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DESCRIPCIÓN

Colágeno V para su uso en el tratamiento del asma

Antecedentes de la invención 5

Campo de la invención

La presente invención se refiere a composiciones para su uso en métodos para el tratamiento del asma. En 
particular, la invención se refiere al tratamiento del asma mediante la administración de colágeno de tipo V (colV) o 10
sus fragmentos tolerogénicos. 

Descripción de la técnica relacionada

El asma es un trastorno heterogéneo de las vías respiratorias que afecta a millones de personas. La inflamación, 15
hipersensibilidad y obstrucción de las vías respiratorias caracterizan la afección. La enfermedad a menudo provoca 
espasmos del sistema de músculos 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 respiración sibilante, con o sin disnea o tos. El asma moderadamente grave se define como una 
respiración sibilante y disnea, y puede presentarse con o sin tos y expectoración, pero, en general, interfiere con las 20
actividades diarias y/o el sueño. El asma grave se caracteriza por una incapacitación debida a la disnea, y el 
paciente que lo padece generalmente es incapaz de comer o dormir con normalidad, está muy angustiado y se 
agota con frecuencia. Un trastorno denominado estado asmático es la forma más 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. 25

Aunque existen varios tratamientos disponibles para aliviar los síntomas y las molestias asociadas con el asma, no 
existe cura. Además, 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 fármacos beta-adrenérgicos, así 
como con antihistaminas, en especial en el caso de niños, para evitar o anular los episodios esporádicos. El asma 30
grave y moderadamente grave se tratan, en general, con agentes adrenérgicos y broncodilatadores, así como con 
corticosteroides. Otras acciones provocadas por los agentes antiasmáticos que limitan su uso amplio incluyen 
cefalea, fatiga, xerostomía, nerviosismo y, en algunos casos, adicción y abuso de sustancias. Recientes avances en 
la comprensión de la patogénesis y el tratamiento del asma se analizan más fondo en Am. J. Respir. Crit. Care Med., 
2008, 15 de mayo, 177(10):1068-1073. 35

Debido a que el asma está igualmente extendido en niños y en adultos, son necesarios agentes que puedan tratar la 
enfermedad o, al menos, aliviar los síntomas que acompañan a la enfermedad, sin provocar efectos secundarios no 
deseables. La presente invención proporciona composiciones y métodos para el tratamiento del asma y otras 
ventajas, tal como se describe en la descripción detallada.40

Breve sumario de la invención 

Un aspecto de la presente invención 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 colágeno de tipo V, o uno 45
de sus fragmentos tolerogénicos. En una realización de los métodos, el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos 
tolerogénicos, se administra por vía oral, y puede administrarse a una dosis de entre 0,1 mg y 0,5 mg. En otras 
realizaciones, el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por vía intravenosa, 
mediante instilación intrapulmonar, mediante inhalación o por vía intramuscular. En otra realización más, el método 
comprende además administrar al paciente con asma un corticosteroide, un broncodilatador y/o un modificador de 50
leucotrienos, u otro tratamiento conocido para el asma. 

Otro aspecto de la invención proporciona un compuesto para su uso en un método para prevenir el desarrollo o el 
empeoramiento del asma en un sujeto que está en riesgo de desarrollar asma, que comprende administrar al sujeto 
una cantidad terapéuticamente eficaz de colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos. En una 55
realización, el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por vía oral y, en ciertas 
realizaciones, puede administrarse a una dosis de entre 0,1 mg y 0,5 mg. En otra realización, el colágeno de tipo V, 
o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se administra por vía intravenosa, mediante instilación intrapulmonar, 
mediante inhalación, por vía intramuscular, o mediante una combinación de una o más de estas vías. 

60
Un aspecto de la presente invención proporciona un método para identificar un paciente con asma como candidato a 
una terapia de tolerancia al colágeno V, que comprende poner en contacto al menos una porción de una muestra de 
sangre del paciente con colágeno V, o uno de sus fragmentos antigénicos; y medir el nivel de anticuerpos que se 
unen al colágeno V, o uno de sus fragmentos antigénicos (es decir, medir el nivel de anticuerpos específicos del 
colágeno de tipo V), en el que la presencia de anticuerpos unidos al colágeno V es indicativa de asma. A este 65
respecto, el nivel de anticuerpos específicos del colágeno V puede emplearse junto con otros factores clínicos, tal 
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como se describe en el presente documento, en el diagnóstico del asma. En una realización, el colágeno de tipo V, o 
uno de sus fragmentos antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realización, la medición comprende poner en 
contacto los anticuerpos que se unen al colágeno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-
IgG marcado con fluorescencia; y detectar, mediante citometría de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IgG marcado 
con fluorescencia unido a los anticuerpos unidos al colágeno V. 5

Otro aspecto de la presente invención proporciona un método para identificar un individuo en riesgo de desarrollar 
asma, que comprende: poner en contacto al menos una porción de una muestra de sangre del individuo con 
colágeno V, o uno de sus fragmentos antigénicos; y medir el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno V, o a 
uno de sus fragmentos antigénicos (es decir, medir el nivel de anticuerpos específicos del colágeno de tipo V); en el 10
que la presencia de anticuerpos que se unen al colágeno V se asocia con un riesgo mayor que el esperado en un 
individuo sin anticuerpos que se unen al colágeno V. En una realización, el colágeno V, o uno de sus fragmentos 
antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realización, la medición comprende poner en contacto los anticuerpos 
que se unen al colágeno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-IgG marcado con 
fluorescencia; y detectar, mediante citometría de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IgG marcado con fluorescencia 15
unido a los anticuerpos unidos al colágeno 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 específicamente el subtipo IgG1, o el subtipo IgG2, o el subtipo IgG3, o el subtipo IgG4. A este respecto, 20
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 invención proporciona un método para controlar el avance del asma en un individuo que 25
comprende poner en contacto al menos una porción de una primera muestra de sangre del individuo con colágeno 
V, o uno de sus fragmentos antigénicos; medir el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno V, o a uno de sus 
fragmentos antigénicos, en la primera muestra de sangre; poner en contacto al menos una porción de una segunda 
muestra de sangre del individuo extraída en un momento posterior con colágeno V, o uno de sus fragmentos 
antigénicos; medir el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno V, o uno de sus fragmentos antigénicos en la 30
segunda muestra de sangre; y comparar el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno V, o a uno de sus 
fragmentos antigénicos, en la segunda muestra de sangre con el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno 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 colágeno V en la segunda muestra, comparado con la primera muestra, es indicativo de un 
empeoramiento del asma, y una disminución en el nivel de anticuerpos unidos al colágeno V en la segunda muestra, 35
comparado con la primera muestra, es indicativa de una mejoría del asma. Pueden emplearse otros indicadores 
clínicos del asma junto con los métodos proporcionados en el presente documento. En ciertas realizaciones, un 
aumento en los anticuerpos anti-colágeno V de un subtipo de IgG concreto (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4) 
es indicativo de un avance del asma. En ciertas realizaciones, el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos 
antigénicos, se conjuga con una perla. En otra realización, la medición comprende poner en contacto los anticuerpos 40
que se unen al colágeno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, con un anticuerpo anti-IgG marcado con 
fluorescencia; y detectar, mediante citometría de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IgG marcado con fluorescencia 
unido a los anticuerpos unidos al colágeno V. En ciertas realizaciones de los métodos para controlar el avance, el 
anticuerpo anti-IgG detecta todos los subtipos de IgG. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-IgG detecta 
específicamente el subtipo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. 45

Estos y otros aspectos de la invención serán evidentes tras remitirse a la siguiente descripción detallada y dibujos 
adjuntos. 

Breve descripción de los dibujos 50

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

La figura 2 es una gráfica de barras que muestra niveles elevados de anticuerpos anti-colágeno de tipo V en 55
pacientes con asma. 

La figura 3 muestra la prevención de la hipersensibilidad de las vías respiratorias inducida por ovoalbúmina en
ratones tras la administración intravenosa de colágeno V. n = 5 en todos los grupos, excepto col V, en donde n = 2-5 
para cada punto de los datos. 60

Las figuras 4A-4E son gráficas de barras que muestran la inducción de transcripciones de IFN-γ en células 
mononucleares pulmonares por la administración intravenosa de col(v). Se realizó una PCR cuantitativa para las 
citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ e IL-10 mostradas. Solo Col(V) IV indujo transcripciones de IFN-γ en células 
mononucleares de pulmón. Los datos representan el ARN reunido de células mononucleares de pulmón 65
procedentes de 5 ratones en cada grupo. 
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Descripción detallada de la invención 

Colágeno de tipo V 

La proteína de colágeno está formada por cadenas polipeptídicas compuestas de una secuencia repetida de 5
aminoácidos que consisten principalmente en hidroxiprolina (Hyp), glicina (Gly) y prolina (Pro). El colágeno es una 
de las proteínas más 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 colágenos se clasifican en varios tipos, basándose en la identidad de secuencia y la función. Las moléculas de 10
colágeno de los tipos I, II, y III constituyen las fibras principales de la mayoría de las estructuras extracelulares de 
animales. El tipo I forma aproximadamente 90 % del colágeno del cuerpo y es el principal componente del hueso, la 
piel y los tendones. El tipo II constituye las principales fibras del cartílago. Las fibras de colágeno están dispuestas 
en placas rígidas en los huesos, en haces paralelos en los tendones, y en una malla densa en el cartílago. El tipo I y 
cantidades más pequeñas del tipo III constituyen los tendones y la piel. Las moléculas de colágeno de tipo IV 15
constituyen las fibras no estriadas muy finas presentes en las láminas basales. El colágeno de tipo V (colV) es un 
colágeno minoritario presente en el pulmón (Madri y Furthmayr, Human Pathology, 11:353-366, 1980) y está 
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 más de una docena de otros tipos de colágeno, pero no están tan bien 20
caracterizados. 

Las cadenas polipeptídicas de colágeno 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 están enrolladas 
entre sí en una superhélice para generar una molécula de colágeno individual con aspecto de cuerda. 25

Trabajos previos han demostrado que la autoinmunidad contra el colV está asociada con la disfunción de aloinjerto 
crónica (que incluye la bronquiolitis obliterante, el síndrome de bronquiolitis obliterante (BOS)), el rechazo de 
aloinjertos de pulmón y con el riesgo de desarrollar IPF (véase, por ejemplo, la patente de EEUU 7.348.005 y el 
documento WO 2007/120947). Además, este trabajo demostró que la administración de colV induce tolerancia a 30
aloantígenos y a colV (véase, por ejemplo, el documento WO 2007/120947; figura 10). Sin embargo, antes de la 
presente invención, no se ha demostrado ninguna asociación con la autoinmunidad contra colV en el asma.

Por tanto, la presente invención se refiere a la inducción de tolerancia al colV en pacientes con asma, o en sujetos 
en riesgo de desarrollar esta enfermedad. 35

Las secuencias polinucleotídicas y polipeptídicas de colV son conocidas por los expertos en la técnica y están 
disponibles en bases de datos públicas. Los polinucleótidos y polipéptidos de colV ilustrativos de la presente 
invención incluyen, pero sin limitación, colágeno de tipo V alfa 1 de Homo sapiens (COL5A1), ARNm secuencia de 
referencia NCBI: NM_000093.3 versión GI:89276750 (SEQ ID NO:1); preproteína de colágeno de tipo V alfa 1 40
[Homo sapiens]: n.º de registro NP_000084, versión GI:89276751 (SEQ ID NO:2); colágeno de tipo V alfa 2 de Homo 
sapiens 2 (COL5A2), ARNm; n.º de registro NM_000393, versión GI:89363016 (SEQ ID NO:3); preproteína de 
colágeno de tipo V alfa 2 [Homo sapiens]; n.º de registro NP_000384, versión GI:89363017 (SEQ ID NO:4); colágeno 
de tipo V alfa 3 de Homo sapiens (COL5A3), ARNm; n.º de registro NM_015719, NM_015719.3, GI:110735434 (SEQ 
ID NO:5); preproteína de colágeno de tipo V alfa 3 [Homo sapiens]; n.º de registro NP_056534, versión 45
NP_056534.2, GI:110735435 (SEQ ID NO:6). 

Tal como reconocerán los expertos en la técnica, el preprocolágeno se procesa en una célula para producir 
procolágeno, que es exportado desde la célula y finalmente se conforma en fibrillas y fibras de colágeno. Así, la 
presente invención contempla específicamente el procolágeno y otras formas procesadas o maduras de las 50
proteínas de colágeno descritas en el presente documento. A este respecto, por ejemplo, los aminoácidos 1-26 de 
SEQ ID NO:4 se corresponden con el péptido señal que se escinde durante el procesamiento, los aminoácidos 27-
1229 constituyen la cadena de colágeno alfa-2(V), y los aminoácidos 1230-1499 se corresponden con el propéptido 
C-terminal. Estas posiciones dentro de las secuencias específicamente descritas en el presente documento serán 
reconocidas por los expertos en la técnica y están disponibles en diversas bases de datos públicas en las que se 55
proporciona la anotación de las secuencias. También debe advertirse que ciertos aminoácidos de las proteínas de 
colágeno son modificados durante el procesamiento (por ejemplo, de prolina a hidroxiprolina). Se contemplan 
específicamente formas modificadas maduras de las cadenas del colágeno de tipo V, en particular las cadenas alfa-
2, en el presente documento. Tal como se indicó en otro punto, el colágeno de tipo V y sus cadenas alfa para su uso 
en la presente invención pueden purificarse a partir de una diversidad de fuentes o pueden producirse de modo 60
recombinante.

Tal como se emplea en el presente documento, el término "polipéptido" se utiliza con su significado convencional, es 
decir, como una secuencia de aminoácidos. Los polipéptidos no se limitan a una longitud específica del producto; 
por tanto, se incluyen los péptidos, los oligopéptidos y las proteínas dentro de la definición de polipéptidos, y estos 65
términos pueden emplearse de modo intercambiable en el presente documento, a menos que se indique 
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específicamente lo contrario. Este término tampoco se refiere ni excluye las modificaciones que se producen 
después de la expresión del polipéptido, por ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y similares, así 
como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como no natural. Un polipéptido puede 
ser una proteína completa, o una de sus subsecuencias. Los polipéptidos de interés concretos en el contexto de esta 
invención son subsecuencias de aminoácidos que comprenden fragmentos tolerogénicos. 5

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

En otro aspecto, la presente invención proporciona variantes de las composiciones de polipéptidos descritas en el 
presente documento. Los variantes de polipéptidos incluidos en general en la presente invención mostrarán 
generalmente al menos aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 15
%, 98 %, o 99 % o más de identidad (determinada como se describe a continuación) a lo largo de su longitud con 
una de las secuencias de polipéptidos indicadas en el presente documento. 

En una realización, los fragmentos de polipéptidos y variantes proporcionados por la presente invención son 
inmunológicamente tolerogénicos, según se describe en el presente documento. 20

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 específicamente en el presente documento por una o más 
sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones. Estas variantes pueden aparecer de modo natural o pueden 
generarse de manera sintética, por ejemplo, mediante la modificación de una o más de las anteriores secuencias de 25
polipéptidos de la invención y la evaluación 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 contendrá sustituciones conservativas. Una "sustitución conservativa" es una 
sustitución en la que un aminoácido se sustituye por otro aminoácido que tiene propiedades similares, de una forma 30
en que los expertos en la técnica de la química de los péptidos esperarían que no cambiase sustancialmente la 
estructura secundaria y la naturaleza hidropática del polipéptido. Pueden realizarse modificaciones en la estructura 
de los polinucleótidos y los polipéptidos de la presente invención y todavía se obtendría una molécula funcional que 
codificaría una variante o derivado de polipéptido con características deseables, por ejemplo, con características 
tolerogénicas. Cuando se desee alterar la secuencia de aminoácidos de un polipéptido para crear un equivalente, o 35
incluso una porción o variante tolerogénica mejorada de un polipéptido de la invención, los expertos en la técnica 
generalmente cambiarán uno o más de los codones de la secuencia de ADN codificante según la tabla 1. 

Por ejemplo, ciertos aminoácidos pueden sustituirse por otros aminoácidos en la estructura de una proteína sin una 
pérdida apreciable de capacidad de unión interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, las regiones de unión 40
al antígeno de anticuerpos o los sitios de unión sobre las moléculas sustrato. Puesto que la capacidad interactiva y 
la naturaleza de una proteína definen la actividad funcional biológica de una proteína, pueden realizarse ciertas 
sustituciones en la secuencia de aminoácidos en una secuencia de proteína y, por supuesto, su secuencia 
codificante de ADN subyacente, y, no obstante, obtener una proteína con propiedades similares. Por tanto, se 
contempla que puedan realizarse diversos cambios en las secuencias de los péptidos de las composiciones 45
descritas, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos péptidos, sin una pérdida apreciable de 
su actividad o utilidad tolerogénica. 

Tabla 1
Aminoácidos Codones

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteína Cys C UGC UGU
Ácido aspártico Asp D GAC GAU
Ácido glutámico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UUC UUU
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina Ile I 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 CCA CCC CCG CCU
Glutamina Gln 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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Aminoácidos Codones
Valina Val V GUA GUC GUG GUU
Triptófano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Cuando se realizan dichos cambios, puede tomarse en cuenta el índice hidropático de los aminoácidos. En general, 
en la técnica se entiende la importancia del índice hidropático de los aminoácidos para conferir una función biológica 
interactiva a una proteína (Kyte y Doolittle, 1982). Se acepta que el carácter hidropático relativo del aminoácido 
contribuye a la estructura secundaria de la proteína resultante, que, a su vez, define la interacción de la proteína con 5
otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antígenos y similares. A cada 
aminoácido se le ha asignado un índice hidropático basándose en su hidrofobicidad y sus características de carga 
(Kyte y Doolittle, 1982). Estos valores son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); 
cisteína/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptófano (-0,9); 
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); 10
lisina (-3,9); y arginina (-4,5). 

En la técnica se sabe que ciertos aminoácidos pueden ser sustituidos por otros aminoácidos que tengan una 
puntuación o índice hidropático similar y todavía se produciría una proteína con una actividad biológica similar, es 
decir, aún se obtiene una proteína con una funcionalidad biológica equivalente. Cuando se realizan estos cambios, 15
se prefiere la sustitución de aminoácidos cuyos índices hidropáticos estén dentro de 2, se prefieren en particular los 
que estén dentro de 1, y aún se prefieren más en particular los que estén dentro de 0,5. En la técnica también se 
entiende que la sustitución de aminoácidos similares puede realizarse de modo eficaz basándose en la hidrofilicidad. 
La patente de EEUU 4.554.101 indica que el mayor promedio de hidrofilicidad local de una proteína, gobernada por 
la hidrofilicidad de sus aminoácidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad biológica de la proteína. 20

Tal como se detalla en la patente de EEUU 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los 
restos aminoácidos: 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); cisteína (-1,0); 
metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptófano (-3,4). Se 25
entiende que un aminoácido puede sustituirse por otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y aún así obtener 
una proteína biológicamente equivalente y, en particular, una proteína inmunológicamente equivalente. Cuando se 
realizan estos cambios, se prefiere la sustitución de aminoácidos cuyos valores de hidrofilicidad estén dentro de 2, 
se prefieren en particular los que estén dentro de 1, y aún se prefieren más en particular los que estén dentro de 
0,5. 30

Tal como se resumió anteriormente, las sustituciones de aminoácidos, por tanto, están basadas en general en la 
similitud relativa de los sustituyentes de cadena lateral de los aminoácidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, 
hidrofilicidad, carga, tamaño y similares. Los expertos en la técnica conocen muy bien ejemplos de sustituciones que 
toman en cuenta diversas de las características anteriores y estas incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; 35
serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina. 

Además, cualquier polinucleótido puede modificarse aún más para aumentar la estabilidad in vivo. Las posibles 
modificaciones incluyen, pero sin limitación, la adición 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 inclusión de bases 40
no tradicionales, tales como inosina, queosina y wibutosina, así como las formas modificadas con acetilo, metilo, tio 
y otras formas modificadas de adenina, citidina, guanina, timina y uridina.

Las sustituciones de aminoácidos también pueden realizarse basándose en similitudes en la polaridad, la carga, la 
solubilidad, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipática de los restos. Por ejemplo, los aminoácidos 45
con carga negativa incluyen el ácido aspártico y el ácido glutámico; los aminoácidos con carga positiva incluyen la 
lisina y la arginina; y los aminoácidos 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 aminoácidos que pueden representar 
cambios conservadores incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, 50
ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante también puede contener, como alternativa o además, 
cambios no conservativos. En una realización preferida, las variantes de polipéptidos se diferencian de una 
secuencia nativa por la sustitución, deleción o adición de cinco o menos aminoácidos. Las variantes también (o 
como alternativa) pueden ser modificados, por ejemplo, por la deleción o la adición de aminoácidos que tengan una 
influencia mínima sobre la tolerogenicidad, la estructura secundaria y la naturaleza hidropática del polipéptido. 55

Tal como se indicó anteriormente, los polipéptidos pueden comprender una secuencia señal (o conductora) en el 
extremo N-terminal de la proteína, que dirige, de modo cotraduccional o postraduccional, la transferencia de la 
proteína. El polipéptido también puede estar conjugado con un conector u otra secuencia para facilitar la síntesis, la 
purificación o la identificación del polipéptido (por ejemplo, poli-His), o para potenciar la unión del polipéptido a un 60
soporte sólido. Por ejemplo, un polipéptido puede estar conjugado con una región 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 
aminoácidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para la correspondencia máxima, según se 
describe a continuación. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan generalmente comparando las 
secuencias a través de una ventana de comparación para identificar y comparar regiones locales de similitud de 
secuencia. Una "ventana de comparación", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a un segmento 5
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 
número de posiciones contiguas después de haber alineado óptimamente las dos secuencias. 

El alineamiento óptimo de las secuencias para su comparación puede realizarse empleando el programa Megalign 10
del paquete Lasergene de software bioinformático (DNASTAR, Inc., Madison, WI), empleando los parámetros 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 15
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). 20

Como alternativa, el alineamiento óptimo de las secuencias para su comparación 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 
búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 2444 (1988), por medio de aplicaciones 25
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 inspección. 

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 30
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 parámetros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje 
de identidad de secuencia para los polinucleótidos y los polipéptidos de la invención. Está disponible al público 
software para realizar los análisis BLAST a través de the National Center for Biotechnology Information. Para las 
secuencias de aminoácidos puede emplearse una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulada. La 35
extensión de aciertos de palabras en cada dirección se detiene cuando: la puntuación de alineamiento acumulada 
disminuye en la cantidad X desde su máximo valor logrado; la puntuación acumulada llega a cero o por debajo, 
debido a la acumulación de uno o más alineamientos de restos de puntuación negativa; o se alcanza el final de 
cualquiera de las secuencias. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la 
velocidad del alineamiento.40

En una estrategia preferida, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias 
óptimamente alineadas a lo largo de una ventana de comparación de al menos 20 posiciones, en la que la porción 
de la secuencia del polipéptido en la ventana de comparación 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 45
referencia (que no comprenden adiciones ni deleciones) para el alineamiento óptimo de las dos secuencias. El 
porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las que aparece el resto aminoácido idéntico en 
ambas secuencias, para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones 
coincidentes entre el número total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamaño de ventana), y 
multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia. 50

Dentro de otras realizaciones ilustrativas, un polipéptido puede ser un polipéptido de fusión que comprende múltiples
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 
purificación, o un péptido de transporte dirigido. Un compañero de fusión, por ejemplo, puede ayudar a la expresión 55
de la proteína (un potenciador de la expresión) a unos rendimientos mayores que la proteína recombinante nativa. 
Pueden seleccionarse otros compañeros de fusión para aumentar la solubilidad del polipéptido o para permitir que el 
polipéptido pueda dirigirse a los compartimentos intracelulares deseados. Otros compañeros de fusión incluyen 
marcadores de afinidad, que facilitan la purificación del polipéptido. En ciertas realizaciones, un compañero de fusión 
aumenta la tolerogenicidad del polipéptido o aumenta su captación por las células. En otras realizaciones, un 60
compañero de fusión comprende un potenciador de la respuesta inmunológica. 

Los polipéptidos de fusión pueden prepararse, en general, empleando técnicas convencionales, que incluyen la 
conjugación química. Preferiblemente, un polipéptido de fusión se expresa como un polipéptido recombinante, lo 
cual permite la producción de niveles más altos, con relación a un polipéptido no fusionado, en un sistema de 65
expresión. 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 expresión apropiado. El extremo 3’ de la secuencia de ADN que codifica 
un componente del polipéptido se acopla, con o sin un conector peptídico, 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 traducción en un único polipéptido de fusión que conserva la actividad biológica de 
ambos polipéptidos componentes. 5

Puede emplearse una secuencia conectora peptídica 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 peptídico se incorpora en el polipéptido de fusión empleando técnicas 
convencionales muy conocidas en la técnica. Las secuencias de conectores peptídicos adecuadas pueden elegirse 10
basándose en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformación extendida flexible; (2) su 
incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pueda interaccionar con los epítopos funcionales en el 
primer y el segundo polipéptido; y (3) la falta de restos hidrófobos o cargados que puedan reaccionar con los 
epítopos funcionales del polipéptido. Las secuencias de conectores peptídicos preferidos contienen restos Gly, Asn y 
Ser. También pueden emplearse otros aminoácidos casi neutros, tales como Thr y Ala, en la secuencia del conector. 15
Las secuencias de aminoácidos que pueden emplearse de modo útil 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.º 4.935.233 y patente de EEUU n.º 4.751.180. La secuencia del conector puede tener una longitud, en 
general, de 1 a aproximadamente 50 aminoácidos. No son necesarias secuencias de conectores cuando el primer y 
el segundo polipéptido contengan regiones N-terminales de aminoácidos no esenciales que puedan emplearse para 20
separar los dominios funcionales y evitar la interferencia estérica. 

Las secuencias de ADN acopladas están unidas operablemente a elementos reguladores de la transcripción o de la 
traducción adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresión del ADN están localizados solo en 
la dirección 5’ con respecto a la secuencia de ADN que codifica los primeros polipéptidos. De modo similar, los 25
codones de terminación requeridos para terminar la traducción y las señales de terminación de la transcripción solo 
están presentes en la dirección 3’ con respecto a la secuencia de ADN que codifica el segundo polipéptido. 

Una realización de la invención implica polipéptidos de fusión y los polinucleótidos que los codifican, en los que el 
compañero de fusión comprende una señal de dirección capaz de dirigir un polipéptido al compartimento 30
endosómico/lisosómico, tal como se describe en la patente de EEUU n.º 5.633.234. Un polipéptido tolerogénico de la 
invención, cuando está acoplado con esta señal de dirección, se asociará con más eficacia a las moléculas de MHC 
de clase II y, con ello, proporcionará una estimulación in vivo potenciada de las células T CD4+ apropiadas 
específicas para el polipéptido. 

35
Los polipéptidos de la invención se preparan empleando cualquiera de una diversidad de técnicas sintéticas y/o 
recombinantes conocidas, y estas últimas se describen con más detalle a continuación. Los polipéptidos, las 
porciones y otros variantes que presenten, en general, menos de aproximadamente 150 aminoácidos 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 sólida disponibles en el 40
mercado, tales como el método de síntesis en fase sólida de Merrifield, en el que los aminoácidos son añadidos 
secuencialmente a una cadena de aminoácidos en crecimiento. Véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2146, 
1963. El equipo para la síntesis automática de polipéptidos está disponible en el mercado en distribuidores tales 
como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, CA), y puede aplicarse según las instrucciones del 
fabricante. 45

En general, las composiciones de polipéptidos (incluyendo polipéptidos de fusión) de la invención están aisladas. Un 
polipéptido "aislado" es un polipéptido que se retira de su entorno original. Por ejemplo, una proteína o un 
polipéptido natural está aislado si está separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el sistema 
natural. Preferiblemente, estos polipéptidos también están purificados, por ejemplo, son al menos aproximadamente 50
90 % puros, más preferiblemente al menos aproximadamente 95 % puros, y lo más preferiblemente al menos 
aproximadamente 99 % puros. 

La proteína 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 55
practicar algunas de las realizaciones, puede ser necesario obtener un colágeno puro o parcialmente puro, o uno de 
sus fragmentos tolerogénicos, epítopos o porciones antigénicas. Estos materiales, por ejemplo, el colágeno de tipo 
V, o sus fragmentos, pueden obtenerse con facilidad a través de una diversidad de medios, incluyendo, pero sin 
limitación fuentes animales, cadáveres humanos o medios recombinantes. Otros métodos incluyen digestiones 
parciales del colágeno, tal como el colágeno de tipo V. A este respecto, el colágeno de tipo V humano puede 60
extraerse de placenta humana u otras fuentes y purificarse por medio de precipitación diferencial con NaCl (Seyer y 
Kang, 1989). Por ejemplo, los tejidos placentarios se pican, se lavan y se suspenden en ácido 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 extracción. Se combinan los sobrenadantes de 
las dos digestiones y se purifica el col(V) de los sobrenadantes mediante una precipitación diferencial con NaCl en 65
ácido acético 0,5 M (Smith et al., 1985; Seyer y Kang, 1989). El colágeno 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 α(V), el ciclo de solubilización en ácido acético y 
precipitación con NaCl puede repetirse hasta que se obtenga una preparación de colágeno de tipo V con una 
proporción de cadena α α1(V)/α2(V) de aproximadamente 2, según se determina mediante una electroforesis en gel 5
de poliacrilamida-SDS (Smith et al., 1985), u otro método apropiado conocido por los expertos en la técnica. La 
separación de α1(V) de α2(V) puede lograrse por medio de cromatografía 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 α1(V) y α2(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 10
(Smith, Jr. et al., 1985). El col(V) intacto, o las cadenas α1(V) y α2(V) pueden diluirse en PBS (0,5 mg/ml) u otro 
tampón apropiado hasta que se empleen. 

La presente invención, en ciertas realizaciones, proporciona polinucleótidos que codifican las proteínas de colágeno 
de la presente invención. Se indican ejemplos de polinucleótidos en SEQ ID NO: 1, 3 y 5, y sus fragmentos, que 15
codifican un fragmento tolerogénico de una proteína de colágeno, tal como se describe en el presente documento. 

Los términos "ADN" y "polinucleótido" 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 genómico total de 
una especie concreta. "Aislado", tal como se emplea en el presente documento, significa que un polinucleótido está20
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 cromosómicos grandes u otros genes 
funcionales o regiones codificantes de polipéptidos. Por supuesto, esto se refiere a la molécula de ADN tal como se 
aísla originariamente, y no excluye genes o regiones codificantes que hayan sido posteriormente añadidas al 
segmento por el ser humano. 25

Tal como entenderán los expertos en la técnica, las composiciones de polinucleótidos de esta invención pueden 
incluir secuencias genómicas, secuencias extragenómicas y codificadas por plásmidos, y segmentos de genes 
modificados más pequeños que expresan, o pueden adaptarse para que expresen, proteínas, polipéptidos, péptidos 
y similares. Estos segmentos pueden estar aislados en la naturaleza o modificarse de modo sintético por el ser 30
humano. 

Las composiciones de polinucleótidos de la presente invención 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 35
al. (2001, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY) y 
otras referencias bibliográficas similares). 

Están disponibles muchos procesos dependientes de moldes para amplificar una secuencia diana de interés 
presente en una muestra. Uno de los métodos de amplificación más conocidos es la reacción en cadena de la 40
polimerasa (PCR™), que se describe en detalle en las patentes de EEUU nos. 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 amplificación de PCR™, son conocidos y están disponibles en la técnica. Por ejemplo, algunos de estos 
métodos incluyen la reacción en cadena de la ligasa (denominada LCR), descrita, por ejemplo, en la solicitud de 45
patente europea publicada n.º 320.308 y en la patente de EEUU n.º 4.883.750; Qbeta replicasa, descrita en la 
solicitud de patente internacional PCT publicada n.º PCT/US87/00880; la amplificación por desplazamiento de hebra 
(SDA) y la reacción de reparación de cadenas (RCR). Otros métodos de amplificación se describen en la solicitud de 
patente del Reino Unido n.º 2.202.328, y en la solicitud de patente internacional PCT publicada n.º 
PCT/US89/01025. Otros procedimientos de amplificación de ácidos nucleicos incluyen sistemas de amplificación 50
basados en la transcripción (TAS) (solicitud de patente internacional PCT publicada n.º WO 88/10315), que incluyen 
la amplificación basada en secuencias de ácidos nucleicos (NASBA) y 3SR. La solicitud de patente europea 
publicada n.º 329.822 describe un proceso de amplificación de ácidos nucleicos que implica la síntesis cíclica de 
ARN monocatenario ("ARNmc"), ADNmc, y ADN bicatenario (ADNbc). La solicitud de patente internacional PCT 
publicada n.º WO 89/06700 describe un esquema de amplificación de secuencias de ácidos nucleicos basado en la 55
hibridación de una secuencia de promotor/cebador con un ADN monocatenario ("ADNmc") diana, seguido de la 
transcripción de muchas copias de ARN de la secuencia. Los expertos en la técnica también conocen otros métodos 
de amplificación, tales como "RACE" (Frohman, 1990), y "PCR anclada" (Ohara, 1989). 

Una porción amplificada de un polinucleótido de la presente invención puede emplearse para aislar un gen de 60
longitud completa a partir de una biblioteca adecuada (por ejemplo, una biblioteca de ADNc de tumor) empleando 
técnicas muy conocidas. 

Tal como reconocerán los expertos en la técnica, los polinucleótidos de la invención pueden ser monocatenarios 
(codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas de ADN (genómico, ADNc o sintético) o de ARN. 65
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 polinucleótido de la presente invención, 
y un polinucleótido puede estar unido, aunque no es necesario, a otras moléculas y/o materiales de soporte. 

Los polinucleótidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endógena que codifica un 5
polipéptido/proteína de la invención, 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 invención proporciona variantes de polinucleótidos que poseen una 
identidad sustancial con las secuencias descritas en el presente documento en SEQ ID NO: 1, 3 y 5, por ejemplo, las 10
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 polinucleotídica de 
esta invención, empleando los métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, análisis BLAST 
empleando parámetros convencionales, tal como se describe a continuación). Los expertos en la técnica 
reconocerán que estos valores pueden ajustarse de modo apropiado para determinar la correspondiente identidad 15
de las proteínas codificadas por dos secuencias de nucleótidos tomando en cuenta la degeneración de los codones, 
la similitud de los aminoácidos, la colocación de la fase de lectura y similares. 

Generalmente, los variantes de polinucleótidos contendrán una o más sustituciones, adiciones, deleciones y/o 
inserciones, preferiblemente de modo que la actividad tolerogénica del polipéptido codificado por la variante del20
polinucleótido no disminuya sustancialmente, con relación a un polipéptido codificado por una secuencia 
polinucleotídica específicamente indicada en el presente documento. También debe entenderse que el término 
"variantes" incluye genes homólogos de origen xenogénico. 

En otras realizaciones, la presente invención proporciona fragmentos polinucleotídicos que comprenden o consisten25
en diversas longitudes de tramos contiguos de secuencia idénticos o complementarios con una o más de las 
secuencias descritas en el presente documento. Por ejemplo, en esta invención se proporcionan polinucleótidos que 
comprenden o consisten en al menos aproximadamente 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 o 
1000 o más nucleótidos contiguos de una o más de las secuencias descritas en el presente documento, así como 
todas las longitudes intermedias incluidas. Se entenderá con facilidad que las "longitudes intermedias", en este 30
contexto, significa cualquier longitud entre los valores indicados, tales como 16, 17, 18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 
31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos los números 
enteros entre 200-500; 500-1.000, y similares. Una secuencia polinucleotídica, tal como se describe en el presente 
documento, puede ser extendida en uno o ambos extremos por nucleótidos adicionales que no se encuentran en la 
secuencia nativa. Esta secuencia adicional puede consistir en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 35
18, 19 o 20 nucleótidos en cada extremo de la secuencia descrita o en ambos extremos de la secuencia descrita. 

En otra realización de la invención, se proporcionan composiciones de polinucleótidos que pueden hibridarse en
condiciones de rigurosidad moderada a alta con una secuencia polinucleotídica proporcionada en el presente 
documento, o uno de sus fragmentos, o una de sus secuencias complementarias. Las técnicas de hibridación son 40
muy conocidas en la técnica de la biología molecular. Como ejemplo, unas condiciones de rigurosidad moderada 
adecuadas para ensayar la hibridación de un polinucleótido de esta invención con otros polinucleótidos incluyen un 
prelavado en una disolución de SSC 5X, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); una hibridación 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 entenderán que la rigurosidad de la hibridación puede 45
manipularse con facilidad, tal como alterando el contenido en sales de la disolución de hibridación y/o la temperatura 
a la cual se realiza la hibridación. Por ejemplo, en otra realización, unas condiciones de alta rigurosidad adecuadas 
incluyen las descritas anteriormente, con la excepción de que la temperatura de hibridación aumenta, por ejemplo, 
hasta 60-65 °C o 65-70 °C. 

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

55
Los polinucleótidos de la presente invención, o sus fragmentos, independientemente de la longitud de la propia 
secuencia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, señales de 
poliadenilación, otros sitios de enzimas de restricción, sitios de clonación múltiple, otros segmentos codificantes y 
similares, de modo que su longitud global puede variar considerablemente. Por tanto, se contempla que puede 
emplearse un fragmento de ácido nucleico de casi cualquier longitud, estando la longitud total preferiblemente 60
limitada por la facilidad de preparación y uso del protocolo de ADN recombinante previsto. Por ejemplo, se 
contemplan unos ejemplos de segmentos polinucleotídicos 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 útiles en muchas aplicaciones de esta 65
invención. 
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Cuando se comparan secuencias polinucleotídicas, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de 
nucleótidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para la correspondencia máxima, según se 
describe a continuación. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan generalmente comparando las 
secuencias a través de una ventana de comparación para identificar y comparar regiones locales de similitud de 
secuencia. Una "ventana de comparación", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a un segmento 5
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 
número de posiciones contiguas después de haber alineado óptimamente las dos secuencias. 

El alineamiento óptimo de las secuencias para su comparación puede realizarse empleando el programa Megalign 10
del paquete Lasergene de software bioinformático (DNASTAR, Inc., Madison, WI), empleando los parámetros 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 15
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). 20

Como alternativa, el alineamiento óptimo de las secuencias para su comparación 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 
búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 2444 (1988), por medio de aplicaciones 25
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 inspección. 

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 30
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 parámetros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje 
de identidad de secuencia para los polinucleótidos de la invención. El software para realizar los análisis BLAST está 
disponible al público a través de the National Center for Biotechnology Information. En un ejemplo ilustrativo, las 
puntuaciones acumuladas pueden calcularse empleando, para las secuencias de nucleótidos, los parámetros M 35
(puntuación de recompensa para un par de restos apareados; siempre >0) y N (puntuación de penalización para 
restos desapareados; siempre <0). La extensión de aciertos de palabras en cada dirección se detiene cuando: la 
puntuación de alineamiento acumulada disminuye en la cantidad X desde su máximo valor logrado; la puntuación 
acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulación de uno o más alineamientos de puntuación negativa; 
o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la 40
sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) emplea, por
defecto, una longitud de palabra (W) de 11, y una esperanza (E) de 10, y los alineamientos de la matriz de 
puntuación BLOSUM62 (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 comparación de ambas hebras. 

45
Preferiblemente, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias óptimamente 
alineadas a lo largo de una ventana de comparación de al menos 20 posiciones, en la que la porción de la secuencia 
polinucleotídica en la ventana de comparación 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 óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula 50
determinando el número de posiciones en las que aparecen bases de ácido nucleico idénticas en ambas 
secuencias, para producir el número de posiciones apareadas, dividiendo el número de posiciones apareadas entre 
el número total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamaño de ventana), y multiplicando el 
resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia. 

55
Los expertos en la técnica apreciarán que, como resultado de la degeneración del código genético, existen muchas 
secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido, tal como se describe en el presente documento. Algunos de 
estos polinucleótidos presentan una homología mínima con la secuencia de nucleótidos de cualquier gen nativo. No 
obstante, los polinucleótidos que varían debido a las diferencias en el uso de los codones son contemplados 
específicamente por la presente invención. Además, los alelos de los genes que comprenden las secuencias 60
polinucleotídicas proporcionadas en el presente documento se encuentran dentro del alcance de la presente 
invención. Los alelos son genes endógenos que están alterados como resultado de una o más mutaciones, tales 
como deleciones, adiciones y/o sustituciones de nucleótidos. El ARNm y la proteína resultantes pueden tener una 
estructura o una función alteradas, aunque no necesariamente. Los alelos pueden identificarse empleando técnicas 
convencionales (tales como hibridación, amplificación y/o comparaciones con secuencias de bases de datos). 65
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Por tanto, en otra realización de la invención, se emplea una estrategia de mutagénesis, tal como la mutagénesis 
específica de sitio, para la preparación de variantes y/o derivados tolerogénicos de los polipéptidos descritos en el 
presente documento. Mediante esta estrategia pueden realizarse modificaciones específicas en una secuencia 
polipeptídica a través de la mutagénesis de los polinucleótidos subyacentes que la codifican. Estas técnicas 
proporcionan una estrategia sencilla para preparar y ensayar variantes de secuencia, por ejemplo, incorporando una 5
o más de las anteriores consideraciones, mediante la introducción de uno o más cambios en la secuencia de 
nucleótidos del polinucleótido. 

La mutagénesis específica de sitio permite la producción de mutantes mediante el uso de secuencias 
oligonucleotídicas específicas que codifican la secuencia de ADN de la mutación deseada, así como un número 10
suficiente de nucleótidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador con el suficiente tamaño y 
complejidad de secuencia como para formar un dúplex estable a ambos lados de la zona de unión de la deleción
que se está atravesando. Las mutaciones pueden emplearse en una secuencia polinucleotídica seleccionada para 
mejorar, alterar, disminuir, modificar o cambiar de otro modo las propiedades del propio polinucleótido y/o para 
alterar las propiedades, la actividad, la composición, la estabilidad o la secuencia primaria del polipéptido codificado. 15

En ciertas realizaciones de la presente invención, los inventores contemplan la mutagénesis de las secuencias 
polinucleotídicas descritas para alterar una o más propiedades del polipéptido codificado, tales como la 
tolerogenicidad de un polipéptido. Las técnicas de mutagénesis específica de sitio son muy conocidas en la técnica y 
se emplean mucho para crear variantes de polipéptidos y de polinucleótidos. Por ejemplo, la mutagénesis específica 20
de sitio a menudo se emplea para alterar una porción específica de una molécula de ADN. En estas realizaciones, 
se emplea un cebador que generalmente comprende de aproximadamente 14 a aproximadamente 25 nucleótidos de 
longitud, y con aproximadamente 5 a aproximadamente 10 restos a ambos lados de la zona de unión de la 
secuencia que se está alterando. 

25
Como apreciarán los expertos en la técnica, las técnicas de mutagénesis específica de sitio a menudo han empleado 
un vector de fago, que existe en forma monocatenaria y bicatenaria. Los vectores típicos útiles 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 plásmidos bicatenarios, con lo que se elimina la etapa de transferir el gen de interés desde un 30
plásmido a un fago. 

En general, la mutagénesis dirigida según 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 oligonucleotídico que porta la secuencia 35
mutada deseada, en general de modo sintético. Después, este cebador se acopla con el vector monocatenario y se 
somete a enzimas de polimerización del ADN, tales como el fragmento Klenow de la polimerasa I de E. coli, para 
completar la síntesis de la hebra que porta la mutación. Así, se forma un heterodúplex en el que una hebra codifica 
la secuencia no mutada original y la segunda hebra porta la mutación deseada. Después, este vector de 
heterodúplex se emplea para transformar las células apropiadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan los 40
clones que incluyen los vectores recombinantes que portan la disposición de secuencia mutada. 

La preparación 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 útiles y no se 
pretende que sea limitante, puesto que existen otras formas en las que pueden obtenerse variantes de péptidos y las 45
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 específicos 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. 

50
Tal como se emplea en el presente documento, la expresión "procedimiento de mutagénesis dirigida a 
oligonucleótido" se refiere a procesos dependientes de moldes y la propagación mediada por vectores que producen 
un aumento en la concentración de una molécula de ácido nucleico específica con relación a su concentración 
inicial, o que producen un aumento en la concentración de una señal detectable, tal como una amplificación. Tal 
como se emplea en el presente documento, la expresión "procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucleótido" 55
pretende indicar un proceso que implica la extensión dependiente de molde de una molécula de cebador. La 
expresión proceso dependiente de molde se refiere a la síntesis de ácido nucleico de una molécula de ARN o ADN, 
en la que la secuencia de la hebra recién sintetizada del ácido nucleico viene dictada por las reglas, muy conocidas, 
del apareamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo, Watson, 1987). Generalmente, las metodologías
mediadas por vectores implican la introducción del fragmento de ácido nucleico en un vector de ADN o ARN, la 60
amplificación clonal del vector, y la recuperación del fragmento de ácido nucleico amplificado. Se proporcionan 
ejemplos de dichas metodologías en la patente de EEUU n.º 4.237.224. 

En otra estrategia para la producción de variantes de polipéptidos de la presente invención, puede emplearse la 
recombinación de secuencia recursiva, tal como se describe en la patente de EEUU n.º 5.37.458. En esta estrategia, 65
se realizan ciclos iterativos de recombinación y exploración o selección para que "evolucionen" variantes de 
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polinucleótidos individuales de la invención que tengan, por ejemplo, una actividad tolerogénica potenciada. 

En otras realizaciones de la invención, las secuencias polinucleotídicas, o sus fragmentos, que codifican los 
polipéptidos de la invención, o sus proteínas de fusión o equivalentes funcionales, pueden emplearse en moléculas 
de ADN recombinante para dirigir la expresión de un polipéptido en células hospedadoras apropiadas. Debido a la 5
degeneración inherente del código genético, pueden producirse otras secuencias de ADN que codifiquen 
sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos, o una secuencia funcionalmente equivalente, y estas 
secuencias pueden utilizarse para clonar y expresar un polipéptido concreto. 

Tal como entenderán los expertos en la técnica, puede resultar ventajoso, en algunos casos, producir secuencias de 10
nucleótidos 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 
expresión de proteínas o para producir una transcripción de ARN recombinante que tenga propiedades deseables, 
tales como una semivida más larga que la de una transcripción generada a partir de la secuencia de origen natural. 

15
Además, las secuencias polinucleotídicas de la presente invención 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 limitación, alteraciones que puedan modificar la clonación, el procesamiento y/o la 
expresión del producto génico. Por ejemplo, puede emplearse el reordenamiento del ADN por medio de 
fragmentación aleatoria y reensamblaje con PCR de los fragmentos de genes y oligonucleótidos sintéticos para 20
modificar las secuencias de nucleótidos. Además, la mutagénesis dirigida específica de sitio puede emplearse para 
insertar nuevos sitios de restricción, alterar patrones de glicosilación, cambiar la preferencia de codones, producir 
variantes de corte y empalme, o introducir mutaciones, etc. 

En otra realización de la invención, secuencias de ácidos nucleicos naturales, modificadas o recombinantes pueden 25
acoplarse a una secuencia heteróloga para codificar una proteína de fusión. Por ejemplo, para seleccionar 
bibliotecas de péptidos para encontrar inhibidores de la actividad de un polipéptido, puede resultar útil codificar una 
proteína quimérica que pueda ser reconocida por un anticuerpo disponible en el mercado. Una proteína de fusión 
también puede modificarse para que contenga un sitio de escisión localizado entre la secuencia codificante del 
polipéptido y la secuencia de la proteína heteróloga, de modo que el polipéptido pueda escindirse y purificarse del 30
resto heterólogo. 

Pueden sintetizarse secuencias que codifican un polipéptido deseado, completo o en parte, empleando métodos 
químicos 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 proteína puede producirse 35
empleando métodos químicos para sintetizar la secuencia de aminoácidos de un polipéptido, o de una de sus 
porciones. Por ejemplo, la síntesis peptídica puede realizarse empleando diversas técnicas en fase sólida (Roberge, 
J. Y. et al. (1995), Science, 269:202-204) y puede lograrse una síntesis automática empleando, por ejemplo, el 
sintetizador de péptidos ABI 431A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA). 

40
Un péptido recién sintetizado puede purificarse sustancialmente por medio de una cromatografía líquida de alta 
resolución 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 composición de los 
péptidos sintéticos puede confirmarse por medio del análisis o secuenciación de los aminoácidos (por ejemplo, el 
procedimiento de degradación de Edman). Además, la secuencia de aminoácidos de un polipéptido, o cualquiera de 45
sus partes, puede alterarse durante la síntesis directa y/o combinarse, empleando métodos químicos, con 
secuencias procedentes de otras proteínas, o de cualquiera de sus partes, para producir una variante de polipéptido. 

Para expresar un polipéptido deseado, las secuencias de nucleótidos que codifican el polipéptido, o equivalentes 
funcionales, pueden insertarse en un vector de expresión apropiado, es decir, un vector que contenga los elementos 50
necesarios para la transcripción y la traducción de la secuencia codificante insertada. Pueden emplearse métodos 
que son muy conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresión que contengan 
secuencias que codifican un polipéptido de interés y elementos de control de la transcripción y la traducción 
apropiados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y la recombinación 
genética in vivo. Estas técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook, J. et al. (1989), Molecular Cloning, A 55
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 expresión/hospedador para contener y expresar 
secuencias polinucleotídicas. Estos incluyen, pero sin limitación microorganismos, tales como bacterias 60
transformadas con vectores de expresión de ADN de bacteriófagos recombinantes, plásmidos o cosmídico; 
levaduras transformadas con vectores de expresión de levaduras; sistemas de células de insecto infectadas con 
vectores de expresión de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformadas con vectores 
de expresión de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con 
vectores de expresión bacteriana (por ejemplo, plásmidos de Ti o pBR322); o sistemas de células animales. 65
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Los "elementos de control" o "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresión son las regiones no 
traducidas del vector (potenciadores, promotores, regiones no traducidas 5’ y 3’) que interaccionan con las proteínas 
celulares del hospedador para realizar la transcripción y la traducción. Estos elementos varían en potencia y 
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y hospedador utilizado, puede emplearse cualquiera de una serie 
de elementos de la transcripción y la traducción adecuados, que incluyen promotores constitutivos e inducibles. Por 5
ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden emplearse promotores inducibles, tales como el 
promotor híbrido lacZ del fagémido pBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el plásmido pSPORT1 (Gibco 
BRL, Gaithersburg, MD) y similares. En sistemas de células de mamífero, en general se prefieren promotores de 
genes de mamífero o de virus de mamífero. Si resulta necesario generar una línea celular que contenga múltiples 
copias de la secuencia que codifica un polipéptido, pueden emplearse ventajosamente vectores basados en SV40 o 10
EBV, empleados con un marcador seleccionable apropiado. 

En sistemas bacterianos, puede seleccionarse cualquiera de una serie de vectores de expresión dependiendo del 
uso previsto para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando sean necesarias grandes cantidades, por ejemplo, 
para la inducción de anticuerpos, pueden utilizarse vectores que dirijan un alto nivel de expresión de las proteínas de 15
fusión que se purifiquen con facilidad. Estos vectores incluyen, pero sin limitación los vectores de clonación y 
expresión 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 β-galactosidasa, de modo que se produce una proteína híbrida; vectores pIN (Van Heeke, G. y S. M. 
Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509); y similares. También pueden emplearse los vectores pGEX 20
(Promega, Madison, Wis.) para expresar polipéptidos extraños como proteínas de fusión con glutatión S-transferasa 
(GST). En general, estas proteínas de fusión son solubles y pueden purificarse con facilidad a partir de células 
lisadas mediante la adsorción a perlas de glutatión-agarosa, seguido de una elución en presencia de glutatión libre. 
Las proteínas preparadas en estos sistemas pueden diseñarse para que incluyan sitios de escisión de proteasas de 
heparina, trombina, o factor XA para que el polipéptido clonado de interés pueda ser liberado del resto GST a 25
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 análisis, véase Ausubel et al.
(mencionado anteriormente) y Grant et al. (1987), Methods Enzymol., 153:516-544. 30

En los casos en que se emplean vectores de expresión en plantas, la expresión de las secuencias que codifican los 
polipéptidos puede ser dirigida por cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, pueden emplearse 
promotores víricos, tales como los promotores 35S y 19S de CaMV, solos o en combinación con la secuencia líder
omega de TMV (Takamatsu, N. (1987), EMBO J., 6:307-311. Como alternativa, pueden utilizarse promotores 35
vegetales, tales como la subunidad pequeña 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 
transformación de ADN directa o una transfección mediada por patógenos. Estas técnicas se describen en una serie 
de artículos que pueden consultarse (véase, por ejemplo, Hobbs, S. o Murry, L. E. en McGraw Hill Yearbook of 40
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 extraños en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que 45
codifican el polipéptido pueden clonarse en una región no fundamental del virus, tal como el gen de polihedrina, y 
colocarse bajo el control del promotor de polihedrina. La inserción correcta de la secuencia que codifica el 
polipéptido hará que el gen de polihedrina se inactive y se produzcan virus recombinantes que carecen de proteína 
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.50
(1994), Proc. Natl. Acad. Sci., 91:3224-3227). 

En células hospedadoras de mamífero, están disponibles, en general, una serie de sistemas de expresión basados 
en virus. Por ejemplo, en los casos en que se emplee un adenovirus como vector de expresión, las secuencias que 
codifican un polipéptido de interés pueden acoplarse en un complejo de transcripción/traducción de adenovirus que 55
consiste en el promotor tardío y una secuencia líder tripartita. Puede emplearse la inserción en una región no 
fundamental E1 o E3 del genoma vírico 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). Además, 
pueden utilizarse potenciadores de la transcripción, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), 
para aumentar la expresión en células hospedadoras de mamífero. 60

También pueden utilizarse señales de inicio específicas para lograr una traducción más eficaz de las secuencias que 
codifican un polipéptido de interés. Estas señales incluyen el codón de inicio ATG y las secuencias adyacentes. En 
los casos en que se insertan secuencias que codifican el polipéptido, su codón de inicio y secuencias cadena arriba 
en el vector de expresión adecuado, puede que no sean necesarias otras señales de control de la transcripción o 65
traducción. Sin embargo, en los casos en que solo se inserta una secuencia codificante, o una de sus porciones, 
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deben proporcionarse señales de control de la traducción exógenas incluyendo el codón de inicio ATG. Además, el 
codón de inicio debe estar en la fase de lectura correcta para asegurar la traducción de la inserción completa. Los 
elementos traduccionales y los codones de inicio exógenos pueden proceder de diversas fuentes, tanto naturales 
como sintéticas. La eficacia de la expresión puede potenciarse mediante la inclusión de potenciadores que son 
apropiados para el sistema celular concreto que se está usando, tales como los descritos en la bibliografía (Scharf, 5
D. et al. (1994), Results Probl. Cell Differ., 20:125-162). 

Además, puede elegirse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresión de las 
secuencias insertadas o para procesar la proteína expresada de la manera deseada. Estas modificaciones del 
polipéptido incluyen, pero sin limitación acetilación, carboxilación, glicosilación, fosforilación, lipidación y acilación. 10
También puede utilizarse el procesamiento postraduccional que escinde una forma "prepro" de la proteína para 
facilitar la inserción, el plegamiento y/o la función correctos. Pueden elegirse diferentes células hospedadoras, tales 
como CHO, COS, HeLa, MDCK, HEK293 y WI38, que tienen una maquinaria celular específica y mecanismos 
característicos para estas actividades postraduccionales, para asegurar la correcta modificación y procesamiento de 
la proteína extraña. 15

Para la producción de alto rendimiento a largo plazo de proteínas recombinantes, en general se prefiere la expresión 
estable. Por ejemplo, líneas celulares que expresan de forma estable un polinucleótido de interés pueden 
transformarse empleando vectores de expresión que pueden contener orígenes de la replicación víricos y/o 
elementos de expresión endógenos y un gen de un marcador seleccionable en el mismo vector o en otro vector 20
distinto. Después de la introducción del vector, las células pueden dejarse crecer durante 1-2 días en un medio 
enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El objetivo del marcador seleccionable es conferir resistencia 
a la selección, y su presencia permite el crecimiento y la recuperación 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. 25

Puede utilizarse cualquiera de una serie de sistemas de selección para recuperar las líneas celulares transformadas. 
Estos incluyen, pero sin limitación los genes de timidina quinasa del virus del herpes simple (Wigler, M. et al. (1977), 
Cell, 11:223-32) y de adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, I. et al. (1990), Cell, 22:817-23), que pueden emplearse 
en células tk- o aprt-, respectivamente. También puede emplearse la resistencia a antimetabolitos, antibióticos o 30
herbicidas como base para la selección; 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 aminoglicósidos, 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 triptófano, o hisD, que 35
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 expresión transitoria o estable de 
la proteína atribuible a un sistema de vector específico (Rhodes, C. A. et al. (1995), Methods Mol. Biol., 55:121-131). 40

Aunque la presencia/ausencia de la expresión de un gen de marcador sugiere que el gen de interés también está 
presente, es posible que su presencia y expresión 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 función del gen del marcador. Como alternativa, un gen 45
marcador puede ser colocado en tándem con una secuencia que codifica un polipéptido bajo el control de un único 
promotor. La expresión del gen del marcador en respuesta a la inducción o la selección habitualmente indica la 
expresión del gen en tándem también. 

Como alternativa, las células hospedadoras que contiene y expresan una secuencia polinucleotídica deseada 50
pueden ser identificadas por medio de una diversidad de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. 
Estos procedimientos incluyen, pero sin limitación hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN y técnicas de bioensayos 
de proteínas o inmunoensayos que incluyen, por ejemplo, tecnologías con una base de membranas, disoluciones o 
chips para la detección y/o la cuantificación del ácido nucleico o la proteína. 

55
En la técnica se conocen una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresión de productos codificados 
por polinucleótidos empleando anticuerpos policlonales o monoclonales específicos para el producto. Los ejemplos 
incluyen el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA), y la clasificación 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 epítopos 60
no interferentes sobre un polipéptido concreto, pero también puede emplearse un ensayo de unión 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 conjugación, y estos pueden 65
utilizarse en diversos ensayos de ácidos nucleicos y aminoácidos. Los medios para producir sondas de hibridación o 
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de PCR marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucleótidos incluyen el oligomarcaje, la traslación
por muesca, el marcaje en los extremos o la amplificación con PCR empleando un nucleótido marcado. Como 
alternativa, las secuencias, o cualquiera de sus porciones, pueden clonarse en un vector para la producción de una 
sonda de ARNm. Estos vectores son conocidos en la técnica, están disponibles en el mercado y pueden utilizarse 
para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adición de una ARN polimerasa apropiada, tal como T7, T3, o 5
SP6 y nucleótidos 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 
radionúclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, así como sustratos, cofactores, 
inhibidores, partículas magnéticas y similares. 

10
Las células hospedadoras transformadas con una secuencia polinucleotídica de interés pueden cultivarse en
condiciones adecuadas para la expresión y la recuperación de la proteína a partir del cultivo celular. La proteína 
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 entenderán los expertos en la técnica, pueden diseñarse vectores de 
expresión que contengan los polinucleótidos de la invención para que contengan secuencias señal que dirijan la 15
secreción 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 
nucleótidos que codifique un dominio de polipéptido que facilite la purificación de las proteínas solubles. Estos 
dominios que facilitan la purificación incluyen, pero sin limitación, péptidos quelantes de metales, tales como 
módulos de histidina-triptófano que permiten la purificación sobre metales inmovilizados, dominios de proteína A que 20
permiten la purificación sobre inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de purificación de 
extensión/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). Puede utilizarse la inclusión de secuencias de 
conectores que pueden escindirse, tales como las específicas para el factor XA o la enteroquinasa (Invitrogen, San 
Diego, Calif.) entre el dominio de purificación y el polipéptido codificado para facilitar la purificación. Uno de estos 
vectores de expresión proporciona la expresión de una proteína de fusión que contiene un polipéptido de interés y 25
un ácido nucleico que codifica 6 restos histidina que preceden a una tiorredoxina o a un sitio de escisión de 
enteroquinasa. Los restos histidina facilitan la purificación en una IMIAC (cromatografía de afinidad de iones 
metálicos inmovilizados), tal como se describe en Porath, J. et al. (1992, Prot. Exp. Purif., 3:263-281), mientras que 
el sitio de escisión de enteroquinasa proporciona un medio para purificar el polipéptido deseado de la proteína de 
fusión. Se proporciona un análisis de los vectores que contienen proteínas de fusión en Kroll, D. J. et al. (1993, DNA 30
Cell Biol., 12:441-453). 

Además de los métodos de producción recombinantes, los polipéptidos de la invención, y sus fragmentos, pueden 
producirse por medio de la síntesis peptídica directa empleando técnicas en fase sólida (Merrifield J. (1963), J. Am. 
Chem. Soc., 85:2149-2154). La síntesis de proteínas puede realizarse utilizando técnicas manuales o automáticas. 35
Puede conseguirse una síntesis automática, por ejemplo, empleando el sintetizador de péptidos Applied Biosystems 
431A (Perkin Elmer). Como alternativa, diversos fragmentos pueden sintetizarse por separado de modo químico y 
combinarse empleando métodos químicos para producir la molécula de longitud completa. 

Tolerancia40

La tolerancia inmunológica se define como la falta de respuesta inmunológica a un antígeno, habitualmente un 
antígeno implicado en provocar una enfermedad. Aunque la tolerancia puede inducirse mediante la administración 
de antígenos por diferentes vías, la tolerancia oral se refiere a la administración oral del antígeno, que provoca la 
supresión de la actividad de la enfermedad en varios modelos animales, que incluyen la encefalomielitis 45
autoinmunológica experimental, un modelo de roedor de la esclerosis múltiple, miastenia grave, uveítis, diabetes 
dependiente de insulina, y artritis inducida por colágeno (Faria y Weiner 1999). Los resultados tempranos de 
ensayos clínicos en seres humanos sugieren que la tolerancia oral es eficaz en la uveítis autoinmunológica, la 
diabetes, la alergia al níquel y, probablemente, la esclerosis múltiple (Faria y Weiner 1999; Duda et al., 2000). Hay 
pocos estudios que indiquen la inducción de tolerancia oral en el trasplante de órganos (Sayegh et al., 1996; 50
Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 1992a; Sayegh et al., 1992b). En cada informe, se indujo
tolerancia con una alimentación con péptidos derivados de MHC de donante o con una alimentación de células 
alogénicas antes del trasplante (Sayegh et al., 1996; Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 1992a; 
Sayegh et al., 1992b). Estas técnicas resultaron eficaces para prevenir el rechazo de aloinjertos cardíacos y 
corneales (Sayegh et al., 1996; Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999; Sayegh et al., 1992a; Sayegh et al., 1992b; 55
Faria y Weiner, 1999). Además de disminuir la actividad de la enfermedad, la supresión inmunológica inducida por la 
tolerancia oral en estos estudios también se cuantificó por medio de la regulación negativa de respuestas de 
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) a antígenos diana, así como una disminución en la inmunidad celular y 
humoral (Faria y Weiner, 1999; Mayer, 2000; Garside y Mowat, 1997). 

60
Existen tres mecanismos por medio de los cuales la tolerancia oral (y otras vías de administración) regulan 
negativamente las respuestas inmunológicas específicas de antígeno: 1. la supresión activa de células específicas 
de antígeno, 2. la anergia clonal de células específicas de antígeno, y 3. la deleción clonal de células específicas de 
antígeno (Faria y Weiner, 1999, Miller et al., 1991; Chen et al., 1994; Chen et al., 1995). Aunque estos tres 
mecanismos pueden funcionar simultáneamente en respuesta a la tolerancia oral, la supresión activa y la anergia 65
clonal son los mecanismos clave de la supresión inmunológica inducida por la tolerancia oral (Faria y Weiner, 1999). 

E10716439
08-03-2017ES 2 618 881 T3

 



17

La supresión activa describe la regulación de un subconjunto de linfocitos por otro de una manera específica de 
antígeno. Dependiendo del antígeno y de la patología, las células supresoras pueden ser linfocitos T CD4+ y/o 
CD8+, que migran desde tejidos linfoides periféricos, tales como el bazo y los ganglios linfáticos 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 supresión activa en modelos de roedores de hipersensibilidad inducida 5
por ovoalbúmina y en la esclerosis múltiple. Se demuestran pruebas in vitro de supresión activa por medio de datos 
que muestran que linfocitos tolerizados procedentes de animales pueden suprimir la proliferación de otros linfocitos 
T específicos de antígeno a lo largo de un sistema de cultivo de células en transwell (Faria y Weiner, 1999; Miller et 
al., 1991). 

10
La anergia clonal se refiere a la falta de respuesta de linfocitos T específicos de antígeno, que se caracteriza por una 
disminución en la proliferación después de la exposición a un antígeno, y está implicada en la tolerancia oral en 
varios modelos animales. La anergia puede ser el resultado de la producción 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 
disminución en la expresión de moléculas coestimuladoras apropiadas (Faria y Weiner, 1999). La deleción clonal se 15
refiere a la eliminación de linfocitos T específicos de antígeno, pero que se ha indicado que raramente es un 
mecanismo de tolerancia oral frente a un antígeno (Chen et al., 1995). 

Los mediadores solubles que suprimen la respuesta inmunológica 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 20
según las citocinas que producen: de tipo Th1 que producen interleuquina-2 (IL-2) y interferón gamma (γIFN); de tipo 
Th2 que producen IL-4 e IL-10; de tipo Th3 que producen niveles elevados del factor de crecimiento transformante
beta (TGF- β), solo o junto con niveles muy bajos de IL-4, IL-10 o γIFN; células Tr1 que producen niveles elevados 
de IL-10 junto con niveles bajos de TGF-β (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, 25
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 supresión activa inducida por la tolerancia oral, se cree que TGF-β, 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 inducción de la tolerancia oral en ausencia de estas citocinas sugiere que otros 
mediadores o células podrían suprimir la respuesta inmunológica (Barone et al., 1998; Shi et al., 1999a). 30

Aunque los estudios de la tolerancia oral se han centrado en las citocinas derivadas de linfocitos T que suprimen las 
respuestas inmunológicas, se sabe que el óxido nítrico, que no es producido por los linfocitos T, es un potente 
supresor de respuestas aloinmunológicas (Garside y Mowat, 1997). Estos y otros datos que demuestran que el óxido 
nítrico modula la apoptosis, que está implicada en la respuesta de rechazo (Meyer et al., 1998; Kallio et al., 1997; 35
Shiraishi et al., 1997; Shiraishi et al., 1995; Medot-Pirenne et al., 1999), sugieren que el óxido nítrico podría ser un 
mediador de la tolerancia oral y prevenir la respuesta de rechazo. El TGF-β es un potente inductor de la síntesis de 
óxido nítrico, y es un mediador clave de la supresión activa en la tolerancia oral (Faria y Weiner, 1999; Meyer et al., 
1998; Vodovotz et al., 1998; Vodovitz et al., 1999). Por tanto, la inmunosupresión inducida por TGF-β en el 
hospedador tolerizado puede ser mediada, en parte, por el óxido nítrico. Sin embargo, se desconoce la producción 40
de óxido nítrico en respuesta a la tolerancia oral. 

La activación de linfocitos T específicos de antígeno inducidos por APC (células presentadoras de antígenos) 
requiere la interacción 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 expresión regulada positivamente del ligando CD4045
(CD40L) sobre los linfocitos T. A su vez, CD40L se une a su receptor, CD40, sobre las APC. La señalización a 
través de CD40 induce la expresión de CD80 y CD86 sobre las APC que, tras unirse a su receptor, CD28, sobre el 
linfocito T, provocan la coestimulación y posterior activación del linfocito T (Liu et al., 1999; Li et al., 1999; Lederman 
y Siciu-Foca, 1999). Aunque los estudios de la inducción de la tolerancia oral se han centrado en la función de los 
linfocitos T, un estudio reciente de Taams et al. (1998), ha indicado que la inducción de la tolerancia puede afectar a 50
la función 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 expresión de CD80 
disminuye sobre las APC procedentes de los ganglios linfáticos y el bazo de ratones oralmente tolerizados, sugiere 
que unas APC ineficaces podrían contribuir a la activación alterada de los linfocitos T en receptores tolerizados. 
Además, estudios in vitro que demuestran que los linfocitos T supresores inhiben la expresión de CD86 en APC 55
enfatizan otro mecanismo según el cual la tolerancia induce una función alterada de las APC (Liu et al., 1999; Li et 
al., 1999; Lederman y Siciu-Foca, 1999). 

La administración de col(V) evita las respuestas proliferativas frente a aloantígenos, además de prevenir las 
respuestas proliferativas contra sí mismo, y previene el desarrollo de una patología aguda de rechazo en pulmones 60
receptores (véase, por ejemplo, la patente de EEUU 7.348.005; documento WO 2007/120947). Así, el col(V) puede 
inducir una anergia hacia los aloantígenos del donante y hacia sí mismo; o, como alternativa, la falta de respuestas 
proliferativas frente a antígenos de donantes y frente a colV puede deberse a la deleción clonal de linfocitos de 
pulmón específicos de aloantígeno; o, también como alternativa, puede surgir de una actividad de células 
supresoras. 65
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Aunque no se pretenda limitación alguna por la teoría, la inducción de tolerancia por colV puede ser inducida a 
través de una supresión conectada (véase, por ejemplo, Hum Immunol., noviembre de 2008, 69(11):715-720). 
Además, se cree que puede estar implica una unión diferencial de colV a los receptores de colágeno sobre los 
linfocitos, que conduce a las señales de activación diferencial (véase, por ejemplo, Cell Signal., agosto de 2006, 
18(8):1108-1116). Por ejemplo, solo el colágeno V induce la señalización de IL-17 en células T. 5

La administración oral de antígenos es un método eficaz para inducir la tolerancia de células T periféricas. Este 
fenómeno, a menudo denominado tolerancia oral, se ha estudiado muy bien en diversos modelos de enfermedades 
autoinmunológicas en animales, incluyendo la encefalomielitis, la uveítis, la diabetes, la miastenia grave y la artritis. 
Sin embargo, los mecanismos para inducir tolerancia no se entienden por completo. Todos los mecanismos 10
conocidos para la inducción de tolerancia, incluyendo la anergia clonal, la deleción clonal y la regulación por la 
supresión activa mediada por IL-4, IL-10 o TGF-beta, pueden desempeñar un papel en la tolerancia oral (Faria y 
Weiner, 1999). En general, se ha indicado que unas dosis más altas de antígeno inducen anergia o deleción clonal 
(Chen et al., 1995; Whitacre et al., 1991), mientras que unas dosis bajas inducen la regulación de citocinas y la 
supresión activa (Faria y Weiner, 1999; Chen et al., 1994). En el modelo animal de trasplante cardíaco, se ha 15
demostrado que la administración oral de esplenocitos alogénicos es eficaz para la inducción de tolerancia, 
sorteando la activación de Th1 y estimulando selectivamente la inducción de citocinas inhibidoras derivadas de Th-2, 
tales como IL-4 (Hancock et al., 1993; Ishido et al., 1999). 

Así, la tolerancia oral es un método para regular negativamente una respuesta inmunológica en un sujeto por medio 20
de la administración oral de un antígeno (es decir, a través de la alimentación) al sujeto. La tolerancia oral se 
caracteriza por una disminución en los niveles de producción de anticuerpos sistémicos, así como una disminución 
de las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), proliferación de células T, respuestas citotóxicas 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). 25

En el presente documento también se contemplan otras vías para inducir tolerancia, en particular mediante una 
inyección intramuscular, subcutánea, 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 inmunológica. 30

Los estudios de tolerancia se han centrado principalmente sobre el efecto del antígeno tolerizante sobre la función 
de los linfocitos T y el papel de los linfocitos T en la supresión de la activación inmunológica (Faria y Weiner, 1999; 
Mayer, 2000; Garside y Mowat, 1997). Sin embargo, las respuestas inmunológicas frente a cualquier antígeno 
requieren interacciones entre las APC y los linfocitos T, y el linfocito T puede afectar a la función de la APC (Liu et 35
al., 1999; Li et al., 1999; Lederman y Siciu-Foca, 1999). Por tanto, la presentación regulada negativamente del 
antígeno por las APC procedentes de hospedadores tolerizados puede contribuir a la inducción de tolerancia de 
modo indirecto, como resultado de las interacciones con los linfocitos T supresores, o probablemente como 
resultado de efectos directos del antígeno tolerizante sobre las APC. 

40
Así, en ciertos aspectos de la invención, la presente invención proporciona métodos para restablecer o reforzar la 
autotolerancia a colV en pacientes con asma. Una realización es un método para tratar el asma mediante la 
administración de colV por medio de una terapia oral (Yasufuku et al., 2001; Yasufuku, et al., 2002) intersticialmente 
al pulmón o por medio de otras estrategias de desensibilización en un régimen de dosificación diseñado para 
aumentar la tolerancia del paciente a los colágenos que incluyen, pero no se limitan necesariamente al colV y a sus 45
componentes antigénicos y variantes. 

Un "fragmento tolerogénico" significa un fragmento que puede inducir tolerancia a la proteína de longitud completa 
de la cual constituye un fragmento (por ejemplo, colágeno de tipo V de longitud completa, y sus fragmentos 
tolerogénicos). En ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico puede inducir tolerancia al colágeno de tipo V de 50
longitud completa al menos tan bien como la proteína de colágeno de tipo V de longitud completa y, en ciertas 
realizaciones, puede ser más eficaz que la proteína de colágeno de longitud completa para inducir tolerancia. Sin 
embargo, en ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico induce tolerancia al colágeno de tipo V de longitud 
completa, pero puede no inducir tolerancia con tanta eficacia como la proteína de colágeno de tipo V de longitud 
completa. Estos fragmentos tolerogénicos aún pueden resultar útiles en la presente invención, en particular cuando 55
dichos fragmentos tolerogénicos presentan otras propiedades ventajosas, tales como su facilidad de preparación o 
purificación, comparado con la proteína de longitud completa. Tal como reconocerán los expertos en la técnica, 
pueden emplearse una diversidad de ensayos conocidos para evaluar la inducción 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 proliferación de células T, ensayos de proliferación de células B, 60
producción 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.º 7.348.005; y en otras 
referencias bibliográficas. 65
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Así, un fragmento tolerogénico es un fragmento de un polipéptido tolerogénico, tal como el colágeno de tipo V, o una 
cualquiera o más de sus cadenas alfa, que, en sí mismo, sea inmunológicamente tolerogénico (es decir, induce 
tolerancia) con respecto a las células B y/o células T específicas 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 5
resumen en Paul, Fundamental Immunology, 3ª 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 "específicos de 
antígeno" si se unen específicamente a un antígeno (es decir, reaccionan específicamente con la proteína en un 
ensayo ELISA u otro inmunoensayo, y no reaccionan de modo detectable con proteínas no relacionadas). Dichos 10
antisueros y anticuerpos pueden prepararse como se describe en el presente documento y empleando técnicas muy 
conocidas. 

En una realización, un fragmento tolerogénico de un polipéptido de la presente invención es una porción que induce 
tolerancia de células B y/o células T a un nivel que no es sustancialmente menor que la actividad tolerogénica del 15
polipéptido de longitud completa (por ejemplo, en un ensayo apropiado, tal como de producción de anticuerpos, que 
puede medirse con ELISA y/o un ensayo de reactividad de células T (ensayo de proliferación de células T o de 
producción de citocinas)). Preferiblemente, el nivel de actividad tolerogénica de la porción 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 % o 99 % de la actividad tolerogénica del polipéptido de longitud completa. En 20
algunos casos, se identificarán fragmentos tolerogénicos que presenten un nivel de actividad tolerogénica mayor que 
el del correspondiente polipéptido de longitud completa, por ejemplo, tendrán más de aproximadamente 100 %, 110 
%, 120 %, 130 %, 140 % o 150 % o más de actividad tolerogénica. 

En ciertas realizaciones, los fragmentos tolerogénicos pueden identificarse empleando un análisis por ordenador, tal 25
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 peptídicos que tengan el potencial de suscitar respuestas Th. Pueden identificarse 
los péptidos de CTL con motivos apropiados para la unión a MHC de clase I o de clase II murino y humano según 
BIMAS (Parker et al., J. Immunol., 152:163, 1994) y otros análisis de predicción de la unión de péptidos HLA. Como 
alternativa, pueden identificarse las porciones que se unen a una molécula de MHC concreta empleando motivos de 30
unión peptídicos definidos, tales como los descritos en Rammensee et al., Immunogenetics, 41:178-228, 1995. Para 
confirmar la unión del péptido a las moléculas de MHC de clase I o de clase II murinas y humanas, pueden 
emplearse ensayos de unión 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 ratón transgénico y/o un 
ensayo de estimulación in vitro empleando células dendríticas, fibroblastos o células de sangre periférica. 35

Debe advertirse que, en ciertas realizaciones, un fragmento tolerogénico de la invención también es un fragmento 
inmunogénico. A este respecto, tal como reconocerán los expertos en la técnica, los fragmentos altamente 
inmunogénicos, tales como los epítopos inmunodominantes de proteínas tales como colV, pueden ser tolerogénicos 
cuando se administran correctamente, por ejemplo, en general a dosis bajas durante un periodo largo de tiempo. 40
Así, la presente invención también contempla la identificación 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 porción 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 % o 99 % de 
la actividad inmunogénica del polipéptido de longitud completa. En algunos casos, se identificarán fragmentos 45
inmunogénicos que presenten un nivel de actividad inmunogénica mayor que el del correspondiente polipéptido de 
longitud completa, por ejemplo, tendrán más de aproximadamente 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 % o 150 % o 
más de actividad inmunogénica. 

Los mismos análisis pueden emplearse para identificar fragmentos inmunogénicos que se emplean para identificar 50
fragmentos tolerogénicos, que incluyen el empleo de un análisis 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 
peptídicos que tengan el potencial de suscitar respuestas Th. Pueden identificarse los péptidos de CTL con motivos 
apropiados para la unión a MHC de clase I o de clase II murino y humano según BIMAS (Parker et al., J. Immunol., 
152:163, 1994) y otros análisis de predicción de la unión de péptidos HLA. Como alternativa, pueden identificarse las 55
porciones que se unen a una molécula de MHC concreta empleando motivos de unión peptídicos definidos, tales 
como los descritos en Rammensee et al., Immunogenetics 41:178-228, 1995. Para confirmar la unión del péptido a 
las moléculas de MHC de clase I o de clase II murinas y humanas, pueden emplearse ensayos de unión 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 ratón transgénico y/o un ensayo de estimulación in vitro empleando células 60
dendríticas, fibroblastos o células de sangre periférica. 

El colágeno de tipo V intacto o uno cualquiera o más de sus componentes de cadenas alfa que tengan actividad 
tolerogénica o inmunogénica se contemplan para su uso en los métodos de la presente invención. Como tales, un 
fragmento tolerogénico o un fragmento inmunogénico del colágeno V pueden indicar un fragmento del colágeno de 65
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 colágeno compuesta de las tres cadenas alfa. En otra realización, el colV puede comprender una 
cualquiera o más de las cadenas alfa, tales como las indicadas en SEQ ID NO:2, 4 o 6, codificadas por los 
polinucleótidos indicados en SEQ ID NO:1, 3 o 5, o uno de sus fragmentos tolerogénicos o fragmentos 
inmunogénicos. 5

En ciertas realizaciones, dos o más fragmentos tolerogénicos o inmunogénicos pueden emplearse al mismo tiempo, 
administrados por separado, mezclados en una composición o como una proteína de fusión. A este respecto, puede 
emplearse cualquier número de fragmentos tolerogénicos o fragmentos inmunogénicos para inducir una tolerancia al 
colV, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más fragmentos tolerogénicos o inmunogénicos, en una composición 10
como fragmentos separados o como una proteína de fusión, 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 más fragmentos en los 
métodos de la presente invención. 

La detección de la presencia de anticuerpos contra el colágeno según algunas realizaciones puede realizarse 15
empleando cualquiera de una serie de procedimientos de inmunoensayo, tal como por medio de procedimientos de 
ELISA. Están disponibles una amplia gama de técnicas de inmunoensayo, tal como se observa remitiéndose a los 
manuales de inmunoensayos convencionales y estas incluyen, pero sin limitación ensayos de sitio único y de dos 
sitios o de "sándwich" de tipo no competitivo, así como los ensayos de unión competitiva tradicionales. 

20
Los ensayos de "sándwich" se encuentran entre los métodos de ensayos basados en anticuerpos más útiles y 
habitualmente empleados y pueden utilizarse para llevar a cabo diversas realizaciones. Existen una serie de 
variaciones de la técnica del ensayo de "sándwich" y se pretende que todas se incluyan en diversas realizaciones. 
Brevemente, en un ensayo típico para detectar anticuerpos en una muestra, un antígeno no marcado se inmoviliza 
sobre un sustrato sólido y la muestra que se va a ensayar se pone en contacto con la molécula de antígeno unida. 25
Después de un periodo de incubación adecuado, es decir, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la 
formación de un complejo de anticuerpo-antígeno, se añade un segundo anticuerpo, tal como una anti-IgG humana, 
marcado con una molécula indicadora capaz de producir una señal detectable, y se incuba, dejando que pase el 
tiempo suficiente para que se forme un anticuerpo marcado con el anticuerpo-antígeno. Cualquier material sin 
reacción se lava y se determina la presencia del anticuerpo que se va a detectar en la muestra por medio de la 30
observación de una señal producida por la molécula indicadora. Los resultados pueden ser cualitativos, por ejemplo, 
por la simple observación de la señal visible, o pueden cuantificarse comparando la señal 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 simultáneo, en el que tanto la muestra como el anticuerpo marcado 
se añaden simultáneamente al antígeno unido. Estas técnicas son muy conocidas, incluyendo cualquier pequeña 35
variación, tal como será evidente para los expertos en la técnica. En el ensayo de "sándwich" típico, el antígeno se 
inmoviliza, por ejemplo, uniéndose de modo covalente o de modo pasivo a una superficie sólida. En algunas 
realizaciones, la superficie sólida generalmente es vidrio o un polímero, y los polímeros que se emplean más 
habitualmente son celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polipropileno. Los soportes 
sólidos pueden estar en forma de tubos, perlas, discos o microplacas, o cualquier otra superficie adecuada para 40
realizar un inmunoensayo. En la técnica se conocen diversos procesos de unión y estos consisten, en general, en la 
reticulación, la unión covalente o la adsorción física del antígeno a una superficie concreta. El antígeno inmovilizado 
después se lava en preparación para la adición de la muestra de ensayo. Después se pone en contacto una alícuota 
de la muestra que se va a ensayar con el antígeno 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 unión de cualquier 45
anticuerpo al colágeno presente en la muestra. La duración real del tiempo de contacto, las condiciones de tampón, 
las temperaturas y similares son parámetros que pueden ajustarse con facilidad y generalmente se determinan con 
facilidad en un ensayo concreto. Después del periodo de incubación, el antígeno inmovilizado que incluya cualquier 
anticuerpo unido se lava y se seca, y se incuba con un segundo anticuerpo específico para el anticuerpo unido, por 
ejemplo, anti-IgG humana. El segundo anticuerpo se une a una molécula indicadora, que se emplea para indicar la 50
unión del segundo anticuerpo al complejo de anticuerpo-antígeno inmovilizado. 

Un método concreto para medir anticuerpos contra colV se describe en el documento WO 2007/120947. De modo 
específico, este ensayo de perlas detecta anticuerpos contra el colágeno de tipo V, tal como pueden estar presentes 
en suero y/o fluido de lavado pulmonar procedente de pacientes que presentan una respuesta autoinmunológica al 55
colágeno de tipo V. Las perlas revestidas con colágeno de tipo V, junto con otros reactivos necesarios, se 
proporcionan para este ensayo. Brevemente, un ensayo típico 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 colágeno de tipo V humano. 2) Se genera un control positivo 
siguiendo el mismo procedimiento de 1 anterior, empleando anticuerpo de conejo contra anticuerpos de colágeno V60
humano (Bioten) (Abeam, Cambridge, MA). 3) Para cada ensayo, las perlas conjugadas se lavan en PBS, y se 
incuban en PBS más 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-IgG humana conjugado con R-PE (Sigma, 
Saint Louis), aunque los expertos en la técnica entenderán que están disponibles otros anticuerpos adecuados. A 65
este respecto, pueden emplearse anticuerpos específicos anti-IgG1, -IgG2, -IgG3 o -IgG4 humanas en ciertas 

E10716439
08-03-2017ES 2 618 881 T3

 



21

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 disolución de PBS/FCS y se analizan empleando 
un citómetro de flujo. Para el control positivo, pueden añadirse cantidades conocidas de anticuerpo o antisuero anti-
colV al ensayo de perlas. 

5
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. Además, en ciertas realizaciones de la 
presente invención, el subtipo de anticuerpos de IgG contra el colágeno 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 10
y ciertos subtipos pueden ser indicativos de un empeoramiento de la enfermedad. Así, uno cualquiera o más de los 
subtipos de IgG pueden estar presentes durante el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 o 
IgG4, o cualquiera de sus combinaciones. La presente invención proporciona métodos para detectar anticuerpos de 
los subtipos IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 específicos del colágeno de tipo V, empleando el ensayo de perlas según se 
describe en el presente documento. Tal como reconocerán los expertos en la técnica, los anticuerpos específicos del 15
subtipo de IgG están 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 
realización, un cambio al subtipo IgG2 indica el empeoramiento de la enfermedad. En otra realización, un cambio al 
subtipo IgG3 indica el empeoramiento de la enfermedad. En otra realización, un cambio al subtipo IgG4 indica el 
empeoramiento de la enfermedad. 20

Composiciones, composiciones farmacéuticas y métodos de uso 

La administración de las composiciones o los compuestos tolerogénicos de la invención, o sus sales 
farmacéuticamente aceptables, en forma pura o en una composición farmacéutica apropiada, puede realizarse por 25
medio cualquiera de las vías de administración de agentes aceptadas que sirven en utilidades similares. Tal como se 
ha indicado en otro punto en el presente documento, una vía contemplada en el presente documento para inducir 
tolerancia es la administración oral. Sin embargo, también puede utilizarse cualquiera de una diversidad de otras 
vías, que incluyen, en particular, la inyección intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutánea y otras vías. Las 
composiciones farmacéuticas de la invención pueden prepararse combinando un compuesto de la invención con un 30
vehículo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable apropiado, y pueden formularse en preparaciones en 
forma sólida, semisólida, líquida o gaseosa, tales como comprimidos, cápsulas, polvos, gránulos, ungüentos, 
disoluciones, supositorios, inyecciones, inhalantes, geles, microesferas y aerosoles. Además, dentro de la 
composición pueden estar presentes, aunque no es necesario, otros ingredientes farmacéuticamente aceptables 
(incluyendo otros agentes inmunosupresores) y/o excipiente adecuados, tales como sales, tampones y 35
estabilizantes. 

La administración también puede realizarse por medio de una diversidad de vías diferentes, que incluyen la vía oral, 
parenteral, nasal, intravenosa, intradérmica, subcutánea o tópica. Las vías de administración preferidas dependen 
de la naturaleza del trastorno que se va a tratar o prevenir. Una cantidad que, después de su administración, reduce, 40
inhibe, previene o retarda la aparición de una respuesta inmunológica anti-colV o una indicación clínica de dicha 
respuesta se considera eficaz. 

En ciertas realizaciones, la cantidad administrada es suficiente para producir una reducción en la actividad 
inmunológica, tal como se describe en otro punto en el presente documento (por ejemplo, una respuesta de células 45
T, una respuesta de células B, el nivel de anticuerpos anti-colV y similares). La dosificación y la duración precisas 
del tratamiento es una función de la enfermedad que se está tratando y pueden ser determinadas de modo empírico 
empleando protocolos de ensayo o ensayando las composiciones en sistemas de modelos conocidos en la técnica y 
extrapolando desde estos. También pueden realizarse ensayos clínicos controlados. Las dosificaciones también 
pueden variar según la gravedad del trastorno que se va a aliviar. Una composición farmacéutica en general se 50
formula y se administra para que ejerza un efecto terapéuticamente útil, al mismo tiempo que se minimizan los 
efectos secundarios indeseables. La composición puede administrarse de una vez, o puede dividirse en una serie de 
dosis más pequeñas para ser administradas en intervalos de tiempo. Para cualquier sujeto concreto, los regímenes 
de dosificación específicos pueden ajustarse a lo largo del tiempo según las necesidades individuales. 

55
Las composiciones de la presente invención pueden administrarse solas o en combinación con otros tratamientos 
conocidos, tales como regímenes inmunosupresores, terapia de radiación, quimioterapia, trasplante, terapia oral de 
colágeno, inmunoterapia, terapia hormonal, terapia fotodinámica, etc. 

Por tanto, las vías típicas para la administración de estas y otras composiciones farmacéuticas relacionadas 60
incluyen, sin limitación, la vía oral, tópica, transdérmica, por inhalación, instilación intrapulmonar, parenteral, 
sublingual, bucal, rectal, vaginal e intranasal. El término parenteral, tal como se emplea en el presente documento, 
incluye inyecciones subcutáneas, intravenosas, intramusculares, intraesternales o técnicas de infusión. Las 
composiciones de la invención se formulan para permitir que los principios activos contenidos en su interior puedan 
estar biodisponibles tras la administración de la composición a un paciente. Las composiciones que se administrarán 65
a un sujeto o paciente tomarán la forma de una o más unidades de dosificación, en las que, por ejemplo, un 
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comprimido puede ser una única dosificación unitaria, y un recipiente de un compuesto de la invención en forma de 
aerosol puede contener una pluralidad de unidades de dosificación. Se conocen métodos reales de preparación de 
dichas formas de dosificación, o serán evidentes para los expertos en la técnica; por ejemplo, véase Remington: The 
Science and Practice of Pharmacy, 20ª edición (Philadelphia College of Pharmacy and Science, 2000). La 
composición que se va a administrar contendrá, en cualquier caso, una cantidad terapéuticamente eficaz de un 5
compuesto de la invención, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para el tratamiento de una 
enfermedad o una afección de interés según las indicaciones de esta invención. 

Una composición farmacéutica de la invención puede estar en forma de un sólido o un líquido. En un aspecto, el 
vehículo o vehículos están en partículas, de modo que las composiciones están, por ejemplo, en forma de 10
comprimidos o de polvos. El vehículo o vehículos pueden ser líquidos, siendo las composiciones, por ejemplo, un 
aceite oral, un líquido inyectable o un aerosol, que es útil, por ejemplo, para la administración por inhalación. 

En ciertas realizaciones, el compuesto o compuestos terapéuticos se administran directamente como una 
formulación en aerosol presurizado o nebulizada a los pulmones del paciente por inhalación. Estas formulaciones 15
pueden contener cualquiera de una diversidad de propulsores de aerosol conocidos útiles para la administración por 
inhalación endopulmonar y/o intranasal. Además, 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 múltiples recipientes de dosis, generalmente 
se añaden agentes antimicrobianos. Estas composiciones, en general, también se filtran y se esterilizan, y pueden 20
liofilizarse para proporcionar una estabilidad potenciada y para mejorar la solubilidad. 

Cuando está prevista para la administración oral, la composición farmacéutica está preferiblemente en forma sólida 
o líquida, en la que formas semisólidas, semilíquidas, en suspensión y en gel se incluyen dentro de las formas 
consideradas en el presente documento sólidas o líquidas. 25

Como composición sólida para la administración oral, la composición farmacéutica puede formularse como un polvo, 
gránulos, comprimidos prensados, píldoras, cápsulas, goma de mascar, obleas o formas similares. Dicha 
composición sólida generalmente contendrá uno o más diluyentes inertes o vehículos comestibles. Además, pueden 
estar presentes uno o más de los siguientes: aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa 30
microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; excipientes, tales como almidón, lactosa o dextrinas, agentes 
disgregantes, tales como ácido algínico, alginato de sodio, Primogel, almidón de maíz y similares; lubricantes, tales 
como estearato de magnesio o Sterotex; emolientes, tales como dióxido 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. 35

Cuando la composición farmacéutica está en forma de una cápsula, por ejemplo, una cápsula de gelatina, puede 
contener, además de materiales del tipo anterior, un vehículo líquido, tal como polietilenglicol o aceite. 

La composición farmacéutica puede estar en forma de un líquido, por ejemplo, un elixir, jarabe, disolución, emulsión 40
o suspensión. El líquido puede ser para la administración oral o para el suministro por medio de inyección, como dos 
ejemplos. Cuando esté prevista para la administración oral, la composición preferida contendrá, además de los 
presentes compuestos, uno o más de un agente edulcorante, conservantes, tinte/colorante y potenciador del sabor. 
En una composición prevista para ser administrada mediante inyección, pueden incluirse uno o más de un 
tensioactivo, conservante, agente humectante, agente dispersante, agente suspensor, tampón, estabilizante y 45
agente isotónico. 

Las composiciones farmacéuticas líquidas de la invención, tanto si son disoluciones, suspensiones u otra forma 
similar, pueden incluir uno o más de los siguientes adyuvantes: diluyentes estériles, tales como agua para inyección, 
solución salina, preferiblemente solución salina fisiológica, solución de Ringer, cloruro de sodio isotónico, aceites no 50
volátiles, tales como mono- o diglicéridos sintéticos que pueden actuar como disolvente o medio de suspensión, 
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencílico o 
metilparabeno; antioxidantes, tales como ácido ascórbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como ácido 
etilendiaminotetraacético; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la tonicidad, 
tales como cloruro de sodio o dextrosa. La preparación parenteral puede introducirse en ampollas, jeringas 55
desechables o viales de múltiples dosis fabricados de vidrio o plástico. La solución salina fisiológica es un adyuvante 
preferido. Una composición farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril. 

Una composición farmacéutica líquida de la invención prevista para la administración parenteral u oral debe contener 
una cantidad de un compuesto de la invención de modo que se obtenga una dosificación adecuada. Generalmente, 60
esta cantidad es al menos 0,01 % de un compuesto de la invención en la composición. Cuando está prevista para la 
administración oral, esta cantidad puede variar entre 0,1 y aproximadamente 70 % del peso de la composición. 
Ciertas composiciones farmacéuticas orales contienen entre aproximadamente 4 % y aproximadamente 75 % del 
compuesto de la invención. Ciertas preparaciones y composiciones farmacéuticas según la presente invención se 
preparan de modo que una unidad de dosificación parenteral contenga entre 0,01 y 10 % en peso del compuesto 65
antes de la dilución de la invención. 
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La composición farmacéutica de la invención puede estar prevista para la administración tópica, en cuyo caso, el 
vehículo puede comprender, de modo adecuado, una disolución, una emulsión, un ungüento o una base de gel. La 
base, por ejemplo, puede comprender uno o más 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 composición farmacéutica para la administración tópica. Si está prevista para 5
la administración transdérmica, la composición puede incluir un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis. 
Las formulaciones tópicas pueden contener una concentración del compuesto de la invención desde 
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 % en p/v (peso por unidad de volumen). 

La composición farmacéutica de la invención puede estar prevista para la administración rectal, en forma, por 10
ejemplo, de un supositorio, que se fundirá en el recto y liberará el fármaco. La composición para la administración 
rectal puede contener una base oleaginosa como excipiente no irritante adecuado. Estas bases incluyen, sin 
limitación, lanolina, manteca de cacao y polietilenglicol. 

La composición farmacéutica de la invención puede incluir diversos materiales, que modifican la forma física de una 15
unidad de dosificación sólida o líquida. Por ejemplo, la composición 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 azúcar, goma laca y otros agentes de 
revestimiento entérico. Como alternativa, los principios activos pueden estar recluidos en una cápsula de gelatina. 

20
La composición farmacéutica de la invención en forma sólida o líquida puede incluir un agente que se une al 
compuesto de la invención y, con ello, ayuda al transporte del compuesto. Los agentes adecuados que pueden 
actuar en esta capacidad incluyen un anticuerpo monoclonal o policlonal, una proteína o un liposoma. 

La composición farmacéutica de la invención puede consistir en unidades de dosificación que pueden administrarse 25
como un aerosol. El término aerosol se emplea para indicar una diversidad de sistemas que varían de los sistemas 
de naturaleza coloidal a los sistemas que consisten en envases presurizados. La administración 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 invención pueden administrarse en sistemas de una sola 
fase, bifásicos o trifásicos para administrar el principio o principios activos. La administración del aerosol incluye el 30
recipiente, activador, válvula, subrecipiente y similares necesarios, que juntos pueden formar un kit. Los expertos en 
la técnica pueden determinar, sin experimentación innecesaria, los aerosoles preferidos. 

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse mediante metodologías muy conocidas en la técnica 
farmacéutica. Por ejemplo, una composición farmacéutica prevista para ser administrada mediante inyección puede35
prepararse combinando un compuesto de la invención con agua estéril destilada para formar una disolución. Puede 
añadirse un tensioactivo para facilitar la formación de una suspensión o una disolución homogénea. Los 
tensioactivos son compuestos que interaccionan de modo no covalente con el compuesto de la invención para 
facilitar la disolución o la suspensión homogénea del compuesto en el sistema de administración acuoso. 

40
Los compuestos de la invención, o sus sales farmacéuticamente aceptable, se administran en una cantidad 
terapéuticamente eficaz, que variará dependiendo de una diversidad de factores, que incluyen la actividad del 
compuesto específico empleado; la estabilidad metabólica y longitud de acción del compuesto; la edad, el peso 
corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; la vía y el momento de la administración; la velocidad de 
excreción; la combinación de fármacos; la gravedad del trastorno o la afección concretos; y el sujeto que se está 45
sometiendo a terapia. En general, una dosis diaria terapéuticamente eficaz es (para un mamífero 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 mamífero de 70 kg) de aproximadamente 0,01 mg/kg (es decir, 0,7 
mg) a aproximadamente 50 mg/kg (es decir, 3,5 g); más preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz es (para 
un mamífero de 70 kg) de aproximadamente 1 mg/kg (es decir, 70 mg) a aproximadamente 25 mg/kg (es decir, 1,75 50
g). 

En ciertas realizaciones, la dosis de colV administrada por vía oral es desde 0,001 mg a 500 mg diarios. En una 
realización 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 realización, la dosis oral de colV, tal como se describe en el presente documento, es de 0,1 mg a 0,5 55
mg diarios. En una realización, 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, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 
2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9 o 5,0 mg diarios. En 
otra realización, 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, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9 o 8,0 mg diarios. En ciertas realizaciones, la dosis 60
puede administrarse en una única dosis o puede administrarse en múltiples dosis a lo largo del día, por ejemplo, en 
2, 3 o 4 dosis diarias para un total de una dosis en mg/día 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 65
medida según cualquiera de una diversidad de métodos, tal como se describe en el presente documento. En ciertas 
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realizaciones, la inducción de tolerancia a colV provoca una disminución en los anticuerpos anti-colV séricos, según 
se mide empleando los métodos descritos en el presente documento, tales como un ELISA. En otra realización, 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 según cualquiera de una diversidad de métodos, tal como se describe 
en el presente documento, tales como ensayos de liberación de citocinas, tinción de citocinas intracelulares y 5
citometría de flujo, ELISPOT, y similares. También pueden emplearse ensayos de células T funcionales, tales como 
ensayos de proliferación de citotoxicidad. 

Los compuestos de la invención, o sus sales farmacéuticamente aceptables, también pueden administrarse 
simultáneamente, antes o después de la administración de uno o más agentes terapéuticos diferentes. Dicha terapia 10
de combinación incluye la administración de una única formulación de dosificación farmacéutica que contiene un 
compuesto de la invención y uno o más agentes activos adicionales, así como la administración del compuesto de la 
invención y cada agente activo en su propia formulación de dosificación farmacéutica separada. Por ejemplo, un 
compuesto de la invención y otro agente activo pueden administrarse al paciente juntos en una única composición 
de dosificación oral, tal como un comprimido o una cápsula, o cada agente se administra en formulaciones de 15
dosificación oral separadas. Cuando se emplean formulaciones de dosificación separadas, los compuestos de la 
invención y uno o más agentes activos adicionales pueden administrarse fundamentalmente al mismo tiempo, es 
decir, simultáneamente, o en diferentes momentos escalonados, es decir, secuencialmente; se entiende que la 
terapia de combinación incluye todos estos regímenes. 

20
Los compuestos de la presente invención pueden administrarse a un individuo que padece una enfermedad o 
trastorno, según 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 composición farmacéutica antes de la administración. Una composición farmacéutica comprende 
uno o más de los compuestos descritos en el presente documento, en combinación con un vehículo o excipiente 25
fisiológicamente aceptable, tal como se describió en otro punto en el presente documento. Para preparar una 
composición farmacéutica, una cantidad eficaz de uno o más de los compuestos se mezcla con cualquier vehículo o 
vehículos o excipiente farmacéutico conocidos por los expertos en la técnica por ser adecuados para la vía de 
administración concreta. Un vehículo farmacéutico puede ser líquido, semilíquido o sólido. Las disoluciones o 
suspensiones empleadas para la aplicación parenteral, intradérmica, subcutánea o tópica pueden incluir, por 30
ejemplo, un diluyente estéril (tal como agua), solución salina, aceites no volátiles, polietilenglicol, glicerina, 
propilenglicol u otro disolvente sintético; agentes antibacterianos (tales como alcohol bencílico o metilparabenos); 
antioxidantes (tales como ácido ascórbico y bisulfito de sodio) y agentes quelantes (tales como ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA)); tampones (tales como acetatos, citratos y fosfatos). Si se administran por vía 
intravenosa, los vehículos adecuados incluyen solución salina fisiológica o solución salina tamponada con fosfato 35
(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 vehículos que los protejan contra la 
eliminación rápida del cuerpo, tales como revestimientos o formulaciones de liberación a lo largo del tiempo. Estos 40
vehículos incluyen formulaciones de liberación controlada, tales como, pero sin limitarse a implantes y sistemas de 
administración microencapsulados, y polímeros biodegradables y biocompatibles, tales como etileno-acetato de 
vinilo, polianhídridos, poli(ácido glicólico), poliortoésteres, poli(ácido láctico) y otros conocidos por los expertos en la 
técnica. 

45
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), lipopolisacáridos (LPS) y la subunidad β de la toxina del 
cólera, y pueden añadirse a las formulaciones. También se contemplan ciertos otros vehículos tolerogénicos para su 
uso con la composición de colV de la presente invención. Estos vehículos incluyen vehículos de aceites minerales, 
tales como adyuvante de Freund incompleto (IFA) o adyuvante de Freund completo (CFA). El IFA es una emulsión 50
de un aceite mineral. El CFA es una preparación de un aceite mineral que contiene diversas cantidades de 
organismos muertos de micobacterias. Sin embargo, IFA y CFA no están 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 años para nutrición 55
intravenosa de pacientes humanos, también pueden actuar como vehículo para la terapia de polipéptidos 
tolerogénicos que emplea los polipéptidos de la presente invención. 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 emulsión de grasas para la nutrición intravenosa, descrita en la 
patente de EEUU n.º 3.169.094. "Lipofundin" es una marca registrada de B. Braun Melsungen, Alemania. Ambos 60
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 fosfolípidos 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 añadiendo 
glicerol (25 g/l) en Intralipid y en Lipofundin. Se cree que estos vehículos son realmente vehículos biológicamente 
activos que, cuando forman complejos con el autoantígeno sospechoso, estimulan un cambio de TH1 a TH2 de las 65
células T autoinmunológicas. En ciertas realizaciones, este vehículo es una emulsión de grasas que comprende 10-
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20 % de triglicéridos de origen vegetal y/o animal, 1,2-2,4 % de fosfolípidos 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 captación GI. 5

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

En una realización, la invención proporciona un método para tratar el asma, que comprende administrar a un 
paciente con asma una cantidad terapéuticamente eficaz de colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos 10
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 realización, la 
presente invención 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 15
cualquiera o más de sus componentes de cadenas α, o un fragmento tolerogénico de cualquiera de las moléculas 
mencionadas. Además, tal como se ha indicado en otro punto en el presente documento, puede administrarse un 
fragmento inmunogénico del colV intacto, o uno cualquiera o más de sus componentes de cadenas α, en cualquiera 
de los métodos descritos en el presente documento, empleando una dosis eficaz para inducir tolerancia a colV. Esta 
dosis variará dependiendo de una diversidad de factores, que incluyen la actividad de las proteínas o fragmentos 20
específicos empleados; la estabilidad metabólica y longitud de acción de estos compuestos; la edad, el peso 
corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; la vía y el momento de la administración; la velocidad de 
excreción; la combinación de fármacos; la gravedad del trastorno o la afección concretos; y el sujeto que se está 
sometiendo a terapia. Así, estas dosis tolerogénicas pueden determinarse de modo empírico empleando protocolos 
de ensayo conocidos o ensayando las composiciones en sistemas de modelos conocidos en la técnica y 25
extrapolando desde estos. También pueden realizarse ensayos clínicos controlados. Las dosificaciones también 
pueden variar según la gravedad del trastorno que se va a aliviar. 

Tal como apreciarán 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 invención para tratar, prevenir o reducir la gravedad del 30
asma. Estos factores incluyen los síntomas clínicos típicos del asma, que pueden ser evaluados por los médicos 
expertos. Estos síntomas pueden incluir, pero sin limitación los siguientes: para el asma: respiración sibilante; 
tensión o dolor en el pecho; frecuencia cardíaca rápida; sudoración; tasas de flujo máximo, medidas con un medidor 
del flujo máximo; tos frecuente, en especial durante la noche; falta de aliento con facilidad o apnea; sensación de 
mucho cansancio o debilidad al hacer ejercicio; respiración sibilante o tos después del ejercicio; sensación de 35
cansancio, se enfada con facilidad, tiene mal humor o tiene un carácter temperamental; disminución o cambios en la 
función pulmonar, medida con un medidor del flujo máximo; síntomas de resfriado o alergias (estornudos, rinorrea, 
tos, congestión nasal, dolor de garganta y cefalea); dificultades para dormir. Las composiciones y los métodos de la 
presente invención 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, 40
agonistas de β2 de acción 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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5
Ejemplos 

Ejemplo de referencia 1: La cantidad de anticuerpos anti-colágeno V aumenta en pacientes con EPOC

Se obtuvo plasma de voluntarios normales (adultos no fumadores, edad 18-55) y de voluntarios con enfisema 10
documentado. Se detectaron los niveles de anticuerpos anti-colV en los pacientes con EPOC y en los sujetos sanos 
control mediante el ensayo de citometría de flujo con perlas según se describe en el documento WO 2007/120947. 

Brevemente, 1) Perlas revestidas con estreptavidina (5 μm, capacidad de unión 10-20 μg/l x 107 perlas (Polyscience, 
Warrington, PA)) se lavaron dos veces con PBS estéril. Las perlas (1 x 107) se suspendieron en 100 l de PBS con 15
40 g de colágeno de tipo V humano y se incubaron durante 60 minutos a 4 °C. 2) Se generó un control positivo 
siguiendo el mismo procedimiento de 1 anterior, empleando 20 m de anticuerpo de conejo contra anticuerpos de 
colágeno V humano (Bioten) (Abeam, Cambridge, MA). 3). Para cada ensayo, se lavaron 1 x 106 de perlas 
conjugadas dos veces en PBS, y se incubaron en 100 l de PBS más 50 l de suero. Después de incubar durante 
30 minutos a temperatura ambiente, las perlas se lavaron tres veces con PBS que contenía FCS al 10 %. 4) Las 20
perlas se suspendieron en 100 l de PBS + FBS al 10 % estéril y se incubaron durante aproximadamente 30 
minutos a temperatura ambiente con anticuerpo secundario. Generalmente, se emplean 5 l de un anticuerpo anti-
IgG humana conjugado con R-PE (Sigma, Saint Louis). Las perlas se lavaron tres veces con PBS que contenía FCS 
al 10 %, se suspendieron en 300 l de una disolución de PBS/FCS y se analizaron empleando un citómetro de flujo. 

25
Tal como se muestra en la figura 1, los anticuerpos anti-colágeno 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-colágeno V aumenta en pacientes con asma 
30

Se obtuvo plasma de voluntarios normales (adultos no fumadores, edad 18-55) y de voluntarios con asma crónico 
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 según se indica en el ejemplo 1. 

Tal como se muestra en la figura 2, se encontraron unos niveles altos de anticuerpos anti-colágeno de tipo V en 8 de 35
20 asmáticos. 

Ejemplo 3: El colágeno V intravenoso previene la hipersensibilidad de las vías respiratorias inducida por 
ovoalbúmina en ratones 

40
Este ejemplo demuestra que la administración intravenosa de colágeno V previene la hipersensibilidad de las vías 
respiratorias inducida por ovoalbúmina en este modelo de asma murino bien establecido. 

Ratones Balb/c fueron inyectados a través de la vena de la cola con 100 g de col(V), solo, o col(V) mezclado en 
adyuvante de Freund completo (CFA), o PBS, o CFA por sí solo. Siete días después, los ratones recibieron una 45
inyección IP de ovoalbúmina en alumbre y esto se repitió siete días después. Siete días después de la última 
inyección de ovoalbúmina/alumbre, los ratones en cada grupo fueron expuestos a dosis crecientes de ovoalbúmina 
en aerosol, seguido de una medición de la resistencia de las vías respiratorias (PenH). 

Los resultados demuestran que el col(V), por sí solo, anula la hipersensibilidad de las vías respiratorias inducida por 50
ovoalbúmina (véase la figura 3). Se realizaron otros experimentos que confirmaron estos resultados. Estos 
resultados se resumen a continuación en la tabla 2.
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Ejemplo 4: El col(V) intravenoso induce transcripciones de IFN-γ en células mononucleares de pulmón 

Este ejemplo demuestra que la inyección intravenosa de col(V) por sí solo induce una respuesta de TH1 en células 
mononucleares de pulmón, que se caracteriza por la inducción de transcripciones de IFN-γ. 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 más CFA en 5
la base de la cola, o PBS i.v. por sí solo. Siete días después, los ratones recibieron una inyección IP de ovoalbúmina 
en alumbre y esto se repitió siete días después. Siete días después de la última inyección de ovoalbúmina/alumbre, 
los ratones en cada grupo fueron expuestos a dosis crecientes de metacolina en aerosol, seguido de una medición 
de la resistencia de las vías respiratorias en respuesta a la exposición 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 10
realizó una PCR cuantitativa para determinar los niveles de expresión de IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ e IL-10 (véase la 
figura 4; los datos representan el ARN de las células mononucleares de pulmón reunido procedente de 5 ratones en 
cada grupo). 

Los resultados del experimento demuestran que col(V) por sí solo, administrado por vía intravenosa, induce 15
transcripciones de IFN-γ en células mononucleares de pulmón. El IFN-γ es antagonista de IL-13 e IL4, dos citocinas 
que se cree que desempeñan un papel en la patogénesis del asma. Por tanto, aunque no se pretenda limitación 
alguna por la teoría, la inducción de esta respuesta de TH1, que contrarresta los efectos de IL4/IL13, puede 
desempeñar un papel en el efecto protector mediado por colV en el asma inducido por ovoalbúmina.

20
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<210> 2
<211> 1838
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 6930
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210> 4
<211> 1499
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 4
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<210> 5
<211> 6192
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 5
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<210> 6
<211> 1745
<212> PRT
<213> Homo sapiens

5
<400> 6
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REIVINDICACIONES

1. Una composición para su uso en el tratamiento del asma en un paciente, o para su uso en la prevención del 
desarrollo o el empeoramiento del asma en un sujeto que está en riesgo de desarrollar asma, que comprende una 
cantidad terapéuticamente eficaz de colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos. 5

2. La composición de la reivindicación 1, en la que el paciente padece enfisema o bronquitis obstructiva crónica. 

3. La composición de la reivindicación 1, en la que el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se 
prepara para la administración oral. 10

4. La composición de la reivindicación 3, que comprende entre 0,1 mg y 0,5 mg de colágeno de tipo V. 

5. La composición de la reivindicación 1, en la que el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos tolerogénicos, se 
prepara para la administración intravenosa, la instilación intrapulmonar, la administración mediante inhalación, o 15
para la administración intramuscular. 

6. La composición de la reivindicación 1, que comprende además un broncodilatador o para su uso junto con un 
broncodilatador. 

20
7. La composición de la reivindicación 1, que comprende además un corticosteroide o para su uso junto con un 
corticosteroide. 

8. La composición de la reivindicación 1, que comprende además un modificador de leucotrienos o para su uso junto 
con un modificador de leucotrienos. 25

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 colágeno V, que comprende: 

poner en contacto al menos una porción de una muestra de sangre procedente del paciente con colágeno V, o uno 30
de sus fragmentos antigénicos; y 

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

en el que la presencia de anticuerpos que se unen específicamente al colágeno V es indicativa de que el paciente 35
con asma se beneficiaría de una terapia de tolerancia al colágeno V. 

10. El método de la reivindicación 9, en el que el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos antigénicos, está 
conjugado con una perla. 

40
11. El método de la reivindicación 9, en el que la medición comprende:

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

45
detectar, mediante citometría de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IgG marcado con fluorescencia unido a los 
anticuerpos unidos al colágeno V. 

12. Un método para controlar el avance del asma en un individuo, que comprende: 
50

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

medir el nivel de anticuerpos que se unen específicamente al colágeno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en 
la primera muestra de sangre; 55

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

medir el nivel de anticuerpos que se unen específicamente al colágeno V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en 60
la segunda muestra de sangre; y 

comparar el nivel de anticuerpos que se unen específicamente al colágeno V, o a uno de sus fragmentos 
antigénicos, en la segunda muestra de sangre con el nivel de anticuerpos que se unen específicamente al colágeno 
V, o a uno de sus fragmentos antigénicos, en la primera muestra de sangre; 65
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en el que un aumento en el nivel de anticuerpos que se unen al colágeno V en la segunda muestra, comparado con 
la primera muestra, es indicativo de un empeoramiento del asma, y una disminución en el nivel de anticuerpos 
unidos al colágeno V en la segunda muestra, comparado con la primera muestra, es indicativa de una mejoría del 
asma. 

5
13. El método de la reivindicación 12, en el que el colágeno de tipo V, o uno de sus fragmentos antigénicos, está 
conjugado con una perla. 

14. El método de la reivindicación 12, en el que la medición comprende:
10

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

detectar, mediante citometría de flujo, la cantidad de anticuerpo anti-IgG marcado con fluorescencia unido a los 
anticuerpos unidos al colágeno V. 15

15. El método de la reivindicación 14 u 11, en el que el anticuerpo anti-IgG detecta uno o más de los subtipos de IgG 
seleccionados de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4.
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