttgt
tageetgeac
gtcagatctg
tgctggactyg
cacctggagg
gattagtgee
cacagggace
gaattgatgg
cgteccacee
atgaaaaatce
gcecaagggyg
ctggtgaace
ctectggtaa
gatttgcagg
agggtcaccyg
ccaagggtga
gaatgecagg
atggtatgee
ttccaggaaa
gtcecteaggg
ctggtgecaat
cctetggtec
gtectcaggg
ctggeccaaa
aagaaggcaa
gagaaagggg
agggtgctca
atccaggacg
gtgttcaagg
caggtectcee
ccaaaggtag
ggcagagggy
cgggtctage
ttectggtec

38

caagcetgaaa
cgcttgaaaa
aggetgeect
aacctcagaa
ggcaaactgyg
ctcaataaaa
tcagaatgge
tgtctgtgac
tgecgaccet
tggcaataca
tgttgtaaca
aagaggagag
agaaccaggt
aggacccgat
tggacttggg
accacagggt
tggtgatect
acctggggaa
atctecggga
aggacacaaa
agetggecee
agagagaggd
tggaaaacet
tocectggaatg
gcagagaggt
aggaactgat
tectggetea
aattcgagge
aggggaacca
aagaggtcce
tgctectgge
aggagaacgd
toccaggggaa
toectgaagga
aggctccata
cagtggtgac
agetectgga
tggtgaaaga
tecagggect

aggggeagga
aagttttege
ggggetggtg
tctactttte
geggaageaa
geocaggaag
cagatgtact
aatggageca
gtaacgcece
aattttggta
ggcatacgtg
cgagggccaa
gttectggte
ggcttgagea
agtcaagtag
ttacaaggac
ggaccaatgg
gatggtgaac
getegtggat
gogtettgaag
actggtccaa
agacttggge
ggaccaatgg
aagggagaag
gaaactggge
ggtactectg
geagggacte
caacegggtg
gggccacatg
agaggtgacc
aatcgtggtt
gagtectgtag
cetgggette
aaacttggac
ggaatcagag
cctgggaaac
aaagatggtg
ggagaacaaq
cctggagaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8§40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



gtggaaaaca
ctagaggaga
gtgagaagygg
ctgggaceee
ttgcaggaac
goacagetygy
caggtectac
ccogygggcaa
gacoocagyy
agggagatge
ctaatggtgt
gatttectgg
cgggaccect
ctcatgggeg
gggacecagg
cogggcagag
taccaggeee
gteocacctgg
aaggtcocage
atcgtggaga
geeoctgtgygy
taggaccace
acaaaggtga
gtctteagygyg
ctggaccatt
accotgggee
gacetgagygg
ttacagetge
ctgagtttac
atgectacect
aaaagcaccce
gtgaatactyg
acatggaaac
ggtgggceag
ggteteagtt
ttttgegect
taggatacat
atgacttaga
cttgctctaa
tggeacgett
teggeogttga
agcaccacca
gagactettyg
ggoctoctta
aaatattttt
agaaagtaaa
aaaaagttgc
ggtatataga
gtgeecetttt
acttgtgate
aaggagaate
tatatattca
taaaagacta
gatcaatcta
tttettattt
tgtocaagga
taatgaagaa
tggaattaga
atgagctace
actgaaaggt
gtattattat
taaagatggt
agaaagagca
tttgtaatac
ttttttttet

aggtgatcaa
acgaggaaat
aatggectgga
tggagataca
teoctggeocee
aaatgatggt
tggagaaaag
toctggttet
toctgacgga
tggttcteet
tectggacta
ttetgeggge
aggggaaccc
tgtgggagat
agaagatggg
aggaattgtt
agcgggaaca
acctgtgggyg
tggcaatgat
cectgggect
tgeteocagga
tggtegaget
tecatggagac
tettactgge
tggcacaaga
acttgggeca
acctactggt
tettggggat
tgaagatcag
gaagtcacte
agccocogeacy
gattgatcct
aggagaaaca
taaatcteoet
cgettatgga
tttatcaaaa
ggacgatcaa
tatcaaagca
geggaatgga
goccatcata
aattgggeocca
tcaatgacca
aagtaatgge
tocttocagaa
caatacaaca
ctgattgaat
ttagtattta
goccacaacac
gtgacctectce
gagacctaca
ttaaaaaaaa
gtggecatttt
taagtttaga
tcaatattga
aagaagatat
ctctaaatty
aaagatctag
acatttggec
tecatctetag
getatgettce
ttttecttta
ttaatcacta
tegttceaat
ttgeoatgett
taattgeatt
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ggtgtteoetg
catggggaaa
ggacatggte
gygoccaccay
aagggtgaca
geaagaggte
ggtgaacety
cgaggtgaaa
cagoctggag
ggaccacaag
aaaggtggte
agagttggac
gggaaggagg
cgaggaceag
caacctggte
ggcatgectyg
ccaggaaaag
cooccagget
ggtaccccag
geaggtectge
gatgcaggac
gggaaacgtg
cgaggcgaca
cetactggte
ggtecteocag
attggaccte
gagectggee
atcatgggge
goggeteocty
agtagtcaga
tgtgatgace
aaccaaggat
tgtatttcag
gacaataaac
gaccaccaat
gaagcctece
getaagaace
gagggaaata
aatgtgggca
gatcttgete
gtttgttttyg
cogeocattea
tgatcctgea
tatttatttt
gtttaggttt
aaataaatct
tgaggaaatt
atgtttattt
attecaagat
tgcatgtett
aaaaacgttt
ggagaacaaa
catctttete
tagaagtcac
tgaatgcaaa
agactcttec
aaactgagtt
tttgaacttt
aagetgggat
tgttattatt
atgatggtge
ccattgtgaa
gettgtteac
cttagaccag
tgttggetet

gagatcecogyg
gaggagaacc
ctgatggeec
gtettcaagy
gaggtggeat
ttecaggtec
gtectogagy
atgggccaac
taaaaggtga
gtttagecagg
gaggaaccea
ctecaggoec
gacctecagg
ctggececec
cagatggceec
ggcaacgtgy
taggaccaac
ccaatggtec
gacgggatgy
caggetetea
Aaagaggaga
gattacetgyg
gaggtcagaa
caaatggtga
geoecagttgg
caggtgtacg
cacctggeec
actatgatga
atgacaaaaa
ttgaaaccat
taaagctttyg
ctgttgaaga
caaacccatc
ctgtttggta
cacctaatac
agaacatcac
tcaaaaaagc
ttagattceg
agactgtctt
ctgtggatgt
tgtaaagtaa
caagaacttt
tcagecattgt
acttacaatc
aagatgacca
cecgttttott
cttettectg
tgettggetg
tgtcaattaa
gatattgtgt
cteactgtet
gtgaatttac
attcaaattt
actagtatat
ataattgaca
acatgtacaa
gtggagetga
cataggaaaa
ggacttacta
ccaagactgyg
taaaattctt
aacataactyg
tgttectetyg
aacatgtagyg
attttaattt

39

agcagttgge
tgggataact
aaaaggcagt
tatgooggga
AggAgaaaaa
tttgggcect
tttagttgge
tggagetgtt
acctggagag
atcecctgge
aggtccgact
tgctggaget
tettegtggg
tggtggceca
cectggtaca
agagagagge
tggtgoaaca
tgtaggggaa
tgctgttgga
gggtgecect
tecgggttet
acceocaagga
gggecacaga
acaaggaagt
tecttecaggt
aggcagtgta
teecgggtece
aageoatgeca
caaaacggac
gogoagecoe
ccattecegea
tgcaatcaaa
cagtgtacca
tggtcttgat
agccattact
ttacatctgt
tgtggttete
gtatategtt
tgaatataga
tggoggcaca
gocaagacac
gactgtttga
atatatggte
ctcaagtttt
atgacaatga
caatttattt
gcaggtaget
cagttgaaaa
aaatgagttt
aactataata
taaatagaat
ttogacttet
aaagatatct
accatttaat
tatagaactt
tcteoatcate
ctctaatcaa
atgacccaac
ttcttgttta
agataggeag
cctataaaat
ttagacttce
t¢catactgta
teoceocttgtyg
ttttetttta

ccgttaggac
ggactcectg
ccaggtecat
gazagaggaa
gygtgctgaag
ccaggtecgyg
cctoatygget
ggttttgeeg
ccaggacaga
cctcatggte
ggtgctacag
ccaggacctg
gaccotgget
ggagacaaag
getggaacga
atgoceoggec
ggagataaag
cctggaccag
gaacgtggty
ggaactectyg
cggggtecta
cctcgtggtg
ggetttactyg
getggaatec
aaagaaggaa
ggagaagcaqg
cctggccacc
gatccactte
ccaggggtte
gatggctega
aagcagagtyg
gtttactgea
cgtaaaaccet
atgaacagaqg
cagatgactt
aaaaacagtg
aaaggggcaa
cttcaagaca
acacagaatyg
gaccaggaat
atcgacaatg
agttgatect
ttaagtgect
aattgatttt
ccacetttge
cagtgtaatyg
taaagagtgg
atagaaatta
aaaatgttta
gagactettt
ttttaaatag
taaatttttg
ttcoctoctett
acatttacac
tacaaacata
ctgaagecta
atgtgatgat
atttettage
tattttagat
ggctaaaaaqg
tcettaaaaa
cgtttctgaa
tectggaatge
tctcaatact
aaataaacag

24400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
30400
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
39400
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
51400
5160
5220
5280
5340
54400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
€180
6240



ctgggaccat
atcaaattaa
ccatattaga
gecatttgtt
aaaatctatce
ccttaaaaat
tgaataaact
attgttttca
atattttgac
ttgtttgact
tatgtggtaa
cttatttgga

cccaaaagac
atgcacgett
tctatttcat
taaaagatac
tacaacatta
gtcagagtag
gtaataataa
gtttecattet
ctgtatatct
tccaagtcca
tactattaag
ttttgggaat
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aagccatgca
ttgtcatgte
ttccaatagt
aacggatacc
cccacaaagyg
tattattgat
aacatatgte
caatatttag
taaatttgag
aactataaga
tcacaaacac
gectaccaata

tacaactttg
agtggttttt
gaaaaggaga
ttctatcatg
caacatgaca
aaaaagggca
tcaaagtgta
tttacaacat
tatttatatg
ttatataagt
taacaatttce

gtcatgtate
gttttgtgaa
tgtggtggta
tatgtactgg
ccaattateca
agcaatagat
tcacatatga
cattttecee
cctaaataca
tcatatagat
caactataga

toctgeaaage
attcoctttga
tactttgttt
cttataaatg
ctgectctge
ttttecatgac
atttagecta
taaactggtt
tgtgtgagtt
gaatcagaaa
aataacagtt

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6930

<210>4

<211> 1499

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

40



Met
Leu
Glu
Leu
Asp
Asp
Ser
Gly
Gly
Glu
145
Asp
Gly
Ala
Gly
Gly
225
Glu
Glu
Gly
Phe
Lys
305
Gly

Pro

Pro

Met
Leu
Gly
Asn
50

Asn
Cys
Gln
Gln
Arg
130
Arg
Gly
His
Gln
Leu
210
Leu
Pro
Gly
Asn
Pro
290
Gly
Glu

Arg

Gly

Ala
Gly
Tyr
35

Arg
Gly
Ala
Thr
Lys
115
Pro
Gly
Glu
Pro
Met
195
Met
Gln
Gly
Pro
Pro
275
Gly
Leu
Ala

Gly

Gln
355

Asn
Gln
20

Gly
Asp
Ala
Asp
Pro
100
Gly
Gly
Pro
Pro
Ser
180
Ala
Pro
Gly
Asp
Pro
260
Gly
Ala

Glu

Met
340
Arg

Trp
Phe
Glu
Ile
Ile
Pro
85

Gly
Glu
Pro
Lys
Gly
165
His
Gly
Gly
Gln
Pro
245
Gly
Glu
Pro
Gly
Pro
325

Pro

Gly

Ala
Val
Glu
Trp
Leu
70

Val
Gly
Pro
Ala
Gly
150
Val
Pro
Leu
Ser
Gln
230
Gly
Lys
Val
Gly
Pro
310
Thr

Gly

Ala
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Glu
Ser
Ile
Lys
55

Cys
Thr
Gly
Gly
Gly
135
Arg
Pro
Gly
Asp
vVal
215
Gly
Pro
Pro
Gly
Leu
295
Lys
Gly
Glu

His

Ala
Ile
Ala
40

Pro
Asp
Pro
Asn
Leu
120
Pro
Pro
Gly
Pro
Glu
200
Gly
Gly
Met
Gly
Phe
280
Pro
Gly
Pro

Arg

Gly
360

Arg
Lys
25

Cys
Ala
Lys
Pro
Thr
105
VvVal
Pro
Gly
Gln
Asp
185
Lys
Pro
Ala
Gly
Glu
265
Ala
Gly
Glu
Met
Gly

345
Met

41

Pro
10

Ala
Thr
Pro
Ile
Gly
80

Asn
Pro
Gly
Pro
Pro
170
Gly
Ser
Val
Gly
Pro
250
Asp
Gly
Leu
Val
Gly
330
Arqg

Pro

Leu
Gln
Gln
Cys
Glu
75

Glu
Phe
Val
Ser
Arqg
155
Gly
Leu
Gly
Gly
Pro
235
Ile
Gly
Ser
Lys
Gly
315
Ala

Leu

Gly

Leu
Glu
Asn
Gln
60

Cys
Cys
Gly
Val
Gln
140
Gly
Ala
Ser
Leu
Pro
220
Thr
Gly
Glu
Pro
Gly
300
Ala
Met

Gly

Lys

Ile
Glu
Gly
45

Ile
Gln

Cys

Thr
125
Gly
Pro
Pro
Arg
Gly
205
Arqg
Gly
Ser
Pro
Gly
285
His
Pro
Gly

Pro

Pro
365

Leu
Asp
34

Gln
Cys
Asp
Pro
Gly
110
Gly
Pro
Gln
Gly
Pro
130
Ser
Gly
Pro
Arqg
Gly
270
Ala
Arg
Gly
Pro
Gln

350
Gly

Ile
15

Glu
Met
Val
Val
Val
a5

Arg
Ile
Arqg
Gly
Pro
175
Phe
Gln
Pro
Pro
Gly
255
Arg
Arg
Gly
Ser
Leu
335
Gly

Pro

Val
Asp
Tyr
Cys
Leu
=11

Cys
Lys
Arqg
Gly
Ile
160
Pro
Ser
Val
Gln
Gly
240
Pro
Asn
Gly
His
Lys
320
Gly

Ala

Met



Gly
Met
385
Gln
Gly
Pro
Pro
Gly
465
Pro
Pro
Gly
Phe
Arg
545
Gly
Asn
Pro
Gly
Asp
625
Arg
Gly
Pro
Gly
Gly
705
Glu
His
Gly
Ile
Lys
785
Gly
Glu
Pro
Gly
Glu

865
Ala

Pro
370
Lys
Gly
Leu
Thr
Gly
450
Gln
Lys
Gly
Pro
Pro
530
Gly
Arg
Pro
Gly
Gln
610
Pro
Gly
Pro
Thx
Gly
690
Pro
Pro
Gly
Asp
Ala
770
Gly
Pro
Pro
Gly
FPro
850

FPro

Gly

Leu
Gly
Gln
Pro
Gly
435
Serxr
Pro
Gly
Glu
Pro
515
Gly
Pro
Pro
Gly
Glu
595
Pro
Gly
Ala
Pro
Gly
675
Lys
Leau
Gly
Pro
Thr
755
Gly
Ala
Leu
Gly
Ser
835
Gln
Gly

Sear

Gly
Glu
Arg
Gly
420
Ser
Pro
Gly
Glu
Glu
500
Gly
Ser
Val
Gly
Val
580
Asp
Gly
Lys
Pro
Gly
660
Phe
Pro
Gly
Ile
Asp
740
Gly
Thr
Glu
Gly
Pro
820
Arg
Gly
Gln

Pro

Ile
Ala
Gly
405
Ala
Pro
Gly
Asp
Pro
485
Gly
Pro
Asp
Gly
Glu
565
Gln
Gly
Ser
Pro
Gly
645
Leu
Gln
Gly
Pro
Thr
725
Gly
Pro
Pro
Gly
Pro
805
Arg
Gly
Pro

Lys

Gly
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Pro
Gly
390
Glu
Ile
Gly
Pro
Pro
470
Gly
Lys
val
Gly
Ser
550
Pro
Gly
Arg
Met
Gly
630
Lys
Ala
Gly
Asp
Arg
710
Gly
Pro
Pro
Gly
Thr
790
Pro

Gly

Glu

Gly
870
Pro

Gly
375
Pro
Thr
Gly
Thr
Gln
455
Gly
Pro
Arg
Gly
Leu
535
Ser
Gly
Pro
Pro
Gly
615
Glu
Asp
Gly
Leu
Gln
695
Gly
Leu
Lys
Gly
Pro
775
Ala
Gly
Leu
Asn
Gly
855
Asp

His

Sex
Thx
Gly
Thr
Ser
440
Gly
Val
His
Gly
Glu
520
Pro
Gly
Leu
Glu
Gly
600
Leu
Ala
Gly
Glu
Pro
680
Gly
Glu
Pro
Gly
Leu
760
Lys=s
Gly
Pro
Val
Gly
840
Gln
Ala

Gly

Ser
Gly
Pro
Asp
425
Gly
Ser
Pro
Gly
Pro
505
Arg
Gly
Pro
Pro
Gly
585
Pro
Pro
Gly
Glu
Arg
665
Gly
val
Arg
Gly
Ser
745
Gln
Gly
Asn
Ala
Gly
825
Pro
Pro

Gly

Pro

42

Gly
Ala
Pro
410
Gly
Pro
Thx
Gly
Ile
490
Arg
Gly
Pro
Lys
Gly
570
Lys
Pro
Gly
Asn
Val
650
Gly
Pro
Pro
Gly
Glu
730
Pro
Gly
Asp
Asp
Gly
810
Pro
Thr
Gly

Ser

Asn

Phe
Arg
395
Gly
Thr
Pro
Gly
Phe
475
Gln
Gly
Ala
Lys
Gly
555
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
635
Gly
Glu
Pro
Gly
Asn
715
Lys
Gly
Met
Arg
Gly
795
Pro
Pro
Gly
Val
Pro

875
Gly

Pro
380
Gly
Pro
Pro
Gly
Pro
460
Lys
Gly
Asp
Pro
Gly
540
Ser
Arg
Gly
Ser
Lys
620
Gly
Pro
Gln
Gly
Asp
700
Pro
Gly
Pro
Pro
Gly
780
Ala
Thr
Gly
Ala
Lys
860
Gly

Val

Gly
Pro
val
Gly
Sar
445
Gln
Gly
Pro
Pro
Gly
325
Ala
Gln
Gly
Pro
Ile
605
Gly
val
Sex
Gly
Pro
685
Pro
Gly
Met
Ser
Gly
765
Gly
Arg
Gly
Ser
Val
845
Gly

Pro

Pro

Asn
Glu
Gly
Ala
430
Ala
Gly
Glu
Ile
Gly
510
Asn
Gln
Gly
Leu
Leu
590
Gly
Ser
Pro
Gly
Pro
670
Pro
Gly
Glu
Ala
Gly
750
Glu
Ile
Gly
Glu
Arg
830
Gly
Glu
Gln

Gly

Pro
Gly
Ser
415
Lys
Gly
Ile
Ala
Gly
495
Thr
Arg
Gly
Asp
Thr
575
Gly
Ile
Ser
Gly
Pro
655
FPro
Gly
Ala
Arg
Gly
735
Thr
Arg
Gly
Leu
Lys
815
Gly
Phe
Pro

Gly

Leu

Gly
Pro
400
Pro
Gly
Pro
Arg
Gly
480
Pro
Val
Gly
Glu
Pro
560
Gly
Ala
Arg
Gly
Gln
640
Val
Gly
Glu
val
Gly
720
Gly
Pro
Gly
Glu
Pro
800
Gly
Asn
Ala
Gly
Leu

880
Lys



Gly Arg

Ser Ala Gly

215

Ala Gly Pro
930

Gly Asp

945

Pro

Pro

Pro Gly

Pro Gly Pro

Ile Val
955
Gly

Gly

Pro
1010
Thr Gly
1025
Gly

Leu
Asp

Pro Val

Thr Pro Gly

Pro Gly Pro
1075
Pro val
1090

Arg

Gly

Ser
1105
Pro

Gly

Gly Fro

Gly Asp Arg

Leu Pro Gly
1155
Pro Gly Pro
1170
Gly Lys
1185

Val Arg

Glu
Gly

Pro Gly FPro

Leu Gly Asp
1235
Glu Phe
1250

Pro

Pro

Asp
1265
Thr Met

Gly
Arg

Asp Asp Leu

Ile Asp Pro
1315
Asn Met Glu
1330
Pro Arg
1345

Trp Tyr

Lys
Gly
His G1ln Serxr

Leu Ser Lys

1395
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885

Gly Thr Gln
200
Arg

Val Gly

Leu Gly Glu
His
950
Gly

Gly Ser
Pro
965
Gly

Gly
Asp Pro
980
Gly

Met Pro

Pro Ala Gly
Pro
1030

Pro

Lys Gly
Glu
1045
Asp

Gly

Arg
1060
ala ¢ly

Gly
Leu

Gly Ala Pro

Pro Ile Gly

1110

Gln Gly Pro
1125

Gly Gln

1140

Pro Pro

Lys
Gly

Phe Gly Pro

Asn Pro
1120
Gly

Gly

val
1205
Gly

Ser
Bro Pro
1220
Ile

Met Gly

Thr Glu Asp

val Ala
1270
Asp

His

Pro
1285
Leu

Ser

Lys
13400
Asn

Cys

Gln Gly

Thr Gly Glu

Thr Trp

1350
Leu Asp
1365
Pro

1380

Glu Ala Ser Gln Asn

Gly
Pro
Pro
935
Gly
Asp
Pro
Gly
Thr
1015
Pro
Gly
Ala
Pro
Gly
1095
Pro
Arg
Gly
Pro
Aryg
1175
Gly
Glu
Pro
His
Gln
1255
Thr
Gly
His
Ser

Thr
1335

Trp Ala Ser
Met Asn Arg

Asn Thr Ala Ile

890
Pro Gly
205

Gly

Pro
Pro Pro
220
Gly

Lys Glu

Arg Val Gly

Lys Gly Asp
270
Pro Ala
985
G1ln Arg
1000

Pro

Gly
Gly

Gly Lys

Gly Pro Val

Pro Glu Gly
1050
Vval Gly Glu
1065
Gly Ser Gln
1080
Asp Ala Gly

Pro Gly Arg

Gly Asp Lys

1130
Arg Gly
1145
Gly

His
Asn Glu
1160
Gly

Pro Pro

Pro Leu Gly

Ala Pro
1210

Pro

Gly

Pro
1225
Asp Glu

Gly

Tyr
1240
Ala Ala Pro

Leu Lys Ser

Ser Lys Lys

1290

Ser Ala Lys

1305

Val Glu
1320

Cys Ile

Asp
Ser
Lys Ser
Ser

1370
Gln

Gly

Thr
1385
Ile Thr
14900
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Ala Thr Gly

Ala Ala
925

FPro

Gly

FPro
9440
Arg

Gly
Asp Gly
955
Pro Glu

Gly Thr Thr

Glu Arg Gly
1005
Val Gly Pro

1020
Gly Pro Pro
1035

Pro Ala Gly
Arg Gly Asp

Gly Ala Pro
1085

Gln Arg Gly
1100

Ala Gly
1115
Gly

Lys

Asp His

Phe Thr Gly

Gln Ser
1165
Val

Gly

Pro
1180
Ile

Gly

Pro
1195
Glu

Gly

Gly Pro

Gly His Leu

Met Pro
1245
Lys

Ser
Asp Asp
1260
Leu Ser Ser
1275

His Pro Ala

Gln Ser Gly

Ala Ile Lys

1325

Ala Asn Pro
1340

Pro Asp

1355

G1ln Phe

Asn
Ala
Met Thr Phe

Tyr Ile Cys

1405

895
Phe Pro
210

Pro

Gly

Gly Pro

Gly Leu Arg

Pro Ala Gly

9640

Asp Gly Gln
975

Gly Gln

990

Met

Arg

Pro Gly

Thr Gly Ala
Asn
10440
Asp Gly
1055

Gly Asp

Gly Ser

Asn

Arg
1070
Gly Thr Pro

Asp Pro Gly
Gly Leu
11249
Asp Arg
1135
@ln Gly

Arg
Gly

Leu
1150
Ala Gly Ile

Gly Pro Ser

Pro Pro Gly
1204
Gly Glu
1215
Ala Ala

Pro

Thr
1230
Asp Pro Leu

Asn Lys Thr

Gln Ile Glu
12840
Thr Cys
1295
Tyr Tre

Arg

Glu
1310
Val Tyr Cys

Ser Ser Val
Pro val
1360
Gly Asp
1375
Arg Leu

Lys
Tyr
Leu

1390
Lys Asn Ser



Val Gly Tyr
1410

Leu Lys

1425

Phe Arg

Gly
Tyr

Val Gly Lys

Met

Ala

Ile

Thr
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Asp Asp Gln Ala
1415
Asn Asp Leu Asp
1430
Val Leu Gln
1445
Val Phe Glu

Asp

Tyr

Lys
Ile
Thr

Arg

Asn Leu Lys Lys
1420
Lys Ala Glu
1435
Cys Ser Lys
1450
Thr Gln Asn

Gly
Arg

Val

Pro Ile

Phe Gly
1490

<210>5

<211> 6192

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

1460
Ile Asp Leu Ala Pro
1475

Val Glu Ile Gly Pro

1465
Val
1480
Val Cys Phe Val

Asp Val Gly Gly

Thr
1485

1455

44

Ala vVal val

Asn Ile Arg
1440
Asn Gly Asn
1455
Ala Arg Leu
1470
Asp Gln Glu



gcgagtgact
cogecttgeo
coggtetetg
tggatgtect
gottetgteo
cgeteoggeat
tgetgatcac
aaaggggtgce
ccttecgeoece
tcagecataga
tgggecatgg
ttggggaaaa
ctgecettcoca
cagtggeteco
ggagdaagaa
cctcaagteco
agactccage
ctactggact
tggggacect
gcactgactt
ctggagagaa
gacctceagg
caggattcec
ttgatgggat
gcteoetttaa
agactcaget
ctgtgggtet
gtoccegagg
ctggagcaga
togatggect
ggcaacocgy
ctggecagge
ccacgggtcg
gtectcoeagyg
ccggteoccca
ttecaggect
gagagaaagg
ggggagtgaa
aggacggett
gagctecagg
ctggcgagga
toccaggtta
gacccatagg
ggggaccacc
ccaagggcga

gcaccgagea
cgtgggecee
cctgetecty
gaaggceeocty
ccagaggact
ccocacgtgy
cttgegggga
ccggecagttg
cetececeag
tggtgagatg
cececgette
gactttegag
ggcttgtgag
ccagggtgaa
agggegaggt
acctectgac
tcoccaaatcety
caatgccacy
ggagaccaag
cagggeagea
aggageaaaa
agcaceagga
tggegacact
cegaggeoaca
aggacecaca
ctectatgaaa
cococgggeat
cctgoaggga
tggagetegy
ceotgggety
tocccccagga
tggggagecyg
ccegggtgtg
agaaceagge
gggactcatt
cacaggatee
ggctcagggt
gggcacttea
cccaggette
toceocogggga
ggggecceca
teocaggacge
Agagaaaggd
aggttecagt
tgtgggceag
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cgagaagteqg
gecgggatgy
googegetge
ggtgtgcagy
ccagagggty
gaactettte
cagccageca
ggectggcac
caggtcaacc
gtgaccetgg
atcagcatag
ggagacattc
cggtacctec
ccagaaaccecs
cgcaagggga
tocgoagaga
coteocgacee
atcctagaga
geageeaggy
gaatatacat
ggagagecceg
ccecaagggy
ggtcecaccgy
ccgggeactg
gtcteattec
ggccceectg
ccaggtcectga
cotcatggac
ggccteccag
cotggtgaga
gaggatggty
ggtccacgag
actggaattg
cctocegggac
ggcactectg
gatggececte
ccaccagggt
ggcaaccyggy
aagggcgaty
gaggatggte
ggctcagetg
cotggaccta
aagtogggaa
ggagagaggg
gatggagcec

cegegeceeyg
ggaaccgecyg
agettetgece
gaggecagge
accgggeatt
cagaaggoca
atcagtctgt
tggggccage
teacagatgg
tagetgactg
ctggactcac
aggagetget
ccgactgtga
ctogtecteg
agggeaggaa
accagaccte
ccacgeocttt
ggagettgga
aggatgaaga
cteoggactca
cagtgattga
tggttggece
gacetgetgg
tgatcatgat
agcaggececa
gteocagtggy
aaggagagga
cecoctggecyg
gggacactgy
agggocaaagy
agaggggagc
gactgcttgg
atggtgctcc
agcagggaaa
gggagaaggg
tgggtcacce
cggcaggece
gecteoccaggy
tggggectcaa

ctgaggggec

gogagaaggg
agggatctat

agacagggca

ggcaaccgygg
ctgggatece
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cagoegecec
ggacctggge
dJggdgacgcag

tggggtecec
cagaattgge

ctttectgag
cctgetgtec
gctgggtcte
caggtggcac
tgaagctcag
tgtgctaggg
gataagccea
caacctggea
gedgaagadd
aaagaacaag
cactgacatce
ggtegtcace
ccctgacagt
aggagatgat
gttccagate
aaaggggecag
ctecaggecet
cctcecagga
gocegttecag
ggctcaggea
getcactggg
gagagcagaa
agtgggcaag
acctaagggt

gaggtgacttt
agagggacct

ccecagagge
tggtgccaaa
ccatgggtec
tceccectgga
aggacatgaqg
tcegggetat
dggagaaagge
aggtgatcag

gaagdggeag
caagettggg

tggattteec
gecaggectg
tgccacaggg
tggagaaaaqg

gactggttce
cagecgedyd
goecgatcoctg
gaggggecty
caggocageoa
aacttectect
atttatgatg
ctaggtgacca
cgtgtggecg
ceccctgttt
acccaggace
gatectcagg
ceggecageca
aagggaaaag
gaaatttgga
cocaagacag
tcocactgtga
ggaacogage
tcocaccatgy
tttectggtg
cagtttgagg
cocggececs
atceceggea
tttgcaggcg
gttetgeage
cgcocagges
gggecacagg
atgggeocgec
gatcegtgget
ggccatgtgg
coagggecca
tetectggee
ggcaatgtgg
cagggactce
aacccaggaa
ggcceccacgg
cctggacete
gagaaggdag
gogaaaccecy
gegdggcagy
gtgccaggece
gagtccoctgg
gaaggagage
caaccaggce
ggcctecetyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
13240
1380
14440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19240
1280
20440
21040
2160
22240
2280
2340
2400
24460
2520
2580
26440
27040



gtctgcaagyg
atgggagace
cgcetggacc
gtgaaagggy
aaggcagaga
cagetggact
gettaaaggg
geggteocttt
cogttggeece
gcaaagatygg
ctggcgagga
ataaaggaga
gtcececggg
aaggagatga
tgccaggace
gagcecteocagg
ctggaggagt
acccagyggee
gggactcagg
atggagecaa
accetggagt
ggggaccggyg
ggggtactte
agcecaggtco
gacgtgtggg
tgggagcace
tgaagggaga
gococoogyy
ctggtcccaa
ccccaggtgt
gococeygtyy
tgcatggget
gectggagga
gtcoctecegg
cgcacctgee
teagggtttt
ttgagatagt
tecgtegagg
agctgaactt
agaatgcage
ttggcaccaa
coccaggatgy
ctegageggy
aaaagtttgyg
agggaccatg
tatttttegt
tcattectte
tectcoctecace
cacaageeta
atgaacaaaa
acaccttttg
gggaccecta
ggactacaga
ccagetetge
gogtggtttgy
ttatacctygg
tecttaggga

aggccatagg
aaaaaaaaaa

ccctecagga
agggecaacet
agetggtgte
gecteocagge
gggggecaay
caggggettt
tgataaggge
gggoccagea
tgcaggcaag
gatceccaggy
aggggacaag
cgegggecea
ageagacggyg
cggagteaga
tcegggagag
tecteggggt
tggtcagecca
tocaggagee
cccatctgga
agggagegty
ttcaggecata
tcegectgga
aggceacatg
tgatgggcec
geetgagggt
tggacagatyg
cactggecec
agaagectggt
gggagacecet
ggegggecet
agacactgga
gegoaggedge
ggtgetggee
cactgeggag
tgatggggaa
ttgcaactte
gaaattggec
gaagaagttc
cctgaaactyg
tgectggety
tggagaggag
ctgceggete
atttetgeece
gtttgaacty
agggagecec
tacctgtgac
tcetttecag
ccattcecagg
acctacecac
gcececacac
gtgctaccec
cococcaceee
dggaagaggy
aaatccecte
ggaccaagat
gtetgtatta
aggctgggat
gecataatttg
aa
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ttcectggge
ggacagagag
ttaggeceta
cocectggac
ggggaactgyg
cocggecosa
cococaggge
ggaggeatty
aaggggtece
cecetgggge
ggggatgtgg
cctggacaac
geteagggge
ggctttgtgg
aaaggggagyg
ccccaagges
ggcgeegtgg
ccaggecates
gotgetggac
ggocccacygy
gatggttece
gettetgggg
ggtegagaag
ccagggagga
cttegaggga
ggcecteoctg
aagggggaaa
gagaaaggagy
ggtceccectyg
ctaggacaga
cetgcaggee
cggegettog
togetcacat
cgcecgggee
tactggattg
acggcgggag
teoctggteca
tectacgtygg
ctgagtgeca
gacgaageca
ctgtctttea
cggaaaggac
ctgtgggatg
ggcccegtet
agaatggggt
tatggagcca
ggtgetgggg
tggecatactg
cacttgaace
ceccaatgee
tccocagagt
ctttgatect
acttccectty
ceectgecee
gttggggggy
aaagggaaag
atgatgagag
catetcaaat

caaagggcec
gagaactggg
agggaaagac
ctectggtga
gaccaccagyg
aagggggees
cegtggggge
gacttcotgy
ggggagaacey
ctetgggace
gtgcececgg
cagggatacg
googgggacc
gggtgattgg
tcggagacgt
ccactggate
gtgagaaggyg
cggggeccaa
cocccaggcaa
ggctgoocgy
caggggagaa
ageceggege
gcagagaagq
cgggtccaat
toccctggeec
geccecectggyg
agggecacat
atcaggggtt
gtcccattygy
aaggctcaaa
caccaggecec
tocccagteec
cgctgagett
togtgtgeea
accceaacea
gagagacctyg
aggaaaagec
acgceogacgy
cagctecgeea
cgggtgacta
accagacgac
agacgaagac
tggeggecac
gottcagecag
goatttggtyg
atgggatgtg
getggggtte
cagtetgget
cccatgeaat
tgcctectea
taagcactgyg
ttctacttec
actgggttgt
ccaccteces
tgaatcagga
tocecocetgt
attccagecec
ctgagaataa
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cectggteac
cttccaaggt
aggagaagtg
acaaggtett
accecttggy

tggggaceeg
caatggetece

ccaaagtgge
tggeocecect
cectggaget
acacaagggg
gggtectgca
cecaggeete
cectoctgga
cgggtcecatg
agagggeact
tgagcgaggg
gggagacatt
gaaaggtece
agatctaggy
gggagaccct
ceccgggeces
ggagaaaggt
gggggetaga
tgtgggtgaa
gecetetgge
tggattgate
gocaggegty
ctetotggge
agggtetecy
coecgggtgec
gettocagte
ggagctggag
cgagctgeas
gggetgegeg
coteotatece
tggaggctgg
gtececcagtg
gaacttcace
cagecactee
agcagecact
ccttttogaa
tgactttgge
ctgagagtgt
ctgaggettt
acttcgctca
cctggeceaa
ctttetcece
gagettcetaa
ctectecgte
atgtctcetg
acggtgaaag
gttteotttte
aggectcacct
tectaatggt
tgtagattte
aagectggec
actgatgaac

caaggtaaaqg
cagacaggec
ggacctetag
cctggectgy
aaagaaggge
ggacctacty
cetggtgage
agogaagges
ggocccactyg
gectgggectt
agtaaaggeyg
ggacacecag
tttgggeaga
ctgcagggge
ggtceccatyg
ccagggetge
gacgctggag
ggtgaaaagy
cctggagagyg
cocccaggag
ggtgatgttyg
cceggcaaga
gccaaggggyg
gggecececty
ccaggectec
cteccaggge
ggtectecattyg
cagggaceces
caccctyggge
gggtecatgy
cotgocgage
gtggagggey
cagetgegge
cgcaaccace
<gggactcgt
gacaagaagt
tatagcacat
aatgtegtge
tactectgec
geoecgettec
gtcagegtec
ttcagctctt
cagacgaace
ccggdggatygy
gaageocaceg
tcacggacag
gggtecagec
tcectcococca
ctecagagectg
gctgecctto
atecccagget
gactgaggte
ctgecctcage
tgecatgecea
getgecctat
atctgecttec
ccocacoges
tgtgaaaaaa

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
51¢€0
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
€060
6120
6130
6192



<210> 6

<211> 1745

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
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Met
Leu
Asp
Glu
Phe
65

Phe
Arg
Arg
Leu
Gly
145
Leu
Arg
Gly
Asp
Asp
225
Thr
Arg
Ser
Preo
Leu
305
Glu
Thr
Pro
Phe
Glu
385
Gly
Asp
Asp
Phe
Gln
465

Pre

Gly

Gly
Leu
Val
Gly
50

Arg
Pro
Gly
Gly
Gly
130
Arg
val
Phe
Glu
Pro
210
Asn
Pro
Gly
Ser
Lys
290
Val
Arg
Lys
Asp
Fro
370
Lys
Val
Pro
Gly
Ala
450
Ala

Gly

His

Asn
Ala
Lau
35

Pro
Ile
Glu
Gln
Ala
115
Asp
Trp
Alza
Ile
Lys
195
Gln
Leun
Arg
Arg
Fro
275
Thr
Val
Ser
Ala
Phe
355
Gly
Gly
Val
Gly
Ile
435
Gly
Gln

Pro

Pro

Arg
Ala
20

Lys
Gly
Gly
Gly
Pro
100
Arg
Pro
His
Asp
Ser
180
Thzr
Ala
Ala
Pro
Lys
260
Fro
Glu
Thr
Leu
Ala
340
Arg
Ala
Gln
Gly
Pro
420
Arg
Gly
Ala

val

Gly
500

Arg
Leu
Ala
Phe
Gln
His
85

Ala
Gln
Phe
Arg
Cys
165
Ile
Phe
Ala
Pro
Arg
245
Gly
Pro
Thr
Sear
Asp
325
Arg
Ala
Gly
Gln
Pro
405
Pro
Gly
Ser
val
Gly

485
Leu
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Asp
Gln
Lau
Cys
Ala
70

Phe
Asn
Leu
Arg
val
150
Glu
Ala
Glu
Phe
Ala
230
Arg
Lys
Asp
Pro
Thr
310
Pro
Glu
Ala
Glu
Phe
390
Ser
Gly
Pro
Phe
Leu
470

Leau

Lys

Leu
Leu
Gly
Prc
55

Ser
Pro
Gln
Gly
Pro
135
Ala
Ala
Gly
Gly
Gln
215
Ala
Lys
Gly
Ser
Ala
295
val
Asp
Asp
Glu
Lys
375
Glu
Gly
Pro
Pro
Lys
455
Gln

Thr

Gly

Gly
Leu
val
40

Gln
Thr
Glu
Ser
Leu
120
Leu
Val
Gln
Leu
Asp
200
Ala
Thr
Gly
Arg
Ala
280
Pro
Thr
Sar
Glu
Tyr
360
Gly
Gly
Pro
Ala
Gly
440
Gly
Gln
Gly

Glu

48

Gln
Pro
25

Gln
Arg
Leu
Asn
vVal
105
Ala
Pro
Ser
Pro
Thr
185
Ile
Cys
vVal
Lys
Lys
265
Glu
Asn
Thr
Gly
Glu
345
Pro
Ala
Pro
Pro
Gly
425
Thr
Pro
Thr

Arg

Glu
505

Pro
10

Gly
Gly
Thr
Gly
Phe
90

Leu
Leu
Gln
Ile
Pro
170
val
Gln
Glu
Ala
Gly
250
Lys
Asn
Leu
Gly
Thr
330
Gly
Ser
Lys
Pro
Gly
410
Leu
Val
Pro
Gln
Pro

490
Gly

Arg
Thr
Gly
Pro
Ile
75

Ser
Leu
Gly
Gln
Asp
155
val
Leau
Glu
Arg
Pro
235
Lys
Asn
Gln
Pro
Leu
315
Glu
Asp
Arg
Gly
Gly
395
Pro
Pro
Ile
val
Leu
475
Gly

Ala

Ala
Gln
Gln
Glu
ag

Pro
Leu
Ser
Pro
val
140
Gly
Leu
Gly
Leu
Tyr
220
Gln
Gly
Lys
Thr
Pro
300
Asn
Leu
Asp
Thr
Glu
380
Ala
Pro
Gly
Met
Ser
460
Ser

Pro

Glu

Gly
Ala
Ala
45

Gly
Thr
Leu
Ile
Ala
125
Asn
Glu
Gly
Thr
Leu
205
Leu
Gly
Arg
Glu
Sar
285
Thr
Ala
Gly
Ser
Gln
365
Pro
Pro
Gly
Ile
Met
445
Phe
Met

Val

Gly

Leu
Asp
30

Gly
Asp
Trp
Ile
Tyr
110
Leu
Leu
Met
Hisg
Gln
190
Ile
Pro
Glu
Lys
Ile
270
Thr
Pro
Thr
Thr
Thr
350
Phe
Ala
Gly
Phe
Pro
430
Pro
Gln
Lys

Gly

Pro
510

Cys
15

Pro
val
Arg
Glu
Thr
95

Asp
Gly
Thr
Val
Gly
175
Asp
Ser
Asp
Pro
Lys
255
Trp
Asp
Thr
Ile
Leu
335
Met
Gln
vVal
Pro
Pro
415
Gly
Phe
Gln
Gly
Leu

4958
Gln

Leu
Val
Pro
Ala
Leu
80

Lau
Glu
Leu
Asp
Thr
160
Pro
Lau
Pro
Cys
Glu
240
Gly
Thr
Ile
Pro
Leu
320
Glu
Gly
Ile
Ile
Gln
440
Gly
Ile
Gln
Ala
Pro
480

Pro

Gly



Pro

Gly
545
Glu
Pro
Gly
Ser
Pro
625
Gly
Leu
Pro
Gly
Pro
705
Arg
Gly
Ala
Ala
Gly
785
Pro
Lys
Gly
Gln
Pro
865
Gly
His
Pro
Gly
Glu
945
Leun
Gly
Lenu

Pro

Gly

Arg
Gly
530
Pro
Lys
Gly
Gln
Pro
610
Gly
Gln
Ile
Gly
Pro
690
Pro
Gly
Phe
Pro
Gly
770
Lys
Lys
Gly
FPro
Fro
850
Gly
Pro
Pro
Gly
Fro
930
Gln
Gly
Phe

Lys

Gly

1010

Gln

Gly
515
Arg
Lys
Gly
Glu
Ala
595
Gly
Ala
Gln
Gly
Leu
675
Thr
Gly
Leu
Lys
Gly
755
Gln
Len
Gly
Lys
Pro
835
Gly
Glu
Lys
Gly
Pro
915
Len
Gly
Pro
Pro
Gly
995
Glu

Ser

Leu
Pro
Gly
Gln
Asp
580
Gly
Pro
Lys
Gly
Thr
660
Pro
Gly
Tyr
Gln
Gly
740
Pro
Ala
Gly
Ser
Ser
820
Gly
Pro
Lys
Gly
Gln
500
Ala
Gly
Leu
Pro
Gly
980
Asp

Arc

Gly

Gln
Gly
Asp
Arg
565
Gly
Glu
Thr
Gly
Asn
645
Pro
Gly
Glu
Pro
Gly
725
Asp
Arg
Gly
Val
Ile
805
Gly
Ser
Ly=
Gly
Pro
885
Arg
Gly
Glu
Fro
Gly
965
Pro
Lys
Gly

Ser
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Gly
Ala
Arg
550
Gly
Glu
Pro
Gly
Asn
630
His
Gly
Ser
Lys
Gly
710
Glu
val
Gly
Glu
Pro
790
Gly
Lys
Arg
Gly
Leun
870
Pro
Gly
val
Arg
Gly
950
Pro
Lys
Gly

Pro

Glu

Pro
Asp
535
Gly
Asp
Arg
Gly
Arg
615
Val
Gly
Glu
Asp
Gly
695
Pro
Lys
Gly
Glu
Glu
75
Gly
Phe
Thr
Gly
Asp
855
Fro
Gly
Glu
Leu
Gly
935
Len
Len
Gly

Pro

Lenu

1015

His
520
Gly
Phe
Phe
Gly
Pro
600
Pro
Gly
Ser
Lys
Gly
680
Ala
Arg
Gly
Leu
Asp
760
Gly
Leu
Pro
Gly
Glu
840
val
Gly
His
Len
Gly
920
Pro
Glu
Gly
Gly

Pro

1000

Gly

Gly
Ala
Asp
Gly
Ala
585
Arg
Gly
Pro
Gln
Gly
665
Pro
Gln
Gly
Glu
Lys
745
Gly
Pro
Pro
Gly
Gln
825
ATg
Gly
Len
Gln
Gly
805
Pro
Fro
Gly
Lys
Pro
985
Gly

Pro

Gly Pro Val
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Pro
Arg
Gly
His
570
Glu
Gly
Val
Pro
Gly
650
Pro
Leu
Gly
Val
Lys
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién para su uso en el tratamiento del asma en un paciente, o para su uso en la prevencion del
desarrollo o el empeoramiento del asma en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar asma, que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos.

2. La composicioén de la reivindicacion 1, en la que el paciente padece enfisema o bronquitis obstructiva crénica.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se
prepara para la administracion oral.

4. La composicion de la reivindicacion 3, que comprende entre 0,1 mg y 0,5 mg de colageno de tipo V.
5. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se
prepara para la administracion intravenosa, la instilacion intrapulmonar, la administracion mediante inhalacién, o

para la administracion intramuscular.

6. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un broncodilatador o para su uso junto con un
broncodilatador.

7. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un corticosteroide o para su uso junto con un
corticosteroide.

8. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un modificador de leucotrienos o para su uso junto
con un modificador de leucotrienos.

9. Un método para identificar a un individuo en riesgo de desarrollar asma, o para identificar un paciente con asma
como candidato a una terapia de tolerancia al colageno V, que comprende:

poner en contacto al menos una porcidon de una muestra de sangre procedente del paciente con colageno V, o uno
de sus fragmentos antigénicos; y

medir el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos;

en el que la presencia de anticuerpos que se unen especificamente al colageno V es indicativa de que el paciente
con asma se beneficiaria de una terapia de tolerancia al colageno V.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos antigénicos, esta
conjugado con una perla.

11. El método de la reivindicaciéon 9, en el que la medicion comprende:

poner en contacto los anticuerpos que se unen especificamente al colageno V, o a uno de sus fragmentos
antigénicos, con un anticuerpo anti-lgG marcado con fluorescencia; y

detectar, mediante citometria de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-lgG marcado con fluorescencia unido a los
anticuerpos unidos al colageno V.

12. Un método para controlar el avance del asma en un individuo, que comprende:

poner en contacto al menos una porcién de una primera muestra de sangre procedente del individuo con colageno
V, o con uno de sus fragmentos antigénicos;

medir el nivel de anticuerpos que se unen especificamente al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en
la primera muestra de sangre;

poner en contacto al menos una porcidon de una segunda muestra de sangre procedente del individuo extraida en un
momento posterior, con colageno V, o con uno de sus fragmentos antigénicos;

medir el nivel de anticuerpos que se unen especificamente al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en
la segunda muestra de sangre; y

comparar el nivel de anticuerpos que se unen especificamente al colageno V, o a uno de sus fragmentos

antigénicos, en la segunda muestra de sangre con el nivel de anticuerpos que se unen especificamente al colageno
V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en la primera muestra de sangre;
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en el que un aumento en el nivel de anticuerpos que se unen al colageno V en la segunda muestra, comparado con
la primera muestra, es indicativo de un empeoramiento del asma, y una disminucién en el nivel de anticuerpos
unidos al colageno V en la segunda muestra, comparado con la primera muestra, es indicativa de una mejoria del
asma.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el colageno de tipo V, o uno de sus fragmentos antigénicos, esta
conjugado con una perla.

14. El método de la reivindicacién 12, en el que la medicién comprende:

poner en contacto los anticuerpos que se unen al colageno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un
anticuerpo anti-lgG marcado con fluorescencia; y

detectar, mediante citometria de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-lgG marcado con fluorescencia unido a los
anticuerpos unidos al colageno V.

15. El método de la reivindicacion 14 u 11, en el que el anticuerpo anti-lgG detecta uno o mas de los subtipos de IgG
seleccionados de IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4.
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Ab-col(V) séricos (MFI)

127

10+
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El nivel de anticuerpos anti-col(V)

séricos aumenta en pacientes con EPOC

Ab-col(V) en la circulacion en voluntarios humanos

;

X2

Control EPOC

n = 42 n=16 *p<0,001

FIG. 1
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Unidades Penh (resistencia)
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Hiperrespuesta de las vias respiratorias en ratones
después de un tratamiento con col(V) y ovoalbumina/alumbre

—=—CFA/IFA solo
—&—Col(V)/CFA
—¥—PBS i.v.
——Col(V) i.v.

Disotucion 1) ma/ml 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml 300 mg/m

salina

Dosis de metacolina por inhalacién

FIG. 3
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Cuantificacion relativa (CR)

Cuantificacion relativa (CR)
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Niveles de transcripciones de células mononucleares pulmonares

10,0

7,9

5,0

2,5

[ ]

IL-4

0,0

2,5
2,0
1,5
1,07

0,5

0,0

T
Nativo

|
PBS i.v.

Col(V) i.v.

FIG. 44

IL-5

T
CFA solo

I
CFA+Col(V)

Nativo

|
PBS i.v.

Col(V) iv.

FIG. 4B
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Cuantificacion relativa (CR)

Cuantificacion relativa (CR)
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Niveles de transcripciones de células mononucleares pulmonares

IL-13
7,57
5,0
2,5
0,0 T T T I I
Nativo PBS i.v. Col(V) i.v. CFA solo CFA+Col(V)
IFN-y
8 —_
7 —
6 —
5 —
4 —
3 —
2 —
1 —
0 T T T T T
Nativo PBS i.v. Col(V) iv. CFA solo CFA+Col(V)

58



Cuantificacion relativa (CR)
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Niveles de transcripciones de células mononucleares pulmonares

IL-10
3 —_
2 —
1 —
0 T T T T T
Nativo PBS i.v. Col(V) i.v. CFA solo CFA+Col(V)

FIG. 4F
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