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DESCRIPCION
Anticuerpos anti componente ¢5 del sistema de complemento y su uso.

Campo de lainvencidon y antecedentes de la técnica

La activacion del sistema de complemento (sistema C) representa un mecanismo importante en la defensa inmune.
Al mismo tiempo representa un arma de doble filo debido a que por un lado garantiza la proteccién del huésped pero
por el otro es capaz de dafar tejidos cuando se activa el complemento por varias circunstancias patolégicas. La
susceptibilidad aumentada a infecciones bacterianas y trastornos autoinmunes observada en los pacientes con
deficiencias heredadas del sistema C claramente demuestra la importancia particular de este sistema en la
proteccion del huésped frente a agentes infecciosos y en la eliminacion de inmunocomplejos. Estas funciones
protectoras resultan de la activacion del complemento en tipo cascada que genera productos biolégicamente activos.
Algunos de ellos, tales como C1q, C3b y C3bi, opsonizan los agentes infecciosos permitiendo su evacuacién. En su
lugar otros, tales como C5a y C5b67, tienen la funcion de reclutar células fagociticas en el sitio de inflamacién o lisar
dianas sensibles como en el caso del complejo de ataque a membrana (MAC). Desafortunadamente estas
moléculas, una vez que se producen, no son capaces de diferenciar entre dianas enddgenas y exdgenas y
provocarian dafo grave a tejidos y células si estos no estuvieran protegidos por potentes inhibidores de membrana o
extracelulares que actuan a diversos niveles en la cascada de activacién del complemento. Sin embrago, la accién
de los inhibidores se ve sobrepasada en presencia de una activacion masiva del sistema C, en enfermedades
infecciosas graves o trastornos auto inmunes y el complemento activado provoca destruccion tisular y celular.

El fragmento C5a y el complejo terminal C (TCC) estan entre los productos implicados en la destruccion tisular en
varios procesos inflamatorios. Pueden encontrarse estos productos de activaciéon a niveles por encima de lo normal
en fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y en fluido cerebroespinal de pacientes con varias
enfermedades del sistema nervioso central. También se han hallado niveles elevados de C5a en pacientes con
politraumatismos asi como en pacientes con lesiones de isquemia miocardica y reperfusion.

Por tanto ahora se reconoce el papel de C5a en el desarrollo de estas enfermedades. Esto se demuestra por las
sefiales de estrés pulmonar, hipotension y leucopenia mostradas por animales que han recibido inyeccion
intravenosa de esta anafilatoxina. Ademas la instilacion bronquial de Cb5a es capaz de inducir reacciones
inflamatorias fuertes en pulmén de conejo.

TCC se genera a partir del fragmento C5b liberado por escisidon enzimatica de C5 por la accion de C5 convertasa.
Recientemente se ha demostrado que TCC induce inflamacion debido al dafio tisular derivado de su actividad litica y
de numerosos efectos no citotdxicos sobre fagocitos y otros tipos celulares.

TCC se ha identificado en varios tejidos en diversas afecciones patoldgicas, incluyendo artritis reumatoide,
glomerulopatia, esclerosis multiple, neuropatias periféricas desmielinizantes, aterosclerosis e infarto de miocardio. El
desarrollo de modelos animales experimentales de estas enfermedades con deficiencias selectivas en componentes
C tardios ha contribuido adicionalmente a definir el papel de estos componentes en el desarrollo de dafio tisular.

Debido al papel fundamental desempefiado por C5a y TCC en promover la inflamacién crénica y el dafio tisular, se
han realizado varios intentos para neutralizar los componentes tardios del complejo C como estrategia terapéutica
para prevenir estas complicaciones en enfermedades asociadas con activacion de C5. Esta molécula resulta ser un
diana terapéutica ideal, puesto que su neutralizacion inhibe la secuencia tardia de acontecimientos de activacion de
la cascada, sin interferir con la actividad opsonizadora de los componentes tempranos de esta cascada. Anticuerpos
monoclonales de ratén especificos para C5 humano, de raton y de rata y capaces de inhibir la produccion de C5a y
del complejo de ataque a membrana (MAC) ya estan disponibles en el mercado. Los anticuerpos anti-C5 se han
usado de forma exitosa en ratones para evitar el desarrollo de artritis inducida por colageno y para mejorar el ciclo
clinico de glomerulonefritis, y en ratas para reducir isquemia miocardica y reperfusion.

En los Ultimos afios se han producido dos anticuerpos de cadena sencilla (anticuerpo de cadena sencilla o
fragmento variable de cadena sencilla, scFv) ambos de los cuales se describen en la Solicitud de Patente WO
95/29697. Estos anticuerpos son capaces de penetrar tejidos mas rapidamente que el anticuerpo completo. El
primer anticuerpo de cadena sencilla obtenido por ensamblaje de regiones variables de un anticuerpo de raton para
C5 conserva la capacidad del anticuerpo original de inhibir el ensamblaje del MAC y bloquear parcialmente la
produccién de C5a (Evans, M. J y col, 1995, Mol. Immunol. 32:1183). Ademas, este anticuerpo es capaz de prevenir
los depositos de C5b-9 en el corazén con reperfusion de plasma humano o en insuficiencia cardiaca. El segundo
scFv es un anticuerpo de ratén humanizado anti-C5 que se obtiene por insercion de regiones CDR murinas
(regiones determinantes de complementariedad) en la estructura de la region variable de las cadenas ligera y
pesada humanas. Este anticuerpo (Thomas, T. C. y col., 1996, Mol. Immunol. 33:1389) es capaz de inhibir la
formacion de C5a y C5b-9 aunque el epitopo reconocido mapeado alrededor de los aminoacidos 860-865 de la
molécula C5 y correspondiente al péptido KSSKC, resulta estar lejos del sitio de escision de C5 convertasa. Ademas
estudios posteriores (Fitch, J. C. y col., 1999, Circulation 100:2499) han demostrado que este anticuerpo es capaz
de inhibir la actividad hemolitica del complemento, atenuar el dafio miocardico, dafio cognitivo y hemorragia
postoperatoria en un grupo de pacientes con derivacion cardiopulmonar.
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El documento WO02/30985 A desvela inhibidores de C5, que inhiben activacion de células endoteliales de tipo I, en
los que la inhibicion se manifiesta por la supresion de E-selectina. Estos inhibidores son utiles en el tratamiento de
rechazo de xenotransplantes retardado o rechazo vascular agudo. Los inhibidores incluyen moléculas de anticuerpo,
asi como homodlogos, analogos y formas modificadas o derivadas de los mismos, incluyendo fragmentos de
inmunoglobulina tales como Fab, F(ab’)2 y Fv, moléculas pequefias, incluyendo péptidos, oligonucleétidos,
peptidomiméticos y compuestos organicos. Se generaron ejemplos de anticuerpos monoclonales que se unen e
inhiben C5, y se designan MAb 137-76 y MAb 137-30. El documento no especifica el sitio de union a anticuerpo.

Sumario

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona el anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1. Por lo
tanto, el principal aspecto de la invencion se refiere a un anticuerpo de origen humano especifico para el
componente C5 de complemento activado y caracterizado por el hecho de que inhibe la escisidon de la cadena alfa
de C5 en C5a y C5b. En particular, el anticuerpo es recombinante y reconoce un epitopo que comprende el sitio
proteolitico para la C5 convertasa en la cadena alfa del componente de complemento C5.

De acuerdo con una realizacion preferida, el anticuerpo recombinante se compone de una cadena sencilla (scFv)
que comprende una region variable de la cadena ligera unida covalentemente con una region variable de la cadena
pesada y, de acuerdo con un aspecto aun mas preferido, se compone de o comprende ambas secuencias de
aminoacidos identificadas como SEC ID N°: 2 y SEC ID N°: 4 o proteinas que tienen al menos 95% de homologia
con la secuencia de aminoacidos correspondiente a SEC ID N°: 6 de acuerdo con la reivindicacion 1.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencién incluye las secuencias de nucleétidos aisladas que codifican
anticuerpos especificos para el componente C5 de complemento activado de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 9
y en particular que comprenden SEC ID N°: 5. Un aspecto adicional de la invencién se refiere a los vectores que
contienen las secuencias anteriormente mencionadas. De acuerdo con un aspecto adicional, la invencién se refiere
al uso terapéutico de los anticuerpos reivindicados, proteinas y secuencias de nucleétidos para la preparacién de
farmacos que previenen y tratan enfermedades que implican activacion descontrolada del sistema de complemento,
en particular artritis reumatoide, glomerulonefritis, esclerosis multiple, neuropatias periféricas desmielinizantes,
ateroesclerosis.

Descrpicién de las figuras

Figura 1. Evaluacién de la capacidad de clones anti-C5 scFv Ts-al2 y Ts-al2/22 para inhibir la
formacién de fragmento C5a por medio de un ensayo ELISA (panel A) y un ensayo hemolitico (panel B).

Panel A) El ensayo ELISA mide la cantidad de fragmento C5a liberado en el sobrenadante después de escision
enzimatica de C5, usando anticuerpos anti-C5 como se describe en el ejemplo 6. La incubacion de C5 con
anticuerpos Ts-a12 y Ts-a12/22 de la invencion inhibe la formacién del fragmento C5a. se afiadieron eritrocitos
de oveja sensibilizados con anticuerpos y revestidos hasta la etapa de complemento C3b (EAC1-3b) a la
mezcla de TS-A12 o TS-A12/22 y C5, y la mezcla se incubd adicionalmente durante 30 minutos a 37°C (panel
B). Como se muestra en la Figura 1 A y B, los anticuerpos TS-A12 y TS-A12/22 inhiben escision de C5 por C5
convertasa y por lo tanto inhiben la formacion de C5a (Panel A) y de TCC (Panel B).

Simbolos: - A -: Ts-A12/22; - m - scFv no relacionado; - ¢ - TS-A12.

Figura 2. Inmunotransferencia para identificar la cadena C5 reconocida por scFv TS-A12/22.

Las cadenas alfa y beta de c5 se separaron electroforéticamente por medio SDS-PAGE en poliacrilamida al
10% y después se transfirieron a nitrocelulosa. La inmunotransferencia (carriles 1 y 2) se desarrollé con
anticuerpo TSA-12/22 y se reveld por incubacién con anticuerpo monoclonal anti-SV5 (marcador SV5) seguido
de incubacién con un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén marcado con fosfatasa alcalina. Carril 1: 100 ng de
cadena alfa de C5; carrii 2. 100 ng de cadena beta; carrii 3: mezcla de las dos cadenas. La
inmunotransferencia en el carril 3, usada como un control positivo, se desarrollé con un anticuerpo de cabra
anti-C5 humano conjugado con biotina que reconoce las cadenas tanto alfa como beta y se reveld con avidina
marcada con fosfatasa alcalina. Puede verse que scFv TSA-12/22 reconoce la cadena alfa de C5 en el carril 1,
pero no la cadena beta en el carril 2.

Figura 3. Inhibicién de la union de C5 y scFv de la invencion por el péptido P5A-18
(KDMQLGRLHMKTLLPVSK) que comprende el sitio de escision de C5 convertasa.

Se incubaron mezclas de scFv TSA-12/22 (1ug/ml) que contenian 200, 400 y 800 ng de péptido P5A-18, con la
secuencia KDMQLGRLHMKTLLPVSK, que comprende el sitio de escision de C5 convertasa o 800 ng de
péptido no relacionado CS5, derivado de fibronectina (GEEIQIGHIPREDVDYHLYP SEQ ID N° 16 de la lista de
secuencias) o 3,5 ug de fragmento C5a o solucion salina (control) como se describe en el ejemplo 8. La union
del anticuerpo, pre-incubado en diferentes condiciones, se evalud por ensayo inmunoenzimatico usando C5 en
fase sodlida. La inhibicion por el péptido P5A-18 de la unién entre scFv de la invencién y C5 es dependiente de
dosis, variando entre el 45% y 90% para concentraciones de péptido de 200 y 800 ng, respectivamente. Estos
valores corresponden a una Ki de 1 uM para el péptido P5A-18. No se observa inhibicion usando C5A o el
péptido no relacionado.

Figura 4. Inhibicién de actividad hemolitica de C5 por el anticuerpo TS-A12/22.

Valores de lectura espectrofotométrica realizada a 412 nm para medir la inhibicién de lisis de eritrocitos de
oveja revestidos con EAC1-3b, a través de la ruta de activacion del complemento clasica (Panel A); o de
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eritrocitos de conejo para medir la ruta alternativa de activacion del complemento (Panel B). Se mezclaron
cantidades crecientes de C5 con 600 ng del anticuerpo scFv de la invencion con un scFv no relacionado o con
GVBS en el que el scFv de la invencién se solubilizdé, como se describe en el ejemplo 9. Después de la
incubacién con suero sin C5, obtenido de un paciente con deficiencia selectiva de este componente de
complemento, el porcentaje de hemolisis se midié en comparacion con el valor del 100% obtenido por lisis de
eritrocitos en un volumen igual de HO destilada y un blanco obtenido por resuspension de eritrocitos en GBVS.
Simbolos: - ¢ -: TS-A12/22; - m - scFv no relacionado; - A - GVBS.

Figura 5. Inhibicion de actividad hemolitica de C5 en suero de mamiferos por el anticuerpo TS-A12/22.
Se realizaron mediciones como se describe en el ejemplo 8 usando sueros de ser humano (panel A), rata
(panel B), conejo (panel C), ratén (panel D).

Simbolos: - A -: GVBS TS-A12/22; - m - scFv no relacionado; - ¢ - TS-A12/22.

Figura 6. Inhibicion de migracion intra-articular de Leucocitos Polimorfonucleares (PMN) por el
anticuerpo TS-A12/22 en modelos de rata de artritis inducida por antigeno.

Se incubaron Leucocitos Polimorfonucleares (PMN), aislados de lavado intra-articular de ratas con artritis
inducida por instilacién de BSA (mBSA), con anticuerpo TS-A12/22 o con un anticuerpo no relacionado, como
se describe en el ejemplo 10. El numero de PMN en la articulacion tratada con el anticuerpo de la invencion
aparece drasticamente reducida. Solucién salina: control sin artritis inducida; mBSA: artritis inducida por BSA,
no tratada; no relacionado: artritis inducida por BSA, tratada con anticuerpo scFv no relacionado; Ts-a12/22:
artritis inducida por BSA, tratada con el anticuerpo de la invencién.

Figura 7. Andlisis de inmunofluorescencia de membrana sinovial de ratas con artritis inducida por
antigeno.

Se analizaron secciones histologicas de articulaciones de ratas tratadas con inyeccion intra-articular de
solucion salina (A), BSA (B), BSA con TS-A12/22 (C) y BSA con el anticuerpo no relacionado (D) por
inmunofluorescencia con respecto a la presencia de componentes de complemento C3 y C9, como se describe
en el ejemplo 10. Se enfatiza que el tratamiento con TS-A12/22 no afecta a la deposiciéon de C3 sino que
reduce significativamente la de C9, confirmando de este modo la inhibicién de C5.

Figura 8. Representacion esquematica de minicuerpos preparados a partir de secuencias ScFv incluyendo
regiones constantes humana, de ratén y de rata.

Figura 9. Inhibicion de la ruta de activacién del complemento clasica.

Simbolos: - A -: GVBS; - m - scFv no relacionado; - ¢ - TS-A12/22-CH2CH3 (minicuerpo); - m - TS-A12/22
(scFv).

Figura 10. Inhibiciéon de migracién intra-articular de Leucocitos Polimorfonucleares (PMN) por el anticuerpo TS[
A12/22-CH2CH3 (minicuerpo) en modelos de rata de artritis inducida por antigeno.

Desde la izquierda: barra 1: control (mBSA); barra 2: mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicuerpo) inyectado en el
momento 0; barra 3: mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicuerpo) inyectado a las 6 horas de la induccién de
artritis.

Figura 11. Reduccion de la hinchazén de las articulaciones.

El anticuerpo, en forma de minicuerpo, se inyectd en el modelo de artritis inducida por mBSA en rata en el
momento 0 y 6 dias después del tratamiento con BSA. Los valores de porcentaje en la ordenada se han
obtenido con respecto al diametro basal de la articulacion antes de la induccién de artritis. Los dias se indican
en la abscisa.

Desde la izquierda: barra 1: control (mBSA); barra 2: mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicuerpo) inyectado en el
momento O desde la induccion de la artritis; barra 3: mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicuerpo) inyectado a las
6 horas desde la induccion de artritis.

Descripcion detallada de la invencién

El principal objeto de la presente invencion se refiere a un anticuerpo de origen humano de acuerdo con la invencion
1, que tiene especificidad para el componente C5 del sistema de complemento y se caracteriza por el hecho de
inhibir la escisidon de la cadena alfa de C5, también denominada C5 activado, en los fragmentos C5a y C5b. Esta
escision se produce como resultado de la activacion del complemento que se produce por mecanismos conocidos.

Después de la activacién del Complemento, se produce una C5 convertasa que escinde la cadena alfa del factor C5
generando un fragmento de aproximadamente 70 aminoacidos (aa), conocido como C5a y un fragmento C-terminal
de 925 aminoacidos, C5b. Los productos resultantes de la activacion de C5, C5a y C5b, estan bioldgicamente
activos. En particular, C5a tiene actividad quimiotéctica hacia leucocitos polimorfonucleares y monocitos, mientras
que el fragmento C5b contribuye a la formacion del complejo de complemento terminal (TCC).

El anticuerpo es recombinante.

El anticuerpo de la invencion es de origen humano, es decir deriva completamente de un repertorio de anticuerpos
obtenido de linfocitos humanos. Estos anticuerpos tienen regiones tanto complementarias de antigenos (CDR) como
flanqueantes de origen humano, a diferencia de los anticuerpos humanizados en los que sdlo la flanqueante es de
origen humano, mientras que las CDR son de origen murino.

El presente documento, por anticuerpos recombinantes se entiende un anticuerpo compuesto de al menos una
region variable derivada de la cadena pesada o ligera de una inmunoglobulina y producida por medio de técnicas de
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ingenieria genética a partir de las secuencias de nucledtidos que codifican las regiones caracterizadoras del
anticuerpo. El anticuerpo recombinante se produce en un organismo huésped que habitualmente es una bacteria,
una levadura o una célula eucariota superior (de origen animal o vegetal). La técnica de ingenieria genética permite
producir anticuerpos completamente humanos o seleccionar un formato diferente de anticuerpos naturales. Por el
contrario, los anticuerpos producidos por la tecnologia de hibridoma clasica descrita por Milstein y col., sélo pueden
ser de ratén o de rata y tienen el tipico formato de forma en Y de anticuerpos de cuatro cadenas. Las cuatro
cadenas, idénticas por pares, comprenden una cadena pesada y una ligera, consistiendo cada una en una regién
constante y variable, como se describe por Rathbum, G. y col. (1989) en «Immunoglobulin genes», Academic Press,
Nueva York.

De acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo recombinante anti-C5 de la invencién se caracteriza por el hecho
de reconocer un epitopo en la cadena alfa del componente C5, que comprende la regién de escision de C5
convertasa. La especificidad de unién del anticuerpo de la invencion por el epitopo que comprende el sitio de
escision para C5 convertasa, que se posiciona entre glicina 733 y arginina 734 de C5 humano de acuerdo con la
numeracion de la Base de Datos SwissProt para C5 humano (SEC ID P01031), puede verificarse in vitro. Por
ejemplo, puede verificarse por medio de un ensayo ELISA de competicion en C5 que hace uso de un péptido
sintético, como por ejemplo el péptido KDMQLGR|LHMKTLLPVSK (en el que la flecha indica el sitio de escision
proteolitica), correspondiente a la region 727-744 de la proteina humana madura. De acuerdo con este aspecto, el
anticuerpo se caracteriza por la capacidad de reconocer una regiéon con al menos 80%, preferentemente al menos
90%, 95% de homologia con el péptido KDMQLGR|LHMKTLLPVSK (correspondiente a la SEC ID N° 15). Mas
preferentemente reconoce un epitopo de al menos 6-10 de aminoacidos compuesto de 1-5 aminoacidos cadena
arriba y 1-5 aminoacidos cadena bajo escindido el enlace peptidico por la enzima C5 convertasa, preferentemente el
epitopo es LGRLHM. La regién que rodea al sitio de escision esta altamente conservada entre varias especies de
mamiferos, por lo tanto el anticuerpo de la invencion reconoce con una eficacia de unién muy similar la molécula C5
de rata, raton, conejo etc. Ademas el anticuerpo tiene en cada especie animal el mismo efecto de bloquear la
conversion de C5 activado en sus fragmentos activos C5a + C5b. El anticuerpo recombinante de la invencion esta
preferentemente en una forma de cadena sencilla (scFv), incluso mas preferentemente corresponde a SEC ID N°6 y
comprende la regioén variable de la cadena ligera unida covalentemente a la regién variable de la cadena pesada,
directamente o mediante una secuencia de aminoacidos denominada engarce. En el presente documento por scFv
se entiende un anticuerpo de cadena polipeptidica sencilla, compuesto de la regién variable de la cadena ligera
unida a la regién variable de la cadena pesada directamente o mediante un engarce sintético. Se conocen en la
técnica engarces compuestos de secuencias de aminoacidos no naturales (sintéticos) y se describen por ejemplo en
(1999): Combinatorial Chemistry and Technology: Principles, Methods, and application, Marcel Dekker Inc, NY
Estados Unidos. El engarce sintético es preferentemente la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 13 de la Lista de
Secuencias.

En el anticuerpo scFv de la invencion, las cadenas VH y VL estan preferentemente en el orden VL-VH desde el
extremo N- al C-terminal de la cadena polipeptidica. Este formato, en el que el extremo N-terminal consiste en una
cadena VL, confiere gran hidrofilia a la proteina completa expresada como tal y a las proteinas de fusiéon que
comprenden las regiones tanto VL como VH. Ademas hace posible la inserciéon cadena arriba o cadena abajo de
secuencias peptidicas denominadas “marcador” o “marca”, que no alteran las caracteristicas de union pero se usan
por ejemplo para facilitar la deteccion inmunoldgica del anticuerpo o su produccién o purificacion. Para los fines de la
presente invencion, el anticuerpo también puede consistir en el formato (N-C terminal) VH-VL o puede contener
solamente una de las dos cadenas variables, preferentemente la cadena VH correspondiente a SEC ID N° 4,
también en asociacion con diferentes cadenas VL, también independientemente de su especificidad, como por
ejemplo seleccionable a través de la interaccion de la cadena VH correspondiente a SEC ID N° 4 con “colecciones
de repertorios moleculares”.

En el anticuerpo de la invencioén, la cadena VL puede tener una secuencia correspondiente a SEC ID N° 2 que esta
unida covalentemente a una cadena VH que corresponde a SEC ID N° 4.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, en el anticuerpo scFv, al menos la cadena VH tiene la especificidad anti
C5 anteriormente indicada y corresponde a SEC ID N° 4 de la Lista de Secuencias o a las variantes isotipicas o
mutaciones conservativas de estas secuencias. Por lo tanto, de acuerdo con este aspecto, la invencion comprende
todos los polipéptidos que comprenden una region que tiene al menos 95% de homologia, preferentemente 98% o
99% de homologia con la secuencia de aminoacidos de la region VH, preferentemente VH3 correspondiente a SEC
ID N° 4. Una realizacién particularmente preferida de este scFv esta representada por el anticuerpo que tiene la
secuencia de aminoacidos correspondiente a SEC ID N° 6, que corresponde a la secuencia 4 y 2 unidas por un
péptido de engarce con una secuencia correspondiente a SEC ID N° 14. De acuerdo con una realizacion
particularmente preferida el anticuerpo scFv correspondiente a la SEC ID N° 6, tiene una constante de equilibrio para
el antigeno mayor de 1x10, preferentemente mayor de 1x108.

En una realizacion preferida, la secuencia de nucledtidos del anticuerpo scFv se usa para obtener por ingenieria
genética casetes de expresion para anticuerpos recombinantes que comprenden la regién constante de cadenas
pesadas de inmunoglobulina, preferentemente IgG, incluso mas preferentemente de origen humano, de ratén o de
rata. Incluso mas preferentemente estas construcciones comprenden regiones CH2 y CH3 individualmente o en
asociacion. Los casetes de expresion preparados de acuerdo con este procedimiento se clonan en vectores de
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expresion adecuados que se usan para la transfeccion de células eucariotas, preferentemente de origen mamifero,
como por ejemplo HEK293, CHO, COS-1 BHK, células de mieloma u otras células adecuadas para expresion de
estos productos proteinicos. De acuerdo con una realizacién particularmente preferida, el anticuerpo scFv
correspondiente a SEC ID N° 5 se produce de forma recombinante con secuencias CH2 y CH3 de rata. En esta
forma, el anticuerpo recombinante dimeriza y un scFv TSA22-12 dimérico representa una realizacion particularmente
preferida de la invencion.

En cualquier caso se incluye en este alcance de la presente divulgacion la secuencia de aminoacidos obtenidos por
mutacion de las secuencias contenidas en la Lista de Secuencias adjunta, en tanto que estas mutaciones no alteren
la especificidad del anticuerpo anti-C5 descrita. La mutacion puede ser “conservativa”, cuando se basa en un
aminoacido con caracteristicas quimicas o estructurales similares con respecto a polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilia o se basa en la naturaleza anfipatica de los restos aminoacidicos implicados. Por ejemplo
grupos de aminoacidos que comparten caracteristicas similares de polaridad se componen de aminoacidos no
polares (hidréfobos) que incluyen alanina, leucina, disoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina;
aminoacidos no polares o neutros que incluyen: glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina;
aminoacidos cargados positivamente (basicos) que incluyen: arginina, lisina e histidina; y el grupo de aminoacidos
cargados negativamente (acidos) que comprende: acido aspartico y acido glutdmico. También pueden producirse
mutaciones aleatoriamente, por ejemplo usando ADN polimerasas que se saben que son “propensas a errores”. Por
lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion comprende anticuerpos recombinantes como se
reivindica generados por mutagénesis de las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 3 y 5 correspondientes a las
secuencias que codifican la region VH y para el anticuerpo en la forma scFv. De acuerdo con este aspecto, la
invencion incluye por lo tanto un procedimiento para generar anticuerpos con especificidad por el componente C5
del complemento activado. Este procedimiento esencialmente incluye el uso de cualquiera de las secuencias SEC ID
N° 4 y SEC ID N° 6 o preferentemente la mutagénesis dirigida o aleatoria de las secuencias de nucledtidos que
codifican SEC ID N° 4 y N° 6. Por lo tanto este procedimiento preferentemente incluye mutagénesis de las
secuencias de nucleotidos SEC ID N° 3 y SEC ID N° 5.

Dentro del formato preferido del anticuerpo, consistente en regiones variables de cadena ligera o pesada del
anticuerpo fusionadas en una cadena de scFv sencilla mediante un engarce proteico, la cadena ligera es mas
preferentemente la cadena lambda y en particular la cadena VA3/V2-14 o la cadena kappa, preferentemente la
Vk4/DPK24. La cadena pesada es la cadena VH3, en particular la VH3/V-48, como se define en la base de datos en
el sitio: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html (indice Vbase). De acuerdo con este aspecto la
invencién comprende todos los anticuerpos como se reivindican, derivados por mutagénesis de la secuencia de
nucleétidos que codifica la cadena VH o el scFv. Estos anticuerpos se caracterizan por el hecho de que conservan
especificidad para el componente C5 del sistema de complemento y de inhibicion de la escisiéon de la cadena alfa de
C5, también denominada C5 activado, en fragmentos C5a y C5b.

Los expertos en la materia saben que la especificidad de unidon a antigeno de un anticuerpo se determina
principalmente por las regiones CDR (Region Determinante de Complementariedad) que se definen como regiones
hipervariables del anticuerpo. Existen tres regiones hipervariables para cada regién variable en la cadena tanto
pesada como ligera. Sin embargo, no estan aceptados unanimemente los limites precisos de las regiones menos
variables o “flanqueantes” entre las que estan comprendidas las CDR. De hecho existen dos clasificaciones
diferentes. La primera se basa en “variabilidad de secuencia” (Kabat y col.), mientras que la segunda se basa en
“variabilidad estructural” (Chothia y col.). Sin embargo, debido a que la especificidad de unién a antigeno se debe
principalmente a las regiones CDR, ha sido posible, mediante el uso de técnicas recombinantes de ADN, obtener por
ingenieria genética anticuerpos quiméricos que explotan la especificidad de unidon de CDR murina montada sobre las
regiones flanqueantes de anticuerpos humanos. La especificidad de dichos anticuerpos resulta ser la misma que
para el anticuerpo murino la presente invencion estd compuesta de secuencias de aminoacidos y nucleétidos de las
3 regiones CDR de la parte variable de la cadena ligera y de las 3 regiones CDR de la parte variable de las cadenas
pesadas (SEC ID N° 7, 8, 9 respectivamente). Por lo tanto se incluyen en el intervalo de la realizacion particular de la
presente invencion todos los anticuerpos generados por “injerto” de las regiones CDR o al menos la tercera CDR,
correspondiente a la SEC ID N° 9, en otra estructura de apoyo del anticuerpo o en estructuras de apoyo de tipo
anticuerpo. Los ejemplos de las ultimas son “minicuerpos” en los que la CDR de la invencién se posiciona
tridimensionalmente de manera que mantenga la especificidad de unién de C5.

También se desvela un anticuerpo humano recombinante caracterizado por el hecho de que comprende como
regiones CDR al menos tres de las secuencias de aminoacidos identificadas en la lista de secuencias, como: SEC
ID N° 7, SEC ID N° 8, SEC ID N° 9 o sus mutaciones conservativas.

Ademas se desvelan proteinas quiméricas que comprenden al menos uno de los polipéptidos correspondientes a las
SEC ID N° 2, 4 6 6 o los obtenibles por medio de técnicas de ingenieria genética que portan mutaciones
conservativas 0 no conservativas y al menos 95%, mas preferentemente 98% o incluso 99% homélogos a las
secuencias originales. Por lo tanto la divulgacion se extiende a polipéptidos que comprenden al menos una de las
secuencias de aminoacidos especificas de anticuerpo definidas como SEC ID N° 2, 4, 6, 8, 10, 12, también cuando
estos se preparan en una forma que difiere de la forma candnica o natural de los anticuerpos. También se desvelan
inmunoglobulinas quiméricas que comprenden al menos una de las secuencias de aminoacidos identificadas como
SEQ ID NO: 2, 4 6 6 o dominios funcionales derivados de tales secuencias en combinacion con la secuencia de
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aminoacidos de regiones constantes de cadena pesada de Ig (inmunoglobulina) o subdominios de estas regiones
(es decir, dominios CH, o CHj3) derivados por ejemplo de secuencias de aminoacidos (aa) conocidas en la base de
datos (es decir, gen de cadena pesada de Ig A humana de 00220, gen de cadena pesada de Ig G humana AF
237583, cadena pesada de Ilg gamma L27437 de Mus musculus, regién de cadena pesada M28671 de Rattus
Norvegicus).

Preferentemente el anticuerpo es dimérico. También son secuencias seleccionadas entre SEC ID N°: 2, 4 6 6
cuando portan mutaciones sustituciones o deleciones de aa que no alteran la especificidad de unién del anticuerpo
de la invencion. Las secuencias de aminoacidos de la Lista de Secuencias también pueden comprender péptidos
adicionales situados en el extremo C o N-terminal, como por ejemplo la secuencia “marcadora” o “de marca” que son
utiles para la purificacion o reconocimiento inmunolégico del anticuerpo recombinante en sus diversas formas o
cuando portan deleciones en el extremo C o N-terminal, pero que no alteran su especificidad de union.

Un tipo particularmente preferido de secuencia “marcadora” es la cola de polihistidina, codificada por el vector de
expresion usado en la presente invencion, que se expresa en el extremo C-terminal de la secuencia SEC ID N° 6
para facilitar la purificacion de afinidad en una columna de niquel. Otro marcador de secuencia es el SV5 de SIV,
que se afiade para facilitar el reconocimiento inmunoldgico.

Un aspecto adicional se representa por todas las secuencias de nucleétidos resultantes de degeneracion del codigo
genético, caracterizadas por el hecho de que codifican el anticuerpo scFv con la secuencia SEC ID N° 6 o la cadena
pesada VH correspondiente a SEC ID N° 4 o la cadena ligera correspondiente a SEC ID N° 2 y las secuencias de
nucledtidos que codifican polipéptidos que tienen al menos 95% de homologia, preferentemente 98% o 99% de
homologia con la SEC ID N° 6, la SEC ID N° 4, la SEC ID N° 2, preferentemente con SEC ID N° 4 o que codifican
sus variantes conservativas. Por lo tanto las secuencias de nucledtidos identificadas con la SEC ID N° 1, 3, 50 la
Lista de Secuencias o secuencias de nucleédtidos que comprenden tales secuencias, representan una realizacion
particularmente preferida de las secuencias de nucleétidos.

También se incluyen en la divulgacion todas las secuencias de nucleétidos obtenidas por medio de “mutagénesis
parsimoniosa” (Shier, R., y col,1996, Gene 169: 147) o por medio de otros procedimientos de mutagénesis dirigida o
aleatoria o secuencias de nucledtidos de la presente invencion, en particular SEC ID N° 1, 3, 5 (Marks, J. D., y col.,
1992, J. Biol. Chem. 267:16007) realizados para mejorar algunas de las propiedades de los anticuerpos, como por
ejemplo la afinidad, mientras se mantiene la especificidad de unién por el sitio de escision de C5. Ademas la
presente invencion incluye todos los anticuerpos scFv en los que la secuencia que codifica la regién VH,
correspondiente a SEC ID N° 3, se mantiene constante, mientras que la secuencia que codifica la regién VL del
anticuerpo TS-A12/22, correspondiente a SEC ID N° 1, se reemplaza por “redistribucion de cadenas”, por ejemplo
usando colecciones (“bibliotecas”) de regiones humanas VL.

Las secuencias de nucledtidos objeto de la presente invencion se clonan en vectores adecuados para su
amplificacion, mutagénesis o modificacion adicional o expresién. Por lo tanto, los vectores que contienen al menos
una de las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, 3, 5, 7, 9, 11 como en la lista de secuencias representa un
aspecto adicional de la invencion. Estas se usan preferentemente para preparacion de anticuerpos recombinantes o
de proteinas quiméricas en un huésped adecuado y siguiendo procedimientos conocidos en la técnica.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, los anticuerpos recombinantes se clonan y se
expresan preferentemente en huéspedes procariotas: particularmente se prefiere E. coli, pero también pueden
usarse otros huéspedes procariotas, tales como B. subtilis, P. pastoris, K. lactis, o células eucariotas de origen
animal o vegetal. Los vectores de expresion que contienen tales secuencias de nucleétidos se optimizan para
expresion en cada uno de estos huéspedes, por insercion de regiones reguladoras, promotores, terminadores o
activadores de transcripcion u origenes de replicacion adecuados. Un vector de expresion particularmente preferido
de acuerdo con la presente invencion se representa por un vector de expresion periplasmica para E. coli, en
particular el vector pDANS (Sblattero, D. y Bradbury A., 2000, Nat. Biotechnol. 18:75).

El anticuerpo o las proteinas quiméricas que tienen la especificidad descrita en la presente invenciéon inhiben la
conversion de C5 a sus productos biolégicamente activos. En particular, mediante el bloqueo de la formacion de C5b
bloquean la formacion del complejo terminal C (TCC) que conduce a la formulacién del MAC (Complejo de Ataque a
Membrana) que es capaz de determinar lisis celular masiva y dafio tisular significativo. Ademas, mediante la
inhibicion de la formacién de Cb5a también inhiben la actividad quimiotactica de Cba para Leucocitos
Polimorfonucleares y monocitos, que tras la estimulacion producen citocinas tales como IL-1, IL-6, IL-8 u otros
mediadores inflamatorios importantes tales como Serina-elastasas, peroxidasas, etc.

La actividad quimiotactica de C5a y la actividad citolitica de MAC, para cuya formacion participa C5b, se consideran
las principales causas de dafio tisular inducido en varias enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, se han
descubierto niveles elevados de fragmento C5a y de TCC en el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide o
en el fluido cerebroespinal de pacientes con varias enfermedades del sistema nervioso central.

Por lo tanto un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso terapéutico de anticuerpos anti-C5 recombinantes
de la invencion, que portan la capacidad de inhibir la conversion del componente C5 a C5a y C5b, en una de las
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formas descritas en la invencion: scFv, VH y/o VL solos o en combinacion con regiones constantes de lIg,
preferentemente de origen humano, de ratén o de rata, proteinas quiméricas o regiones variables sencillas y sus
mutaciones conservativas, variantes isotipicas etc. Este aspecto también se refiere al uso terapéutico de sus
realizaciones preferidas compuestas de las secuencias de aminoacidos SEC ID N° 2, 4, 6 de la Lista de Secuencias.

De acuerdo con la invencion, los anticuerpos bloquean la conversién de C5 por la C5 convertasa. Esta enzima
puede activarse por la ruta clasica iniciada por el componente de complemento C1q desencadenada por complejos
antigeno-anticuerpo o de agregados de IgG o IgM o por la ruta de activacion alternativa iniciada por sustancias
naturales tales como lectinas, bacterias o paredes celulares de levadura o algunos venenos de serpientes o factores
nefriticos. Por lo tanto se ha evaluado si los anticuerpos o proteinas de la invencién bloquean selectivamente una o
la otra de las dos rutas de activacion del complemento. Basandose en experimentos in vitro realizados por ensayos
hemoliticos en eritrocitos de oveja (SRBC: Globulos Rojos de Oveja) o en eritrocitos de conejo (RBC), los
anticuerpos y proteinas de acuerdo con la presente invencion inhiben las rutas de activacién del complemento tanto
clasica como alternativa. Una ventaja proporcionada por el uso de anticuerpos o proteinas que tienen especificidad
por el componente C5 de acuerdo con la presente invencion es que los componentes del complemento iniciales
siguen estando disponibles para otras funciones de sistema de complemento tales como opsonizacion y eliminacion
de inmuno-complejos. Este enfoque terapéutico resulta ser ventajoso sobre un bloqueo potencial en el nivel del
componente C3 que precede la accion del componente C5. Un bloqueo en el nivel del componente C3 conduciria a
un bloqueo total de la cascada del complemento y de sus funciones en opsonizacidon y eliminacion de
inmunocomplejos.

Por lo tanto, en una realizacion particularmente preferida, los anticuerpos o las proteinas de la invencién, en una de
las realizaciones descritas o en las obviamente derivables de ellas, se usan para preparaciones farmacéuticas para
tratamiento de enfermedades causadas o acompafadas por hiperactivacién del sistema de complemento. La
invencién extiende el uso de anticuerpos y proteinas de la invencion y sus secuencias de nucleétidos codificantes, al
campo del diagndstico, en el area de diagnéstico de trastornos caracterizados o acompafiados por activacion
incontrolada del sistema de complemento, en particular del componente C5 o de sus fragmentos biolégicamente
activos.

Mas preferentemente, los polipéptidos y anticuerpos de la invencién se usan para tratamiento o prevenciéon de
enfermedades causadas o acompafadas por accion citotoxica y pro-inflamatoria del complejo terminal C (Complejo
Terminal C TCC), en el que en particular tales enfermedades comprenden inflamacién crénica y en particular artritis
reumatoide, glomerulonefritis, esclerosis multiple, neuropatias periféricas desmielinizantes, aterosclerosis o algunos
trastornos autoinmunes.

Ademas, ensayos experimentales han demostrado que polipéptidos y anticuerpos anti-C5 de la invencién son
terapéuticamente utiles tanto en tratamiento como en prevencion de patologias inflamatorias agudas inducidas o
acompafiadas por activacion masiva del componente C5, que actiua a través de la actividad quimiotactica del
fragmento C5a, asi como a través de la actividad de TCC iniciada por el fragmento C5b. Por ejemplo, las patologias
agudas estan representadas por sepsis bacteriana, dafio tisular, por ejemplo dafio del miocardio, del nervioso
central, dafios debidos a trasplante o causados por isquemia y reperfusion después de isquemia.

Ademas, un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso terapéutico de secuencias de nucleétidos que
codifican anticuerpos o proteinas de la invencién o los vectores que los contienen. Estos se usan preferentemente
en terapia génica somatica de enfermedades inducidas o acompafadas por activacion masiva del componente C5,
por activacién incontrolada del sistema de complemento, por produccién excesiva de fragmentos C5a y C5b, por
produccién excesiva de componentes del complemento C5 a C9, como en artritis reumatoide o en algunos
trastornos autoinmunes. Sometiéndose a variabilidad individual y estado de salud general, no es facil cuantificar un
nivel mayor que el normal de activacion del sistema de complemento y de la conversiéon del componente C5 activado
a sus fragmentos biolégicamente activos. Por lo tanto los niveles anémalos se definen pragmaticamente como los
que son capaces de causar un estado patolégico agudo o crénico.

La produccion in vivo e in vitro de anticuerpos de la invencién en animales transgénicos, obtenidos por manipulacion
genética de mamiferos no humanos usando al menos una de las secuencias de nucleétidos descritas en la presente
invencién por procedimientos conocidos para los expertos en el campo, también esta comprendida dentro del
alcance de la presente invencion. Esto representa una aplicacion util para el estudio de enfermedades genéticas
caracterizadas por produccion insuficiente de C5a y C5b o por hiperactivacion de componentes del complemento de
C5aCo9.

Los anticuerpos y proteinas de la invencion y sus secuencias de nucleétidos codificantes pueden prepararse para
uso terapéutico en forma de compuestos farmacéuticos en combinacion con excipientes adecuados y/o diluyentes
preferentemente para administracion parenteral.

Ademas, los anticuerpos de la invencidon permiten la preparacion de kits de diagndstico, terapéuticos o de
investigacion, cuando tales kits comprenden al menos uno de los anticuerpos o de las cadenas variables descritas
en la invencion, correspondientes a las secuencias SEC ID N° 2, 4, 6 o sus variantes homdlogas o fragmentos
generados para diagnostico o prondstico de enfermedades caracterizadas por hiperactivacion del componente C5 o
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sus secuencias de ADN codificantes. Las secuencias de nucleétidos correspondientes a las secuencias SEC ID N°
1, 3, 5 y sus secuencias homodlogas, se usan preferentemente para preparar un kit para transfecciéon de células
eucariotas.

La presente invencion también comprende la realizacion de un kit de acuerdo con la reivindicacion 25 para
seleccionar compuestos que interfieren o modulan la escision de la cadena alfa del componente de complemento C5
en sus fragmentos bioldgicamente activos. La realizacion de dicho kit implica el uso de los polipéptidos de la
invencion, preferentemente la cadena VH (SEC ID N° 4) o la cadena scFv (SEC ID N° 6) y al menos uno de los
siguientes polipéptidos: componente de complemento C5 y su cadena alfa o un péptido que comprende el sitio de
escision para C5 convertasa, preferentemente correspondiente a la secuencia SEC ID N° 15. Los compuestos
pueden identificarse, por ejemplo, por medio de un ensayo competitivo que detecte la inhibicién de la union péptidoL
anticuerpo usando al menos una de las secuencias de la invencion. Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion,
independientemente del hecho de que se originen de una biblioteca de anticuerpos humanos, se caracterizan por la
capacidad de reconocer el componente de complemento C5 en el nivel de un epitopo presente en la cadena alfa del
componente C5 y que comprende la region de escision de C5 convertasa. La especificidad de unién del anticuerpo
de la invencion para el epitopo que comprende el sitio de escision para C5 convertasa se situa entre glicina 733 y
arginina 734 en C5 humano, de acuerdo con la numeracion de la base de datos SwissProt (SEC ID P01031). Este
epitopo podria localizarse diferencialmente en C5 de especies de mamifero no humanas tales como rata, ratén,
conejo; sin embargo se considerara que tiene la misma especificidad, si tuviera el efecto de bloquear la conversion
del C5 respectivo a C5a y C5b. Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la invencién se refiere al uso de
anticuerpos anti-C5 de la invencion para establecer modelos experimentales animales de enfermedades inducidas o
acompafiadas por hiperactivacion del sistema de complemento y en particular del componente C5.

También se desvela el péptido de factor de complemento C5 que pertenece a especies de mamifero, y
preferentemente seres humanos, que comprende el sitio de escision para C5 convertasa. Este péptido es
preferentemente el que comprende la region correspondiente a los aminoacidos 731-740 de la proteina madura
humana. Incluso mas preferentemente el péptido tiene la secuencia KDMQLGR |LHMKTLLPVSK, correspondiente a
la secuencia de aminoacidos 727-744 de la proteina humana. Los péptidos se usan para la preparacion de
medicamentos, por ejemplo vacunas, o como inmundgeno para preparar antisueros para la prevencion y tratamiento
de condiciones patoldgicas que implican activacion descontrolada del componente de complemento C5 tales como
artritis reumatoide o algunos trastornos autoinmunes.

De acuerdo con este aspecto adicional, la invencion incluye también el uso de un péptido que comprende la region
correspondiente a la secuencia de aminoacidos 131-740 de la proteina humana madura o de un péptido que
comparte al menos 80% de homologia con dicha regién, mas preferentemente al menos 90%, 95% o 98% de
homologia incluyendo las regiones correspondientes del componente C5 de mamiferos no humanos. Este aspecto
de la invencion incluye el uso de un péptido que tiene la secuencia KDMQLGR |LHMKTLLPVSK (derivada de la
proteina humana) o de un péptido que tiene al menos 80%, mas preferentemente al menos 90%, 95% o 98% de
homologia con dicho péptido, junto con o como alternativa a anticuerpos recombinantes anti-C5, en particular los
que comprenden la regién variable de la cadena pesada VH, correspondiente a SEC ID N° 4, o el anticuerpo scFV,
correspondiente a SEC ID N° 6, a usar para la seleccién de anticuerpos de acuerdo con la reivindicacién 1.

Seccidn experimental

Materiales.

Biblioteca de anticuerpos. La biblioteca de anticuerpos usada, que tiene una complejidad de 7 X 10°, derivo de
linfocitos periféricos no inmunes (virgenes) humanos. La construccion de esta biblioteca se describe en Sheets, M.
D., y col., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 96:6157.

Bacterias. La amplificacién de fagos fue en cepa de E. coli DH5aF’ (F'/endAl hsdR17 (rKk-mK") supE44 thi-1 recAl
gyrA (Nal) relAl D (lacZYA-argF) U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15)). Para la preparacion del fragmento de scFv se
us6 la cepa de E. coli HB2151 (K12, ara (lac-pro), thi/F’ proA'B*, lackl®ZM15).

Proteinas purificadas. Los componentes purificados C4 a C9 se obtuvieron de Quidel (San Diego, CA) y el
componente C5a recombinante humano se obtuvo de Sigma Aldrich S.r.l. (Milan, Italia). Las subunidades alfa y beta
de C5 se obtuvieron por incubacion de 50 pug de C5 diluido en TRIS-HCI 0,55 M pH 8,1, que contenia DTT (0,02 M)
durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA), seguido de tratamiento con yodoacetamida (0,12 M) durante 1
hora a TA. Las cadenas alfa y beta se purificaron por filtracion en gel en Superosa 12 (Pharmacia Biotech, Milan,
Italia) en cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) y la pureza se evalué por SDS-PAGE en condiciones no
reductoras.

Sueros. Se obtuvo un suero con carencia del componente de complemento C5 (C5D) de un paciente con infeccion
meningocdcica. Los niveles de C5 estaban por debajo de la deteccion y no habia actividad hemolitica en este suero
y se restaur6 por adicion de C5 exdgeno. Se usé suero humano obtenido de donantes de sangre como una fuente
de factor C5.
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Preparacion del intermedio EAC1-3b para ensayo hemolitico.

Se sensibilizaron eritrocitos de oveja (SBRC: glébulos rojos de oveja) con cantidades sub-aglutinantes de IgM de
conejo (EA). El intermedio EAC1-3b para reaccion hemolitica se preparé por incubacion de eritrocitos sensibilizados
para anticuerpos (EA) con suero empobrecido para C5 diluido 1/10 (C5D) en tampdn salino que contenia glucosa y
Veronal (GVBS). Se realizd una incubacion durante 70 minutos a 37°C, seguido de adicion de suramina (Bayer,
FRG) para bloquear la reaccidon de degradacion, como se describe en Harrison, R. A. y P. J. Lachmann (Harrison, R.
A. y P. J. Lachmann. 1986. Complement technology. In Handbook of Experimental Immunology. D. M. Weir, L. A.
Herzemberg, C. Blackwell y A. Herzemberg Leonore, eds. Blackwell Scientific Publ, Londres).

Antisueros. Dos anticuerpos monoclonales anti-C5a (Oppermann y col, Complement Inflamm., 1991, 8: 13) y un
antisuero anti-C5 de cabra (Quidel, San Diego, California, Estados Unidos).

Ejemplo 1. Amplificacion y seleccion de biblioteca de fagos.

Se obtuvieron fagos y se amplificaron como se describe en Marks, J. D. y col, 1991, J. Mol. Biol. 222:581. La
selecciéon se realizé en “inmunotubos” (Nunc, Mascia Brunelli, MI, IT) revestidos con proteina C5 purificada. El
revestimiento de los “inmunotubos” se obtuvo por incubacion con una solucion de C5 (10 pg/ml en PBS) durante una
noche a 4°C. Los fagos se diluyeron en PBS que contenia leche en polvo desnatada al 2% (MPBS) y se incubaron
en inmunotubos durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacién, los inmunotubos se lavaron
20 veces con PBS que contenia Tween 20 0,1% (PBST) y 20 veces con PBS. Las particulas de fago unidas a
inmunotubos se eluyeron con 1 ml de cultivo bacteriano de E. coli a una densidad de DOggo 0,5 durante 30 minutos a
37°C. Se afadieron después ampicilina (75 ng/ml), fago auxiliar y kanamicina (25 ug/ml) y se dejo crecer el cultivo
durante una noche.

Después de un segundo ciclo de selecciéon en inmunotubos revestidos con C5, se amplificaron las células de E. coli
eluidas para extraer el ADN del fagémido usando procedimientos conocidos en la técnica. El ADN extraido se usé
como un molde para amplificaciones por PCR separadas de las regiones VH y VL y ensamblaje posterior y clonacion
en vector pDANS (Sblattero, D. y Bradbury. A, 2000, Nat. Biotechnol. 18:75). El vector pDAN5 es un vector fagémido
que contiene regiones lox y Hisg y la region de reconocimiento para la proteina p27 SV5 del virus SIV, caracterizado
por el hecho de que las regiones VH y VL insertadas en el vector se expresan en el orden VL-VH, con la cadena
ligera en el extremo N-terminal. Después de la transformacién con el fagémido, las células de E. coli se incubaron
con el fago auxiliar y las particulas de fago se usaron para un tercer ciclo de seleccion. Después de la elucion, se
analizaron los clones con respecto a su capacidad para unirse a C5 de acuerdo con lo que se describe en el Ejemplo
2.

Ejemplo 2. Aislamiento de particulas de fago con especificidad de unién por el antigeno C5.

Las particulas de fago obtenidas después de tres ciclos de “’seleccion” de C5 en inmunotubos (como se ha descrito
en el Ejemplo 1), se usaron para infectar células de E. coli crecidas en medio sélido. Las colonias bacterianas
sencillas se transfirieron a placas de 96 pocillos y los fagos resultantes se ensayaron adicionalmente mediante
ELISA con respecto a su capacidad para unirse a C5. El antigeno C5, a una concentraciéon de 10 pg/ml en tampon
de bicarbonato 0,1 M pH 9,6, se unio6 a las placas por incubaciéon durante una noche a 4°C. Después de saturacion
de las placas con MPBS (PBS que contenia leche desnatada en polvo 2%), se diluyeron 50 ul de suspensién de
fago con un volumen idéntico de MPBS; se afadié después un anticuerpo monoclonal anti-plll (proteina M13)
conjugado con HRP (Pharmacia Biotech). La unidn positiva se reveld6 mediante la adicion de H.O, y 3, 3, 5, 5’
tetrametilbenzidin diclorato (Sigma-Aldrich) como sustrato y absorbancia a 450 nm mediante lectura
espectrofotométrica.

Los clones positivos por el ensayo ELISA se seleccionaron adicionalmente basandose en la diferencia de los
fragmentos codificantes de regidon V. Las regiones V se amplificaron usando cebadores especificos como se
describe en Marks y col (trabajo citado), se escindieron con BstNI y se separaron electroforéticamente en gel de
agarosa al 2%. Se aislaron doce clones que demostraron ser diferentes entre si basdndose en su patron
electroforético.

Ejemplo 3. Preparacion de anticuerpos ScFv de cadena sencilla solubles.

Los clones de fago obtenidos como se ha descrito en el Ejemplo 2 se usaron para infectar la cepa de E. coli HB2151
para obtener expresién de fragmentos de scFv en forma soluble. Se indujeron las bacterias crecidas hasta D. O. 0,5
en medio 2XYT, que contenia ampicilina, con isopropil-p-tiogalactopiranésido y se cultivaron adicionalmente durante
5 horas. La fraccion periplasmica que contenia anticuerpos scFv se preparé por incubacién con reactivo B-PER
(Pierce, Celbio, MI, IT) durante 20 minutos a TA, seguido de centrifugacién durante 15 minutos a 27000 x g. El
sobrenadante se dializé frente a PBS y se purificaron los anticuerpos de cadena sencilla que contenian la cola de
poli-histidina en el extremo C terminal por cromatografia de afinidad en resina de Ni-NTA de niquel (Qiagen, MI, IT).

La capacidad de union de anticuerpos de cadena sencilla purificados para el factor C5 se verificd por medio de un
ensayo ELISA de fase sélida. Este fue analogo al que se uso6 para particulas de fago. En lugar del anticuerpo dirigido
a plll de M13, el anticuerpo usado para deteccion fue un anticuerpo monoclonal contra el marcador SV5 peptidico
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expresado en el extremo C terminal de anticuerpos de cadena sencilla.

El protocolo para el ensayo ELISA fue el siguiente: los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos se
revistieron con antigeno (C5 purificado, 250 ng) por incubacién durante una noche a 4°C en tampdn de bicarbonato
sédico 0,1 M, pH 9,6 y después se lavaron con PBS 0,1% Tween 20 (PBST). Se bloquearon los sitios de union
residual con PBS que contenia BSA 1% durante 1 hora a 37°C. Se incubaron después extractos bacterianos o
anticuerpo scFv de cadena sencilla purificado (1 pg/ml) y se revelaron con anticuerpo anti-marcador SV5 (diluido
1/1000) seguido de anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén (diluido 1/1000) durante 1 hora de incubacién a 37°C. La
reaccion enzimatica se desarrollé con p-nitrofenilfosfato (Sigma Aldrich; 1 mg/ml) como el sustrato en tampon de
glicina 0,1 M pH 10,4 que contenia MgCl> 1 mM y ZnCl> 1 mM y se ley6 la absorbancia a 405 nm por el lector de
ELISA Titertek multiskan.

Se descubrié que todos los anticuerpos scFv purificados eran capaces de unirse al factor C5 por el ensayo ELISA
descrito.

Ejemplo 4. Determinacion de la afinidad de union del anticuerpo scFv TS-A12 por el factor C5 mediante
Resonancia de Plasmdn Superficial (SPR).

La afinidad de unién del anticuerpo Tsa-12, purificado por medio de FPLC en Superdex 75 (Pharmacia), para el
factor C5 se midi6é por medio de BIACORE 2000. La microplaca (CM5, Biacore) se preparé por conjugacion directa
del antigeno C5 con aminas (20 ug/ml en acetato sédico 10 mM pH 4,5). El nivel final de inmovilizacién resulté ser
de aproximadamente 1000 UR (unidades de resonancia). La asociacion y disociacion de las moléculas de anticuerpo
de la biomicroplaca se midieron usando un sistema de deteccion éptica (Resonancia de Plasmén Superficial).

El analisis se llevé a cabo a 25°C, con un flujo de 15 pl/min, usando 4 concentraciones de scFv diferentes en el
intervalo comprendido entre 100 y 300 nM, en PBS, P20 0,005% (Biacore). Las curvas de union se interpolaron 1:1
de acuerdo con el modelo de Langmuir, usando el software dedicado denominado BlAevaluation (versién 3.5) con
correccion para la transferencia de masa. Las mediciones realizadas en la constante de disociacion en equilibrio se
indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Velocidades de asociaciéon y disociacion de scFV TS-A12 en C5 purificado inmovilizado en

microplaca.
Clon kon (10° s M) kot (10°87) Kp (107 M)?
TSA-12 1,3 0,026 200

¥ La constante de equilibrio se calculé como Kp = kon/Koft

Como se muestra en la Tabla 1, la KD calculada para el anticuerpo TS-A12 resulta ser de 2 x 107 M (afinidad subl(]
micromolar), como se espera para anticuerpos derivados de colecciones (bibliotecas) de anticuerpos no inmunes.

Ejemplo 5. Afinidad aumentada del anticuerpo TS-A12 por medio de “redistribucion de cadena”.

Para aumentar la afinidad, el anticuerpo TS-A12 se sometié a sustitucién (“redistribucion”) de las cadenas ligeras VL.
Para este fin el ADN del fagémido se cortd con BssHII y Sall para escindir la regiéon VL. Esta regidn se sustituy6 con
todo el repertorio de cadenas VL de una biblioteca preinmune (Sblattero, D. y Bradbury A., 2000, NAT. Biotechnol.
18:75) que se prepard con las mismas enzimas. La biblioteca se sometié a tres ciclos de seleccion en el antigeno,
como se describe en los Ejemplos 1 y 2, hasta que se obtuvo una serie de anticuerpos especificos para C5. Entre
estos estd TS-A12/22 que tiene constante de disociacion, segun se mide con BIACORE 2000 de acuerdo con el
procedimiento descrito en el ejemplo anterior, de ‘1,8x10'8 M, por lo tanto con un incremento de afinidad molar de
aproximadamente un orden de magnitud.

Ejemplo 6. Caracterizacion de la inhibicion de los anticuerpos scFv antiC5 de la conversién de C5 a Cba.

Los fragmentos scFv anti-C5 obtenidos se caracterizaron adicionalmente con respecto a su capacidad para inhibir la
actividad hemolitica de C5 o, en otras palabras, bloquear la conversién del componente C5 a C5a. Para este fin, se
incubo una cantidad pequefia de componente C5 purificado, durante 30 minutos a TA, con anticuerpos scFv anti-C5
purificados o con un scFv no relacionado (anti-gliadina) o con VBS (Soluciéon Salina de Tampdén Veronal) como
control. La mezcla se afadié después a eritrocitos de ovejas sensibilizados con cantidades sub-aglutinantes de IgM
de conejo (EA) (véase Harrison, R. A. y P. J. Lachmann. 1986. Complement Technology. In Handbook of
Experimental Immunology. D.M.Weir, L. A. Herzemberg, C. Blackwell y A. Herzemberg Leonora, eds Blackwell
Scientific Publ, Londres) revestido con componentes de C1 hasta C3b (EAC1-3b) que permiten revelar la activaciéon
de C5 a través de la ruta clasica. La suspension de eritrocitos se resuspendio en suero empobrecido para C5 (C5D)
y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Al final de este procedimiento, se midié la lisis celular como porcentaje del
control de lisis total en H,O destilada (véase Figura 1, panel B). La inhibiciéon de producciéon de C5a y TCC por los
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scFv TS-A12 y TS-A12/22 se midié por medio de ELISA usando el anticuerpo monoclonal 17/5 como el anticuerpo
de captura y anticuerpo G25/2 como anticuerpo de detecciéon de acuerdo con lo que se ha descrito en Opperman y
col.1991, Complement Inflamm. 8:13. La presencia de TCC se midié usando anticuerpo aE11 como el anticuerpo de
captura y un anticuerpo anti-C5 biotinilado (Sigma Aldrich) seguido de estreptavidina conjugada con fosfatasa
alcalina, como se describe en Tedesco y col (1997, J Exp. Med 185:1619).

Los resultados del ensayo se presentan en la Figura 1, en la que se muestra que los anticuerpos TS-A12 y TS[]
A12/22 inhiben casi completamente la formacion de C5a (Figura 1A) (ruta clasica) y de TCC (Figura 1B) mientras
que los otros scFv aislados son eficaces solo parcialmente o hasta un alcance limitado. La presencia de VBS o de
un scFv no relacionado en la mezcla de reaccidon no mostré, como se esperaba, ningun efecto inhibidor.

Ejemplo 7. Determinacion de la secuencia del anticuerpo TS-A12/22.

El fragmento VH y VL de clones positivos se compard con secuencias de anticuerpo conocidas publicadas en la
base de datos VBASE (http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html). Se descubrid6 que la cadena
pesada VH del anticuerpo TS-A12/22 derivaba de la cadena VH3/V-48 y la cadena ligera de VA3/V2-14. La
secuencia de ADN que codifica el anticuerpo scFV TS-A12/22 se indica en la lista de secuencias como SEC ID N° 5
y la secuencia de aminoacidos derivada como SEC ID N° 6.

Ejemplo 8. Mapeo del sitio de reconocimiento del anticuerpo TS-A12/22 en la molécula C5.

Se caracterizé primero, por medio de la técnica de transferencia de Western, si el anticuerpo TS-A12/22 reconoce la
subunidad alfa o beta del componente de complemento C5 preparado como se describe en materiales. Brevemente
las dos subunidades se sometieron a electroforesis en pocillos separados y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Se usé una solucién que contenia Tris 50 mM pH 7,6, NaCl 0,5 M y leche en polvo desnatada 4% para
bloquear sitios no especificos durante 1 hora a 37°C. Se revelaron las membranas por incubaciéon con una dilucion
adecuada del anticuerpo TS-A12/22 durante 1 hora a 37°C, seguido de incubacién con un anticuerpo secundario
marcado con fosfatasa alcalina o con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich). La reaccion
enzimatica se desarroll6 con tetrazolio azul y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Sigma-Aldrich, 0,30 mg/ml) diluido en
Tris-HCI 0,1 M pH 9,5 que contenia NaCl 0,1 My MgCl> 5 mM. Se usaron Rainbow RPN 756 (Amersham ltalia) como
marcadores de peso molecular. Como se muestra en la Figura 2, el anticuerpo TS-A12/22 de la invencion reconoce
la subunidad alfa del factor C5, cargada en el carril 1, pero no reconoce la subunidad beta, cargada en el carril 2.

Puesto que el anticuerpo TS-A12/22 purificado también inhibié la actividad hemolitica debido a inhibicion de la
conversion de C5 a Cha, como se demuestra en el Ejemplo 9, se verificod después la hipotesis de que el anticuerpo
podria reconocer como sitio de unién el sitio de escision para C5 convertasa.

Para verificar esta hipétesis, se sintetiz6 un péptido de 18 aminoacidos, con la secuencia:
KDMQLGR'LHMKTLLPVSK (P5A-18 también denominado C5cs que comprende SEC ID N° 15). Este péptido
corresponde a la regién 727-744 de la proteina madura y comprende el sitio de escision de C5 convertasa (indicada
por la flecha) entre glicina 733 y arginina 734 de acuerdo con la numeracion de SwissProt para C5 humana (SEC ID
P01031). El péptido se usé en un ensayo ELISA competitivo en la proteina C5 en fase soélida. Antes de unirse a la
fase sdlida, el anticuerpo TS-A12/22 se preincub6 con el péptido P5A-18, correspondiente a los aminoacidos 727(]
744 del componente C5 o con un péptido no relacionado de secuencia GEEIQIGHIPREDVDYHLYP (SEC ID N° 16
de la lista de secuencias) correspondiente a un péptido derivado de fibronectina denominado CS5.

En la Figura 3 se muestran los resultados que se obtuvieron: el péptido P5A-18 inhibié la unién del anticuerpo TS(!
A12/22 con C5 y esta inhibicion fue dependiente de dosis, variando de 45% a 90% para concentraciones de péptido
de 200 ng y 800 ng/200 ul, respectivamente. Este resultado confirma que el anticuerpo TS-A12/22 reconoce

solamente esta regién en el factor activado C5. Los valores de concentracion corresponden a una Ki peptidica de 1

uM, que no es diferente de la Kp medida por SPR para la proteina completa, de acuerdo con lo que se ha descrito
en el Ejemplo 4.

Como se esperaba, tanto el péptido CS5 no relacionado como la proteina C5 completa resultaron ser ineficaces para
inhibir la union del anticuerpo TS-A12/22 con C5 activado, incluso a las mayores concentraciones usadas, indicando
de este modo que la inhibicion por el péptido C5c¢s (P5a-18) fue especifica para la cadena alfa de C5.

Ejemplo 9 caracterizacion funcional del anticuerpo TS-A12/22. Inhibicion de la actividad hemolitica y
activacién de TCC.

Habiendo evaluado las caracteristicas de la inhibicién de la ruta de activacién clasica del factor C5 por el anticuerpo
TS-A12/22, se verificd después si estas también lo eran de la inhibicién de la ruta alternativa de activacion de C5y a
qué nivel. El ensayo se llevd a cabo usando eritrocitos de conejo como las células diana, de acuerdo con
procedimientos bien conocidos. Brevemente, se mezclaron cantidades crecientes de C5 con 600 ng del scFv de la
invencién o con un scFv no relacionado o con GVBS en el que se han solubilizado anticuerpos scFv y después se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para estimar la ruta clasica de activaciéon del complemento,
cada mezcla se afiadid a una suspension 1% de eritrocitos de oveja sensibilizados con anticuerpo de conejo y
revestidos con componente de complemento hasta C3b, denominado EAC1-3b. Para estimar la ruta alternativa de
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activacion del complemento, cada mezcla se afiadié a una suspension 1% de eritrocitos de conejo.

Se afiadié suero con C5 agotado diluido 1/200 a cada suspension de eritrocitos. Después de la incubacion durante
30 minutos a 37°C, el porcentaje de lisis de eritrocitos se midié por comparacion con un valor de 100% obtenido por
lisis de eritrocitos con un volumen igual de H,0O, destilada y con un blanco que consistia en eritrocitos resuspendidos
en GBVS. Se realizé una lectura espectrofotométrica a 412 nm y los resultados se indican en la Figura 4: inhibicion
de lisis de EAC1-3b a través de la ruta clasica (panel A); inhibicién de lisis de eritrocitos de conejo a través de la ruta
alternativa (panel B). El anticuerpo TS-A12/22 inhibe la lisis de eritrocitos de conejo inhibiendo la conversion de C5
de forma similar a través de la ruta clasica y la ruta alternativa.

Puesto que la secuencia de aminoacidos correspondiente al sitio de escision de la convertasa en la cadena alfa de
C5 se conserva en varias especies animales, se evalué adicionalmente, por ensayo hemolitico, la capacidad del
anticuerpo TS-A12/22 para inhibir la conversién de C5 a C5a también en suero de conejo, ratén y rata. El anticuerpo
TS-A12/22 fue capaz de inhibir la actividad hemolitica presente en el suero de todas las especies animales
ensayadas, aunque con diferente eficacia. Estos resultados se indican en la Figura 5, que muestra que la eficacia de
inhibicion de suero de rata fue practicamente similar a la de suero humano, mientras que la eficacia fue mayor en
suero de rata o conejo. Deberia considerarse que una cantidad mayor de suero de conejo era necesaria para inducir
un porcentaje de lisis comparable al inducido por C5 humano.

(La especificidad del anticuerpo TS-A12/22 se evalué también en otros componentes de la cascada del
complemento, como por ejemplo C3 y C4, que son estructuralmente similares a C5, pero se hallé reactividad
cruzada).

Ejemplo 10. Uso in vivo de anticuerpo TS-A12/22.

Para ensayar el efecto del anticuerpo TS-A12/22 in vivo, se midié el flujo de entrada de PMN en la articulacion de
rata inyectada con BSA, BSA y TS-A12/22 o BSA y anticuerpo no relacionado. Se demostré de este modo que la
quimiotaxis de PMN, que es su numero en el liquido de lavado de la articulacion, se redujo significativamente en
presencia de TS-A12/22 en comparacion con ratas tratadas con BSA o con BSA y anticuerpo no relacionado (Figura
6). Ademas la deposicion de los componentes del complemento C3 y C9 se comprobd en una seccion histoldgica de
la articulacion de la pata trasera de ratas tratadas, por inmunofluorescencia con antisueros especificos y anticuerpos
secundarios conjugados con fluoresceina (Figura 7). Se descubrié que la deposiciéon de C3 se conservd sin cambios
como resultado de la administracién de BSA mas anticuerpo TS-A12/22 o de anticuerpo no relacionado, pero la
deposicién de C9 se inhibi6é fuertemente en presencia de TS-A12/22. Se confirmé de este modo que el anticuerpo
TS-A12/22 inhibe la cascada de complemento en una etapa intermedia entre C3 y C9 y por lo tanto al nivel de la
conversion de C5 a C5a + C5b.

Ejemplo 11. Dimerizacién del anticuerpo scFvTS-A12/22.

La secuencia del anticuerpo TS-A12/22 se modificd por la adicion de dominios CH3 o CH2-CH3 al extremo C
terminal y de una secuencia lider eucariota al extremo N terminal.

Estas modificaciones se dirigieron a:

¢ inducir dimerizacion de scFv, formando un complejo estructural, para aumentar la valencia de uno a dos y
aumentar la estabilidad del anticuerpo (definido en lo sucesivo como “minicuerpo”). Basandose en los
diferentes tipos de clonaciéon, no se forman enlaces covalentes entre subunidades del dimero en
construcciones que comprenden solamente CH3, mientras que las que comprenden dominios CH2-CH3 se
forman dos enlaces disulfuro entre cisteinas de la regién bisagra CH2 de los dos monémeros;

e hacer posible la produccién de minicuerpos en cultivos celulares de mamifero con incrementos del
rendimiento y ausencia de contaminantes bacterianos al final de los procedimientos de extraccién y
purificacion;

e crear las condiciones para un analisis in vivo de la actividad biolégica del minicuerpo en modelos
animales, minimizando la respuesta inmune del huésped por adicién de dominios CH3 y CH2-CH3 de la
misma especie que el animal tratado (raton o rata).

Las modificaciones anteriormente descritas se realizaron en dos etapas. Primero se cloné el scFv en el vector
plasmidico pUT (Li E, y col. 1997 Protein Eng. 10:731-6) modificado convenientemente para permitir la insercion de
la secuencia lider y de un dominio CH3 humano. El dominio humano CH3 se reemplazé después con una serie de
construcciones de dominios de otras especies, como se indica posteriormente. Finalmente, un fragmento de vector
pUT que comprende el minicuerpo en diversas versiones, se cloné en el vector comercial pcDNAS3 (Invitrogen) y se
ensayo con respecto a expresion en células de cultivo.

Para esto, el vector pUT que contenia un scFv no relacionado se modifico reemplazando el sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccion (RE) BspEl, localizado en el extremo de la cadena VH, con el sitio de BssH2. La
sustitucion de BspEl se realizé por PCR inversa realizada con los cebadores indicados en la Tabla 2 (referencias A 'y
B).
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La secuencia CH3 de ratén presente en el vector pUT se reemplazé después con una secuencia humana analoga
amplificada por uso de los cebadores de referencia 1 y 2. El cebador 2 inserta ademas una secuencia marcadora
SV5 (reconocida por mAB SV5) y los sitios de clonacion Spel, Pvul y EcoRI. Se us6 ADNc de linfocitos B humanos
como molde y se realizé insercién en pUT por restriccién con las RE BssHIl y Pvul y ligacién posterior de vector y
fragmento.

Como se indica en la Figura 8, los dominios Fc de anticuerpos humanos, de raton y de rata se insertaron en el vector
pUT que se habia modificado como se ha descrito en el punto anterior. Las secuencias originales de los dominios
CH2 y CH3 se obtuvieron de: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide, usando los nimeros de
acceso:

Homo sapiens J00220 (locus: gen de cadena pesada IgA1)

Homo sapiens AF237583 (locus: gen de cadena pesada IgG1)

Mus musculus: L27437 (locus: cadena pesada de inmunoglobulina gamma)
Rattus norvegicus M28671 (locus: RATIGG2B).

Los cebadores indicados en la Tabla 2 y el ADNc de linfocitos B de las especies correspondientes se usaron para
clonacion por PCR. La clonacién en pUT se realizé por restriccion con BssHIl y Spel y ligacion después de la
retirada de secuencia previa (CH3 humana).

La secuencia de scFv se clon6 en una serie de vectores pUT que contenian dominios Fc de diferentes especies
descritas en el punto anterior, por medio de PCR con una mezcla de oligonucleétidos universales para amplificacion
de scFv humanos conocidos (véase Sblattero D. y Bradbury A. Immunotechnology, 1998, 3:271-278, e indicado en
la Tabla 3), seguido de digestion con enzimas de restriccion ApaLl y BssHII (ER).

La clonacion en el vector pcDNA de las construcciones obtenidas en pUT se realizé por digestion con enzimas
Hindlll y EcoRlI, recuperacién selectiva del fragmento correspondiente y clonacion en pcDNA3 que se corté con las
mismas ER (véase descripcion en la Figura 8).
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Tabla 3. Mezcla de Oligonucleétidos universales para amplificacion de scFv de origen humano

Nombre Orientacion Secuencia

VL1 SEC ID N° 30 Sentido caggt gtc cac tcg gac atc crg dtg acc cag tct
VL2 SEC ID N° 31 Sentido caggt gtg cac tcg gat att gtg wtg acn cag wct
VL3 SEC ID N° 32 Sentido caggt gtg cac tcg cag cct gtg ctg car yc

VL4 SEC ID N° 33 Sentido caggt gtg cac tcg tcc tat gwg ctg acw cag cca
JH1 SEC ID N° 34 Antisentido gaccc gcg cgc gga gac rgt gac cag ggt

JH2 SEC ID N° 35 Antisentido gaccc gcg cgc aga gac ggt gac crt kgt

Ejemplo 12. Produccion y validacién del minicuerpo de rata TSA12/22-CH2-CH3.

El plasmido pcDNA que portaba la construccion para el anticuerpo TSA12/22, en la version que contenia los
dominios CH2-CH3, se uso para transfeccion in vitro de la linea celular HEK 293. Después del tratamiento con ADN
y lipofectina, las células se seleccionaron en presencia del antibidtico G418. Después de dos semanas en cultivo, se
ensayaron clones celulares sencillos para produccion de anticuerpos por deteccion de la actividad en el
sobrenadante. Se selecciond un clon y se expandié para produccién masiva del minicuerpo TSA12/22-CH2-CH3. Se
llevé a cabo purificacién del minicuerpo por cromatografia.

El anticuerpo TSA12/22 purificado en la versién que contenia los dominios CH2-CH3 de rata (minicuerpo TSA12/22
CH2CH3) se ensay6 con respecto a su capacidad para inhibir la ruta de activacion de complemento clasica en un
ensayo in vitro, de acuerdo con las modalidades ya descritas en los ejemplos anteriores. En el diagrama de la Figura
9 se indica el porcentaje de inhibicion de lisis de eritrocitos de conejo sensibilizados con IgM, mediada por
complemento en presencia de concentraciones fijas de scFv TSA12/22 o un scFv no relacionado, de solucion salina
tamponada con GVBS y del minicuerpo compuesto por scFv TSA22/12 y dominios CH2-CH3 de rata.

La construccion Tsa12/22-CH2-CH3 mostré actividad inhibidora significativamente mejor que el scFv
correspondiente, como se puede observar en la Figura 9.

También se realizaron ensayos de actividad in vivo en el espacio de articulaciones de rata. Se indujo artritis en el
tiempo t = 0 por inyeccién intraarticular de metil-BSA (albumina de suero bovino) después de que se hubiera
inmunizado previamente el animal con metil-BSA. Se realizaron tratamientos terapéuticos con el minicuerpo por
inyeccion intraarticular a t = 0 y 6 dias después de la induccién de la artritis. La eficacia del tratamiento se midio
como numero de leucocitos polimorfonucleares presentes en el lavado intraarticular y como reducciéon de hinchazoén
de la articulacion, como puede observarse en la Figura 10 en la que se indica el recorrido de PMN (leucocitos
polimorfonucleares) reclutados al espacio de articulacion de rata en respuesta a inflamacién inducida por BSA. El
menor porcentaje de células en presencia de minicuerpo TSA22/12 CH2CH3, en dos puntos temporales
considerados, indica una reduccién del proceso inflamatorio. La Figura 11 presenta el efecto inhibidor del minicuerpo
TSA22/12 CH2CH3 en el alcance de hinchazén de las articulaciones causada por la reaccion inflamatoria. Las
mediciones realizadas después de 20 dias evaluaron un efecto terapéutico del minicuerpo también a largo plazo,
cuando se administré junto con BSA o 6 dias después.

Conclusiones

Se descubrié que los anticuerpos ScFv, aislados como se ha descrito en el Ejemplo 1, eran capaces de unirse al
factor C5, segun se evalud por ensayo ELISA y como se esperaba a partir del tipo de seleccién o “panning” de
particulas de fago realizado en C5. Sin embargo no todos los anticuerpos ScFv fueron capaces de inhibir la
conversion de C5 a C5a + C5b y por lo tanto las funciones biolégicas que siguen a su activacion. Debido a que se
une en proximidad al sitio de escision de C5 convertasa en la cadena alfa del componente C5 activado y evita la
produccién de Ch5a y C5b, el anticuerpo TSA12/22 inhibe la actividad quimiotactica inducida por el primero y la
actividad hemolitica mediada por C5b a través de formacion de MAC. Esta inhibicion funciona cadena abajo de la
activacion del componente C3, por lo tanto es independiente del tipo de ruta de activacion del complemento utilizada
(clasica o alternativa).

Ademas, el anticuerpo TSA12-22 dimerizado por medio de dominios CH2 y CH3 de rata (minicuerpo) resultdé ser
particularmente activo en el tratamiento a largo plazo.
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io

Gly Pro Gly Met Asp Val
1 : - B

tee gga ggg teg acce ata act Teg tat aat gta tac tat acg aag ttae
Ser Gly Gly 8er Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val Tyr Tyr Thr Lys Leu

1 5

too teg age ggt acc
Ser Ser Ser Gly Thr
20

<210> 14

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Engarce

10 15

24

15

Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

18

48

63
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<400> 14
Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val Tyr Tyr Thr Lys Leu
1 5 10 15
Ser Ser Ser Gly Thr
20
<210> 15
<211> 18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Péptido que comprende sitio de escision de C5 convertasa. Correspondiente a aa 727-744 de proteina
humana madura (P01031).

<400> 15
Lys Asp Met Gln Leu Gly Arg Leu His Met Lys Thr Leu Leu Pro Val
1 5 10 is
Ser Lys

<210> 16

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Péptido derivado de fibronectina

<400> 16
Gly Glu Glu Ile Gln Ile Gly His Ile Pro Arg Glu Asp Val Asp Tyr
1 5 10 i5
His Leu Tyr Pro
20
<210> 17
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial/cebador
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(34)

<223> Cebador de PCR

<400> 17

atccgagtge acacctgtgg agagaaaggce aaag 34

<210> 18
<211> 34
<212> ADN

25
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<213> Secuencia artificial/cebador
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(34)

<223> Cebador de PCR

<400> 18

tcctcagege geggetctgg tggcagaccg aagg

<210> 19

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank AF237583

<400> 19

caggcygege geggucages cecaggaacca cag

<210> 20

<211>94

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(94)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank AF237583

<400> 20

acgtcgateg cctgetgaat tcttaagbtac tabtecaggee cageagtggy tttgggattg

gtttgeoeact agttttacce gguygacaggy agag

<210> 21

<211> 41

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(41)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank AF237583

<400> 21

aggcggegeyg cgacaaaact cacacatgcc caccgtgece a

<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank J00220

ES 2365217713
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41
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<400> 22

caggeggcege geogttecctc aactccacct ace 33

<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank J00220

<400> 23

cogotactag ttttacccge caageggteg at 32

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(31)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank L27437

<400> 24
caggcggege goeggcagacc gaaggeteca ¢ 31

<210> 25

<211> 32

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> Secuencia derivada de niumero de acceso de GenBank J00220

<400> 25

ccgctactag ttttaccagg agagtgggag ag 32

<210> 26

<211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(36)

<223> Secuencia derivada de niumero de acceso de GenBank L27437
<400> 26

caggeggcegs goggttgtaa gecttgeata tgtaca 36

<210> 27

<211>33
<212> ADN

27
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<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(33)

<223> Secuencia derivada de nimero de acceso de GenBank M28671

<400> 27

caggcggcege goegggctagt cagaaaacca cag 33

<210> 28

<211> 33

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(33)
<223> Secuencia derivada de nimero de acceso de GenBank M28671

<400> 28

cegctactag ttttacccgg aggecgggag atg 33

<210> 29

<211>33

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(33)

<223> Secuencia derivada de numero de acceso de GenBank M28671

<400> 29

caggeggege gocacaaatg cectacatge oot 33

<210> 30

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(35)

<223> Oligonucleostido universal para amplificacion de VL1.

<400> 30

caggtgtgca ctoggacate crgdtgaccc agtet 35

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(35)

<223> Nucleotido en posicion 29 es oligonucledtido universal "n" para amplificacion de VL2.

<400> 31

28
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caggtgtgca ctoggatatt gtgwtgacac agwet 35

<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(31)

<223> Oligonucledtido universal para amplificacion de VL3.

<400> 32
caggtgtgca ctegoagest gtgetgeary ¢ 31

<210> 33

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(35)

<223> Oligonucleostido universal para amplificacion de VL4.

<400> 33

caggtgtgca ctogtccotat gwgctgacwc ageca 35

<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(29)

<223> Oligonucleodtido universal para amplificacion de JH1.

<400> 34

gacccgegeg cggagacrgt gaccagggt 29

<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(29)

<223> Oligonucleodtido universal para amplificacion de JH2.
<400> 35

gacccgegeg cagagacggt gaccrtkgt 29

29
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humano que tiene especificidad para el componente C5 activado del sistema de complemento
caracterizado porque reconoce un polipéptido que tiene al menos 80% de homologia con el péptido que
comprende la regidon correspondiente a la secuencia 731-740 del componente C5 de complemento humano,
teniendo dicho péptido la secuencia KDMQLGR|LHMKTLLPVSK (SEC ID N° 15) y en el que dicho anticuerpo inhibe
la conversién de la cadena de alfa de C5 a C5a y C5b y en el que anticuerpo se produce de forma recombinante y
comprendiendo el anticuerpo ambas secuencias de aminoacidos identificadas como SEC ID N° 2 y SEC ID N° 4 o
sus mutaciones conservativas o teniendo el anticuerpo al menos 95% de homologia con la secuencia de
aminoacidos correspondiente a la secuencia SEC ID N° 6.

2. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho componente C5 es de mamifero.

3. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 2 en el que dicho mamifero se selecciona del grupo que
consiste en: ser humano, ratén, rata, conejo.

4. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizado porque esta en forma de cadena
sencilla (scFv) que comprende una region variable de la cadena ligera unida covalentemente a una region variable
de la cadena pesada.

5. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por el hecho de que la cadena ligera
es una cadena lambda y la region variable de la cadena pesada es la region VH3.

6. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5 caracterizado porque tiene la secuencia de
aminoacidos correspondiente a SEC ID N° 6.

7. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5 caracterizado porgue comprende la secuencia SEC
ID N° 6 en combinacién con una secuencia derivada de una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina.

8. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 7 en el que dicha regidon constante de cadena pesada
de inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste en: cadena pesada de IgA humana, cadena pesada de IgG
humana, cadena gamma pesada murina, cadena pesada de Rattus norvegicus.

9. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 8 caracterizado porque es dimérico.

10. Proteina quimérica recombinante caracterizada po que comprende la secuencia correspondiente a SEC ID N° 6
0 una secuencia proteica que tiene al menos 95% de homologia con SEC ID N° 6, reconociendo dicha proteina
quimérica recombinante un polipéptido que tiene al menos 80% de homologia con el péptido que comprende la
region correspondiente a la secuencia 731-740 del componente C5 de complemento humano, teniendo dicho
péptido la secuencia KDMQLGR|LHMKTLLPVSK (SEC ID N° 15) y en el que dicha proteina quimérica
recombinante inhibe la conversion de la cadena alfa de C5 a C5a y C5b.

11. Secuencias de nucleétidos aisladas que codifican los anticuerpos recombinantes de acuerdo con las
reivindicaciones 1-9.

12. Secuencia de nucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 11 caracterizada porque comprende la secuencia
SEC ID N° 5.

13. Vectores que comprenden secuencias de nucleétidos de acuerdo con las reivindicaciones 11y 12.

14. Vectores de acuerdo con la reivindicacion 13 caracterizados por el hecho de ser vectores de expresién en
bacterias, levaduras o células eucariotas superiores.

15. Anticuerpos recombinantes de acuerdo con las reivindicaciones 1-9 o proteinas de acuerdo con la reivindicacion
10 para uso diagndstico o terapéutico.

16. Secuencias de nucledtidos de acuerdo con las reivindicaciones 11-12 o vectores de acuerdo con las
reivindicaciones 13 y 14 para uso terapéutico o diagndstico.

17. Uso de anticuerpos o proteinas recombinantes de acuerdo con la reivindicacion 15 o secuencias de nucleétidos
de acuerdo con las reivindicaciones 11-12 para la preparacion de un medicamento para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas o agudas.

18. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 17 en el que la enfermedad crénica se selecciona entre: artritis reumatoide,
glomerulonefritis, esclerosis multiple, neuropatias periféricas desmielinizantes, ateroesclerosis.

19. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17 en el que la enfermedad aguda se selecciona de: disfuncion de érganos
multiples e infarto de miocardio.

20. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17 para la preparacion de un medicamento para dafo del miocardio de
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reperfusion después de isquemia.

21. Composiciones farmacéuticas que comprenden como el principio activo cualquiera de los anticuerpos
recombinantes de acuerdo con las reivindicaciones 1-9 o de las proteinas de acuerdo con la reivindicacion 10 o de
las secuencias de nucledtidos de acuerdo con las reivindicaciones 11-12 en combinacion con excipientes y/o
diluyentes adecuados.

22. Procedimiento para seleccionar anticuerpos anti-C5 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10
dotados con la capacidad de inhibir la formacién de C5a a partir de C5, caracterizado porque comprende una
primera etapa de seleccion del antigeno C5 y una segunda etapa de seleccidon por medio de inhibicion de ensayo
hemolitico en glébulos rojos de oveja (SRBC).

23. Procedimiento para la preparacion de los anticuerpos o proteinas recombinantes de acuerdo con las
reivindicaciones 1-10 caracterizado porque se usan secuencias de nucleotidos aisladas de acuerdo con las
reivindicaciones 11-12.

24. Uso de anticuerpos recombinantes de acuerdo con las reivindicaciones 1-9 o de secuencias de nucleétidos de
acuerdo con las reivindicaciones 11-12 para establecer modelos animales no humanos de enfermedades causadas
por hiperactivacion del sistema de complemento.

25. Kit que comprende al menos uno de los anticuerpos recombinantes de acuerdo con las reivindicaciones 1-9 o al
menos una de las secuencias de nucleotidos de acuerdo con las reivindicaciones 11-12.

26. Procedimiento para la seleccion de inhibidores de la conversion del componente C5 de complemento activado a
sus fragmentos biolégicamente activos, caracterizado por el uso de anticuerpos o proteinas recombinantes de
acuerdo con las reivindicaciones 1-10.

27. Uso de un péptido que tiene la secuencia KDMQLGR |LHMKTLLPVSK para la selecciéon de anticuerpos de
acuerdo con la reivindicacion 1.

28. Animales transgénicos no humanos, caracterizados por el hecho de expresar secuencias de nucleétidos de
acuerdo con las reivindicaciones 11-12.

29. Células aisladas caracterizadas por transformarse con las secuencias de nucleétidos de acuerdo con las
reivindicaciones 11-12 o por los vectores de acuerdo con las reivindicaciones 13-14.

30. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado por el hecho de que la cadena ligera
es una cadena kappa o VA3/V2-14.

31. Anticuerpo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por el hecho de que la cadena ligera
es Vk4/DPK24.

32. Anticuerpo recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5, 30 y 31, caracterizado por el
hecho de que la regién variable de la cadena pesada es VH3/V-48.
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