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DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados contra receptores de tipo Toll 2 y sus usos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos totalmente humanizados y sus fragmentos y, en particular, a
anticuerpos totalmente humanizados que presentan especificidad de unién por el receptor de tipo Toll 2 (TLR2, TLR-
2). La invencion también se refiere al uso de dichos anticuerpos totalmente humanizados para el tratamiento y la
prevencion de enfermedades inflamatorias y autoinmunolégicas mediadas por la activacion y la sefalizacion del
receptor de tipo Toll 2.

Antecedentes de la invencion

Los receptores de tipo Toll (TLR) forman una familia de receptores de reconocimiento de patrones que desempefian
un papel clave en la modulacion de la respuesta inmunoldgica innata, y también estan implicados en la reparacion
de tejidos, el mantenimiento de la integridad de los tejidos y la tumorigénesis. Hasta la fecha se han identificado
once receptores de tipo Toll en seres humanos. Los miembros de la familia del receptor de tipo Toll estan muy
conservados, y la mayoria de las especies de mamifero tienen entre 10 y 15 receptores de tipo Toll. Cada receptor
de tipo Toll reconoce firmas moleculares asociadas a patégenos especificas. El receptor de tipo Toll 2 (TLR2,
CD282, TLR-2) puede ser activado por peptidoglicanos, lipoproteinas, acido lipoteicoico y ligandos enddgenos.

Se conocen una serie anticuerpos monoclonales que tienen especificidad de unién por el receptor de tipo Toll 2. El
documento WO 01/36488 describe un anticuerpo, denominado TL2.1, que se deriva de una linea celular de
hibridoma depositada segun el tratado de Budapest en the European Collection of Cell Cultures (ECACC) con el
numero de registro 99102832. Este anticuerpo antagoniza la activacion del receptor de tipo Toll 2 expresado en
células humanas.

El documento WO 2005/028509 describe un anticuerpo monoclonal murino, denominado T2.5, que inhibe
especificamente la activacion del TLR2 humano. Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal T2.5 presenta
reaccion cruzada con las formas humana y murina de TLR2. Este documento también contiene datos
experimentales que sugieren que el anticuerpo monoclonal anti-TLR2 TL2.1 murino, tal como se describe en el
documento WO 01/36488, no presenta reaccion cruzada con las formas humana y murina de TLR2, tal como se
indica en la memoria descriptiva de esta solicitud de patente. Por el contrario, en el documento WO 2005/028509, se
demuestra que el anticuerpo TL2.1 solo se une al receptor de tipo Toll 2 humano y no al receptor de tipo Toll 2
murino. El anticuerpo monoclonal T2.5 del documento WO 2005/028509 se genero contra el dominio extracelular de
TLR2 vy, por tanto, presenta especificidad de unién con un epitopo en el area del receptor de tipo Toll 2.

El documento WO 2005/019431 describe una anticuerpo que presenta especificidad de unién al TLR2, que se
denomina 11G7. Este anticuerpo murino puede obtenerse a partir de la linea celular de hibridoma 11G7, depositada
en the American Type Culture Centre (ATCC) con la denominacion PTA-5014. El anticuerpo monoclonal 11G7 se
une selectivamente al dominio extracelular de TLR2 y puede bloquear la induccién de la produccién de citoquinas
por las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas estimuladas con un agonista que activa un
heterodimero formado entre el receptor de tipo Toll 1 (TLR1) y TLR2. El anticuerpo 11G7 no inhibe la produccion de
citoquinas por PBMC estimuladas con un agonista que induce la sefializacion a través de un heterodimero formado
entre el receptor de tipo Toll 6 (TLR6) y TLR2.

El uso de anticuerpos monoclonales de roedor, tales como anticuerpos monoclonales murinos, para aplicaciones
terapéuticas in vivo, ha demostrado estar asociado con la generacion de respuestas inmunolégicas no deseadas,
que son generadas por el sujeta al cual se administra el anticuerpo. Estas respuestas inmunolégicas pueden
provocar la produccién de anticuerpos que neutralicen, de modo eficaz, la eficacia del anticuerpo terapéutico. Estas
respuestas inmunoldgicas generalmente se denominan respuestas de anticuerpos antirratdén humanos (HAMA). Las
respuestas HAMA comprometen la eficacia terapéutica del anticuerpo administrado a través de una serie de vias,
que incluyen alterar la capacidad del anticuerpo terapéutico para alcanzar su diana de union, compremetiendo asi el
efecto terapéutico del anticuerpo.

Se han desarrollado una serie de estrategias para solucionar la cuestion de las respuestas HAMA no deseadas que
se generan contra anticuerpos terapéuticos que se administran a individuos. Generalmente, estas estrategias
implican técnicas que dan como resultado la sustitucién de ciertos componentes del anticuerpo de ratén por
porciones equivalentes derivadas de un anticuerpo humano. Estas estrategias pueden originar, por ejemplo, la
produccion de anticuerpos quiméricos que comprenden regiones variables murinas unidas a regiones constantes
derivadas de seres humanos. Como alternativa, puede emplearse una técnica conocida como “injerto de CDR”, en la
que regiones determinantes de la complementariedad (CDR) procedentes de un anticuerpo murino se injertan en un
marco proporcionado por regiones de dominios variables de cadena ligera y pesada de anticuerpos humanos. Esto
da como resultado la produccién de un anticuerpo que conserva la especificidad de unién del anticuerpo murino,
pero en el que los Unicos componentes no humanos son las regiones CDR murinas injertadas.
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Sin embargo, en ambas estrategias, la eficacia terapéutica del anticuerpo humanizado resultante puede verse
alterada. Por ejemplo, el componente de la regiéon variable murina de un anticuerpo quimérico todavia puede
proporcionar la base para que una respuesta HAMA se genere con él. Ademas, cuando se han producido
anticuerpos humanizados con injertos de CDR, se ha observado que el simple transplante de las regiones CDR a
menudo da como resultado una eficacia terapéutica reducida del anticuerpo debido a que la afinidad de unién del
anticuerpo disminuye.

Por tanto, el inventor ha identificado la necesidad de generar anticuerpos monoclonales totalmente humanizados
que tengan especificidad de unién por el receptor de tipo Toll 2, y que antagonicen la funciéon de TLR2, pero que
sean fundamentalmente no inmunogénicos en seres humanos. Después de una intensiva labor de experimentacion,
el inventor ha producido un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado que tiene especificidad de unién con el
receptor de tipo Toll 2 humano y que antagoniza la funciéon de TLR2, independientemente de si el receptor de tipo
Toll 2 forma un heterodimero con el receptor de tipo Toll 1 o el receptor de tipo Toll 6. Este anticuerpo antagonista
de TLR2 no se produce mediante técnicas de injerto de CDR o quiméricas previamente conocidas y, por tanto, no
contiene restos aminoacidos murinos. Ademas, se demuestra que el anticuerpo media en la neutralizaciéon de TLR2
sin necesidad de unirse al antigeno de la superficie celular CD32, siendo este un requisito funcional de otros
anticuerpos antagonistas del receptor de tipo Toll 2 conocidos. Ademas, el anticuerpo totalmente humanizado de la
invencion es el primer anticuerpo neutralizante de TLR2 totalmente humano que se conoce en la técnica. El
anticuerpo no muestra epitopos de células Ty, por tanto, no se generan anticuerpos neutralizantes contra él cuando
se administra a un sujeto. Los anticuerpos antagonistas anti-TLR2 también muestran un amplio nivel de reactividad
cruzada con el receptor de tipo Toll 2, segin es expresado por una amplia gama de células de mamifero,
habiéndose observado, de modo sorprendente, que el anticuerpo totalmente humanizado se une al receptor de tipo
Toll 2 expresado en células de mono, ratén y humanas.

Sumario de la invenciéon

Segun un primer aspecto de la invencién, se proporciona un anticuerpo neutralizante, o una de sus porciones de
union al antigeno, que comprende una secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena ligera de SEQ ID
NO:1, o una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO:1, y una
secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:4, o una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO:4, en el que el anticuerpo o la porcion de
union al antigeno se une especificamente con el dominio extracelular del receptor de tipo Toll 2 (TLR2, CD282, TLR-
2) y antagoniza la funcion del receptor de tipo Toll 2, en el que dicho antagonismo es mediado independientemente
de la unién del anticuerpo, o de una de sus porciones de union al antigeno, a CD32.

Tal como se define en la presente, la expresién anticuerpo neutralizante describe un anticuerpo que es capaz de
neutralizar la sefalizacion y la activacion bioldgica del receptor de tipo Toll 2. El anticuerpo neutralizante, que
también puede denominarse un anticuerpo antagonista o un anticuerpo de bloqueo, de modo especifico y
preferiblemente de modo selectivo se une al receptor de tipo Toll 2 e inhibe una o mas actividades bioldgicas del
receptor de tipo Toll 2. Por ejemplo, el anticuerpo neutralizante puede inhibir la unién de un ligando o sustrato, tal
como un ligando del receptor de tipo Toll 2, al sitio de unién al ligando del receptor de tipo Toll 2. Como alternativa,
el anticuerpo neutralizante puede evitar la activacion del receptor de tipo Toll 2 una vez unido por un agonista de
ligando, por ejemplo, alterando la unién del agonista ligando. Generalmente, el anticuerpo neutralizante se une
selectivamente al receptor de tipo Toll 2 y, por tanto, no se une sustancialmente a otros miembros de la familia de
receptores de tipo Toll (por ejemplo, receptor de tipo Toll 4) bajo condiciones fisiolégicas o terapéuticas.

El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 media en el antagonismo de la actividad funcional del receptor
de tipo Toll 2 independientemente del requisito del anticuerpo anti-receptor de tipo Toll 2, o un fragmento de union,
de unirse a CD32 (receptor Fc gamma II, FcyRIl, FcgRII), en particular CD32a y/o CD32b. Por consiguiente, la
neutralizacion del receptor de tipo Toll 2 no requiere la union del anticuerpo, y en particular, de la porcidon Fc del
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, a CD32.

Generalmente, los anticuerpos anti-receptor de tipo Toll 2 de la invencién se caracterizan por que no contienen
epitopos de union contra los cuales puede generarse una respuesta inmunoldgica cuando el anticuerpo se
administra a un sujeto, en particular a un ser humano. Esta caracteristica es importante para prevenir la generacion
de anticuerpos neutralizantes contra los anticuerpos de la invencidon en el sujeto al cual se administran los
anticuerpos, puesto que la eficacia terapéutica de los anticuerpos puede verse gravemente alterada si se produjese
dicha respuesta inmunoldgica.

Generalmente, el anticuerpo neutralizante anti-receptor de tipo Toll 2 es un anticuerpo totalmente humanizado. Es
decir, todas las combinaciones de restos aminoacidos que comprende el anticuerpo tienen un origen enteramente
humano y, por tanto, no contienen, por ejemplo, regiones humanas y no humanas. En particular, el anticuerpo de la
invencion comprende solo secuencias de la regién variable humanas. El anticuerpo de la invencion, por tanto, se
diferencia, por ejemplo, de un anticuerpo monoclonal quimérico, formado por restos aminoacidos derivados de
ratones y seres humanos en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, o de un anticuerpo “humanizado”
con injerto de CDR, en el que las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de regiones variables de
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las cadenas pesada y ligera comprenden restos aminoacidos derivados de un anticuerpo murino, mientras que las
regiones de marco (FR) asociadas del anticuerpo y las regiones constantes (CR) se derivan de un anticuerpo
humano. Por tanto, el anticuerpo totalmente humanizado de la invencién tiene regiones variables y constantes, de
cadenas pesadas y ligeras, que son todas de origen humano, o que son sustancialmente idénticas a secuencias de
origen humano, aunque no necesariamente del mismo anticuerpo. Los anticuerpos totalmente humanizados de la
invencion también pueden denominarse anticuerpos “humanizados” o un anticuerpo derivado totalmente de
secuencias humanas.

La secuencia de aminoacidos de la regiéon variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo de la invencién se
muestra a continuaciéon como SEQ ID NO:1:

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVEYYGTSLMQWYQQKPGQPPKLLIFGASNVES
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGMYFCQQSRKLPWTFGGGTKVEIK

En SEQ ID NO:1, tal como se muestra en la figura 1, los restos subrayados se refieren a la localizacion de las
regiones determinantes de la complementariedad, mientras que los restos 24 a 34 se refieren a CDR1, los restos 50
a 56 se refieren a CDR2, y los restos 89 a 97 se refieren a CDR3. La figura 1B muestra la secuencia de nucleétidos
de la cadena ligera variable y la secuencia de aminoacidos deducida. En esta figura, los restos del dominio de
cadena ligera se numeran, de modo convencional, segun el sistema de numeracién de Kabat (Kabat E.A. et al.
(1991), Sequences of proteins of immunological interest, 52 edicion, Bethesda, US Department of Health and Human
Services).

Debe advertirse que la identificacion de estos restos de CDR es coherente con los restos asignados a las regiones
CDR empleando el sistema de numeracion de Kabat, en el que VLCDR1 (es decir, la regidon determinante de la
complementariedad 1 del dominio variable de cadena ligera) comprende los restos 24 a 34, VLCDR2 (la region
determinante de la complementariedad 2 del dominio variable de cadena ligera) comprende los restos 50 a 56, y
VLCDRS3 (la region determinante de la complementariedad 3 del dominio variable de cadena ligera) comprende los
restos 89 a 97.

Tal como se define en la presente, una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homdloga con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 significa una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente 95% de identidad de secuencia, y lo mas
preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia a lo largo de una longitud de al menos 20, 50 o 100
aminoacidos, o de la longitud completa de la secuencia, con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.
Generalmente, estas secuencias de aminoacidos homadlogas tendran una especificidad de unién por el receptor de
tipo Toll 2 y, cuando se unen al receptor de tipo Toll 2, antagonizaran la actividad funcional del receptor de tipo Toll

Generalmente, la region variable de la cadena ligera (VL) se une a un dominio constante kappa de inmunoglobulina
humana (CL) para proporcionar una cadena ligera, siendo dicha cadena ligera la cadena ligera del anticuerpo
humanizado.

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, cuando el anticuerpo o el miembro de unién de la invencién comprende
una cadena ligera completa, la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2:

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVEYYGTSLMQWYQQKPGQPPKLLIFGA
SNVESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGMYFCQQSRKLPWTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C

En ciertas otras realizaciones, la invencién se extiende a un anticuerpo o un miembro de unién que comprende una
cadena ligera que comprende, consiste, o consiste fundamentalmente en una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, y lo mas
preferiblemente 98% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2. Generalmente, el anticuerpo
que comprende la secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% o mas de identidad de aminoacidos con SEQ
ID NO:2 se unira especificamente al receptor de tipo Toll 2 y, cuando esté unido a este, actuara para antagonizar la
actividad funcional del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, segun se define en SEQ ID NO:2 y se
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muestra en la figura 3, se codifica a partir de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:3, segin se muestra en la
figura 4. En la secuencia de SEQ ID NO:3 mostrada en la figura 4, los acidos nucleicos subrayados codifican los
aminoacidos de la region variable de cadena ligera.

En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (VH) se muestra a
continuacion como SEQ ID NO:4:

QVQLVQSGSELKKPGASVKLSCKASGFTFTTYGINWVRQAPGQGLEWIGWIYPR
DGSTNFNENFKDRATITVDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFCARLTGGTFLDYW
GQGTTVTVSS

En SEQ ID NO:4, tal como se muestra en la figura 2, los restos subrayados se refieren a los restos aminoacidos de
las 3 regiones determinantes de la complementariedad, en los que los restos 31 a 35 se refieren a CDR1 (VHCDR1,
region determinante de la complementariedad 1 del dominio variable de cadena pesada), los restos 50 a 65 se
refieren a CDR2 (VHCDR2), y los restos 95 a 103 se refieren a CDR3 (VHCDR3). Debe advertirse que la colocacion
de estos restos de CDR se diferencia ligeramente de la colocacion generalmente atribuida a las regiones CDR
utilizando el sistema de numeracién de Kabat, en el que la CDR1 esta presente en los restos 31 a 35, CDR2 esta
presente en los restos 50 a 66, y CDR2 esta presente en los restos 95 a 103.

Segun se define en la presente, una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homadloga con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:4 significa una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente 95% de identidad de secuencia, y lo mas preferiblemente al menos
98% de identidad de aminoacidos a lo largo de una longitud de al menos 20, 50 o 100 aminoacidos de la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:4. En ciertas otras realizaciones, la invencién se extiende a un anticuerpo o un
miembro de unién que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente en una homologia de secuencia de aminoacidos de al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, y lo mas preferiblemente 98% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:A4.

Generalmente, la region variable de la cadena pesada (VH) se une a otra secuencia de aminoacidos que comprende
al menos un dominio constante de inmunoglobulina. En ciertas realizaciones, el dominio constante de
inmunoglobulina se deriva de un anticuerpo de la subclase IgG (inmunoglobulina G) para formar la cadena pesada
completa del anticuerpo humanizado de la invencion. Por consiguiente, dicho dominio constante puede comprender
CH1, CH2 y CH3 junto con un conector adecuado localizado entre dichos dominios CH1 y CH2.

En ciertas realizaciones, los dominios constantes de inmunoglobulinas se derivan de una inmunoglobulina del isotipo
IgG, generalmente una inmunoglobulina G, isotipo 4 (IgG4). Los anticuerpos IgG4 son moléculas dinamicas que
intercambian los brazos Fab cambiando una cadena pesada y una cadena ligera unida (media molécula) por una
pareja de cadenas pesada-ligera de otra molécula, dando este intercambio como resultado la produccon de
anticuerpos biespecificos. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, se produce al menos una mutaciéon en la
secuencia de aminoacidos de al menos uno de los dominios constantes de la inmunoglobulina IgG4 para evitar que
se produzca el intercambio de brazos Fab. Por consiguiente, en ciertas realizaciones de la invencién, cuando un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo comprende dominios constantes derivados de IgG4, se realizara una
mutacion del resto aminoacido 241 de la cadena pesada, localizado en la regién de bisagra, de modo que el resto
serina se sustituye por un resto prolina (S241P) (segun se indica en Angal S. et al., Molecular Immunology, 1993,
vol. 30, n.° 1, pp. 105-108).

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los restos aminoacidos utilizados para proporcionar los restos del dominio
constante de cadena pesada y ligera se derivan de una inmunoglobulina de isotipo IgG4. En ciertas otras
realizaciones, la inmunoglobulina se deriva de una inmunoglobulina de la subclase IgG y del isotipo 1gG1, 1gG2 o
IgG3. En ciertas otras realizaciones, los restos aminoacidos utilizados para proporcionar los restos del dominio
constante de cadena pesada y ligera se derivan de una inmunoglobulina del subtipo IgA.

En diversas otras realizaciones, pueden producirse una o mas mutaciones, sustituciones, deleciones o inserciones
en la secuencia de aminoacidos del dominio constante del anticuerpo para modificar las propiedades funcionales del
anticuerpo. Por ejemplo, puede realizarse al menos una mutacion, insercion, delecion y/o sustitucion de un
aminoacido en los restos aminoacidos de un dominio constante para modificar al menos una propiedad
seleccionada, pero sin limitarse a las propiedades de funcién efectora, potencia o semivida del anticuerpo.

En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de un anticuerpo segun la presente
invencion, que comprende los dominios VH-CH1-CH2-CH3 y que también incluye una region de bisagra, se
proporciona a continuacion como SEQ ID NO:5:
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QVQLVQSGSELKKPGASVKLSCKASGFTFTTYGINWVRQAPGQGLEWIGWIYPR
DGSTNFNENFKDRATITVDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFCARLTGGTFLDYW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVE
SKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEV
QFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLGK

En ciertas otras realizaciones, la invencién se extiende a un anticuerpo o un miembro de unién que comprende una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos homologa que tiene una identidad de secuencia de
aminoacidos de al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, y lo ma
preferiblemente 98% con la secuencia de amindacidos de SEQ ID NO:5.

En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, segun se define en SEQ ID NO:5 y se
muestra en la figura 5, es codificada a partir de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:6, tal como se muestra
en la figura 6. En la secuencia de SEQ ID NO:5, tal como se muestra en la figura 5, los restos en negrita son la
region de bisagra, los restos en cursiva son los restos del dominio constante CH1, los restos subrayados son los
restos del dominio constante CH2, y los restos listados después de los restos subrayados son los restos del dominio
constante CH3. En ciertas realizaciones, los dominios constants CH1, CH2 y/o CH3 pueden estar sustituidos, en su
totalidad o en parte, por un dominio CH1, CH2 o CHS3 derivado de cualquier subtipo de inmunoglobulina adecuado,
tal como, pero sin limitarse a 1gG1, 1gG2, IgA o IgM. En ciertas realizaciones, también puede proporcionarse la
delecion, la adiciéon o la sustitucion de al menos un resto aminodacido presente en cualquiera de los dominios
constantes. Generalmente, dichas deleciones, adiciones o sustituciones provocan un cambio funcional en las
propiedades de union de la porcion Fc del anticuerpo, o del fragmento de anticuerpo, y en particular una modulacion
de la capacidad de la region Fc del anticuerpo para unirse al receptor de Fc y mediar en las funciones efectoras.

En ciertas otras realizaciones, la presente invencion se extiende a un anticuerpo aislado que comprende un dominio
variable de cadena ligera de SEQ ID NO:1, o un variante que tiene al menos 90% de identidad de secuencia de
aminoacidos con esta, y un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:4, o un variante que tiene al menos
90% de identidad de homologia de secuencia con esta.

En ciertas otras realizaciones, se proporciona un anticuerpo formado por una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, o un variante que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con
esta, y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, o un variante que tiene al
menos 90% de identidad de secuencia de aminoacidos con esta.

Se apreciara que los dominios variables y constantes de las cadenas ligera y pesada para su uso para producir los
anticuerpos y los fragmentos de anticuerpo de la presente invencién pueden incluir variantes de estos dominios, por
ejemplo, dichos dominios variables y constantes pueden comprender una o mas variaciones de aminoacidos,
comparado con la secuencia de esos dominios segun se describe en la presente. Se apreciara que los dominios
constantes del variante pueden ser mas largos o mas cortos que los dominios constantes descritos en la presente.
En ciertas realizaciones, los dominios variables o constantes del variante pueden tener una homologia de secuencia
de al menos 90% de identidad o similitud con un dominio constante de anticuerpo de tipo salvaje.

Tal como se define en la presente, la “homologia de secuencia” también puede denominarse identidad de secuencia
o similitud de secuencia. El término “identidad” o la expresién “identidad de secuencia”, tal como se emplea en la
presente, significa que, en cualquier posicion concreta en la secuencia alineada, el resto aminoacido es idéntico
entre las secuencias alineadas. El término “similitud” o la expresién “similitud de secuencia”, tal como se emplea en
la presente, significa que, en cualquier posicidon concreta en la secuencia alineada, el resto aminoacido es de un tipo
similar entre las secuencias. Por ejemplo, la leucina puede sustituirse por un resto isoleucina o valina. Esto puede
denominarse una sustitucidon conservativa. Preferiblemente, cuando las secuencias de aminoacidos de la invencion
se modifican mediante una sustitucion conservativa de cualquiera de los restos aminoacidos contenidos en ellas,
estos cambios no tienen ningun efecto sobre la especificidad de unién o la actividad funcional del anticuerpo
resultante cuando se compara con el anticuerpo no modificado.

La homologia de secuencia o la identidad de secuencia con respecto a un polipéptido (nativo) de la invencion y su
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derivado funcional se relaciona con el porcentaje de restos aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos
a los restos del correspondiente polipéptido nativo, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es
necesario, para lograr el maximo porcentaje de homologia, y no considerando ninguna de las sustituciones
conservativas como parte de la identidad de secuencia. No debe considerarse que las extensiones N- o C-terminales
o las inserciones reduzcan la identidad u homologia de secuencia. Los métodos y programas informaticos para
realizar el alineamiento de dos o mas secuencias de aminoacidos y la determinacion de su identidad u homologia de
secuencia son muy conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el porcentaje de identidad o similitud de 2
secuencias de aminoacidos puede calcularse con facilidad utilizando algoritmos, por ejemplo, BLAST (Altschul et al.,
1990), FASTA (Pearson y Lipman, 1988), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman, 1981).

También se describe un anticuerpo totalmente humanizado que presenta especificidad de uniéon con el epitopo
presente en el receptor de tipo Toll 2 que es reconocido por el anticuerpo monoclonal murino T2.5, en el que dicho
anticuerpo humanizado comprende:

- una regiéon variable de cadena ligera en el que la regién variable comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,

- una cadena pesada en la que el dominio variable comprende, consiste, o consiste fundamentalmente en la
secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:4.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo puede conjugarse con al menos una molécula efectora o indicadora.

En otros aspectos, la presente invencion se extiende a un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado,
denominado OPN-305, que comprende una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:1, y un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.
El anticuerpo OPN-305 también puede definirse como que tiene una cadena ligera que consiste, o consiste
fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, y una cadena pesada que consiste, o consiste
fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5.

La expresion “consiste fundamentalmente en” o “consistiendo fundamentalmente en”, tal como se emplea en la
presente, significa que un polipéptido puede tener caracteristicas o elementos adicionales mas alla de los descritos,
con la condicién de que estas caracteristicas o elementos adicionales no afecten sustancialmente a la capacidad del
anticuerpo o del fragmento de anticuerpo para que tenga especificidad de union con el receptor de tipo Toll 2. Es
decir, el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo que comprenden los polipéptidos también pueden tener
caracteristicas o elementos adicionales que no interfieren con la capacidad del anticuerpo o los fragmentos de
anticuerpos para unirse al receptor de tipo Toll 2 y antagonizar la actividad funcional del receptor de tipo Toll 2, tales
como modificaciones introducidas en la secuencia de aminoacidos para reducir la inmunogenicidad del anticuerpo.
Por ejemplo, un polipéptido que consiste fundamentalmente en una secuencia especificada puede contener uno,
dos, tres, cuatro, cinco o mas aminoacidos adicionales, en cualquier extremo o en ambos extremos de la secuencia,
con la condiciéon de que los aminoacidos adicionales no interfieran, inhiban, bloqueen o interrumpan el papel del
polipéptido en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. De modo similar, una molécula de polipéptido que interviene
en los anticuerpos antagonistas del receptor de tipo Toll 2 de la invencion puede modificarse quimicamente con uno
0 mas grupos funcionales, con la condicion de dichos grupos funcionales no interfieran con la capacidad del
anticuerpo o del fragmento de anticuerpo para unirse al receptor de tipo Toll 2 y antagonizar su funcion.

También se describe un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado aisaldo, que comprende una regioén variable
de cadena ligera que comprende, consiste, o consiste fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:1 y/o un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

Tal como se define en la presente, un anticuerpo “totalmente humanizado” se refiere a un anticuerpo que tiene
regiones variables en las que las regiones de marco (FR), las regiones constantes (CR) y las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) se derivan de secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humanas.
Ademas, si el anticuerpo contiene regiones constantes, entonces estas regiones constantes también se derivan de
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humanas. Los anticuerpos totalmente humanizados de la
invencion pueden incluir restos aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina humanas, tales
como mutaciones introducidas al azar, o mutagénesis dirigida especifica de sitio in vitro. Sin embargo, un anticuerpo
totalmente humanizado no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea
germinal de otras especies de mamifero, tales como ratones, han sido injertadas en secuencias marco humanas. Un
anticuerpo monoclonal totalmente humanizado es un anticuerpo que muestra una Unica especificidad de unién y que
tiene regiones variables en las que tanto la regidon de marco como las regiones CDR se derivan de secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Esto se diferencia, por ejemplo, de un anticuerpo monoclonal
humanizado, en el que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como
un ratén, han sido injertadas en secuencias marco humanas.

Cuando solo se proporciona la secuencia de aminoacidos de la secuencia pesada variable (VH) o ligera variable
(VL), se proporcionan métodos para producir anticuerpos que se unen al dominio extracelular del receptor de tipo
Toll 2, en particular el receptor de tipo Toll 2 de mamifero, generalmente el receptor de tipo Toll 2 humano, en los
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que dichos anticuerpos actdan para antagonizar la funcién del receptor de tipo Toll 2, mediante la seleccion de
dichas secuencias de dominio variable frente a un banco de secuencias de dominios variables complementarias
segun las indicaciones de Portolano et el. (Portolano et al., The Journal of Immunology (1993), 150:880-887), y
Clarkson et al. (Clarkson et al., Nature (1991), 352:624-628).

En la presente se describe un anticuerpo aislado que se une especificamente al receptor de tipo Toll 2 humano,
comprendiendo dicho anticuerpo un dominio variable de cadena pesada que comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4, y un dominio variable de cadena ligera que
comprende, consiste, o consiste fundamentalmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. El anticuerpo
aislado puede ser un anticuerpo aislado sustancialmente puro que esté sustancialmente exento de otros anticuerpos
que tengan diferentes especificidades antigénicas. El anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante, es decir, el
anticuerpo se ha fabricado mediante métodos recombinantes.

También se describe en la presente un anticuerpo que se une especificamente al receptor de tipo Toll 2, en el que el
anticuerpo consiste, o consiste fundamentalmente en una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2, y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5, en el que el
anticuerpo presenta reactividad cruzada (es decir, tiene especificidad de unién) con el receptor de tipo Toll 2
expresado en células humanas, murinas y de mono. Generalmente, el anticuerpo se une al receptor de tipo Toll 2 en
el sitio de unién al ligando que, cuando es unido por el anticuerpo, evita la activacion del receptor de tipo Toll 2
mediante la unién de un agonista ligando al sitio de unién al ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe una proteina de unién al antigeno monoespecifica multivalente que comprende dos, ftres,
cuatro o mas de los anticuerpos segun se describié en los anteriores aspectos de la invencion, o sus fragmentos, en
la que dichos anticuerpos estan unidos entre si mediante una estructura conectora.

En diversos otros aspectos, la presente invencion se extiende a miembros de unién o fragmentos de union al
antigeno derivados de los anticuerpos totalmente humanizados de los anteriores aspectos de la invencion. Estos
fragmentos de union al antigeno se refieren a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad
de unirse especificamente al receptor de tipo Toll 2. Se ha demostrado que la funcién de unién al antigeno de un
anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. En ciertas realizaciones, los
miembros de union o los fragmentos de unidn al antigeno pueden ser miembros de union aislados. Un miembro de
union o un fragmento de unién al antigeno de la invencion puede comprender un fragmento de los anticuerpos de la
presente invencion, por ejemplo, un fragmento de una molécula de anticuerpo totalmente humanizado, tal como solo
la cadena pesada o ligera, o, por ejemplo, el dominio variable de la cadena pesada y/o ligera. En ciertas
realizaciones, un miembro de unién generalmente puede comprender, consistir o consistir fundamentalmente en un
dominio VH y/o VL de anticuerpo. En la presente también se describen dominios VH de los miembros de union.
Dentro de cada uno de los dominios VH y VL se encuentran 3 regiones determinantes de la complementariedad
(“CDR”), junto con 4 regiones de marco (“FR”) asociadas. Un dominio VH generalmente comprende 3 HCDR
(regiones determinantes de la complementariedad de cadena pesada), y un dominio VL generalmente comprende 3
LCDR (regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera). Por consiguiente, un miembro de unién
puede comprender un dominio VH que comprende, en secuencia, regiones VH CDR1 (o HCDR1), CDR2 (HCDR2) y
CDR3 (HCDR3), junto con una pluralidad de regiones de marco asociadas. Un miembro de uniéon puede
comprender, como alternativa o ademas, un dominio VL que comprende dominios VL CDR1, CDR2 y CDR3, junto
con regiones de marco asociadas. Los dominios VH o VL generalmente comprenden cuatro regiones de marco,
FR1, FR2, FR3 y FR4, intercaladas entre las 3 regiones determinantes de la complementariedad en la siguiente
disposicion: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4.

La regién variable de la cadena ligera (VL) comprende 3 regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
que desempefian un papel para conferir especificidad de unién al anticuerpo o fragmento de union. Las regiones
determinantes de la complementariedad también se conocen como regiones hipervariables. Las 3 regiones
determinantes de la complementariedad se muestran a continuacion como SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, y SEQ ID
NO:9, que se relacionan con VLCDR1, VLCDR2 y VLCDRS.

VLCDR1: Arg-Ala-Ser-Glu-Ser-Val-Glu-Tyr-Tyr-Gly-Thr-Ser-Leu-Met-GIin

(RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID NO:7))
VLCDR2: Gly-Ala-Ser-Asn-Val-Glu-Ser (GASNVES (SEQ ID NO:8))

VLCDR3: GIn-GIn-Ser-Arg-Lys-Leu-Pro-Trp-Thr (QQSRKLPWT (SEQ ID NO:9))
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La figura 1A muestra la secuencia de aminoacidos del dominio VL de un anticuerpo de la presente invencién segun
se muestra en SEQ ID NO:1. La figura 1B muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera variable y la
secuencia de aminoacidos deducida. La localizacion de la regiones VLCDR1, VLCDR2 y VLCDR3 se muestra con el
subrayado de los restos aminoacidos apropiados que comprenden cada regién determinante de la
complementariedad (CDR) en la figura 1A.

En la figura 1B, los restos del dominio variable de cadena ligera se numeran de modo convencional segun el sistema
de numeracioén disefiado por Kabat ef al. (Kabat, E.A., Wu, T.T., Perry, H., Gottesman, K. y Foeller, C. (1991),
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicion, NIH Publication n.° 91-3242). El sistema de numeracion
de Kabata se emplea en general cuando se menciona un resto en el dominio variable (aproximadamente los restos
1-107 de la cadena ligera y los restos 1-113 de la cadena pesada). Este sistema de numeracion se emplea en la
presente memoria descriptiva excepto cuando se indique lo contrario. Las denominaciones de restos de Kabat no
siempre se corresponden directamente con la numeracion lineal de los restos aminoacidos de las regiones variables
de cadena pesada y ligera de la presente invencion. La secuencia de aminoacidos lineal real puede contener mas o
menos aminoacidos que en la numeraciéon de Kabat estricta, que corresponden con un acortamiento o una insercién
en un componente estructural, tanto una regién de marco como una region determinante de la complementariedad
(CDR) de la estructura basica del dominio variable de la cadena pesada o ligera. Puede determinarse la numeracion
de Kabat correcta de los restos para cualquier anticuerpo concreto mediante el alineamiento de los restos en la
secuencia del anticuerpo con una secuencia patrén a la cual se ha aplicado la numeracién de Kabat.

VLCDR1 (también denominada VL-CDR1, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena ligera 1, o CDR-L1) consiste en 15 restos aminoacidos presentes en los restos 24 a 38 de la secuencia del
dominio variable de cadena ligera, tal como se muestra en la figura 1A. Estos restos se muestran como los restos 24
a 34 en la figura 1B, en la que se consideran los restos 27, 27a, 27b, 27c y 27d. Asi, en el caso de VLCDR1, se
toman 15 restos para equipararse con la region CDRL1 definida segun Kabat.

VLCDR2 (también denominada VL-CDR2, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena ligera 2, o CDR-L2), tal como se muestra en la figura 1A, consiste en 7 restos aminoacidos y esta colocada
en los restos 50 a 56 de la secuencia del dominio variable, tal como se muestra en la figura 1B. Estos restos se
correlacionan exactamente con los restos 50 a 56 segun se toman para equipararse con la region CDRL2 definida
segun Kabat.

VLCDR3 (también denominada VL-CDRS3, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena ligera 3, o CDR-L3), tal como se muestra en la figura 1A, consiste en 9 restos aminoacidos y esta colocada
en los restos 89 a 97 de la secuencia del dominio variable de cadena ligera, tal como se muestra en la figura 1B.
Estos restos se correlacionan exactamente con los restos 89 a 97 segun se toman para equipararse con la region
CDRL3 definida segun Kabat.

La region variable de la cadena pesada (VH) también comprende 3 regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) que desempefian un papel para conferir la especificidad de union al anticuerpo o al
fragmento de anticuerpo. Las 3 regiones determinantes de la complementariedad se muestra a continuacion como
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, y SEQ ID NO:12, que se relacionan con VHCDR1, VHCDR2 y VHCDRS3.

VHCDR1: Thr-Tyr-Gly-lle-Asn (TYGIN{SEQ ID NO:10)).

VHCDR2: Trp-lie-Tyr-Pro-Arg-Asp-Gly-Ser-Thr-Asn-Phe-Asn-Glu-Asn-Phe-Leu-
Asp (WIYPRDGSTNFNENFKD (SEQ ID NO:11)).

VHCDR3: Leu-Thr-Gly-Gly-Thr-Phe-Leu-Asp-Tyr (LTGGTFLDY (SEQ ID NO:12)).

La figura 2A muestra la secuencia de aminoacidos del dominio VH segun se muestra en SEQ ID NO:2. La figura 2B
muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada variable y la secuencia de aminoacidos deducida.

En la figura 2B, los restos del dominio variable de cadena pesada se numeran de modo convencional segin un
sistema disefiado por Kabat (supra). La localizacion de las regiones VHCDR1, VHCDR2 y VHCDRS3 se muestra
mediante el subrayado de los restos aminoacidos apropiados en la figura 2A.

VHCDR1 (también denominada VH-CDR1, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena pesada 1, o CDR-H1) consiste en 5 restos aminoacidos presentes en los restos 31 a 35 de la secuencia del
dominio variable. Estos restos se correlacionan exactamente con los restos 31 a 35 segun se toman para
equipararse con la region CDRH1 definida segun Kabat.
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VHCDR2 (también denominada VH-CDR2, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena pesada 2, o CDR-H2) consiste en 17 restos aminoacidos, y esta colocada en los restos 50 a 65 de la
secuencia del dominio variable. Estos restos se correlacionan exactamente con los restos 50 a 65 segun se toman
para equipararse con la region CDRH2 definida segun Kabat.

VHCDRS3 (también denominada VH-CDRS, region determinante de la complementariedad del dominio variable de
cadena pesada 3, o CDR-H3) consiste en 9 restos aminoacidos, y esta colocada en los restos 95 a 103 de la
secuencia del dominio variable de cadena ligera. Debido a la presencia de 2 restos en la posicion 100 y 100a, que
se considera que se alinean con el resto 100 de la region CDRH3 de la region CDRH3 derivada de Kabat, segun se
ilustra en la figura 2B, estos 9 restos se correlacionan exactamente con los 8 restos (restos 95 a 102) de la region
CDRH2 definida segun Kabat.

Las CDR de la cadena ligera se asocian con las CDR de la cadena pesada para conferir la especificidad de unién a
un anticuerpo, o a un fragmento de unién de un anticuerpo, en los casos en que ambos conjuntos de CDR estén
presentes. Se sabe que la contribucion realizada por la region variable de cadena ligera a la energética de la union
es pequefa, con relacion a la region variable de cadena pesada asociada. Por consiguiente, se sabe que las
regiones de cadena pesada aisladas, que comprenden, en secuencia, las 3 regiones determinantes de la
complementariedad (VHCDR1, VHCDR2 y VHCDR3) tienen capacidad de unién al antigeno y se denominan
habitualmente anticuerpos de un solo dominio. Estos fragmentos de anticuerpos son proporcionados por la presente
invencion, basandose en el suministro del dominio variable de cadena pesada de la presente invencién, tal como el
definido en SEQ ID NO:4.

En la presente se describe un anticuerpo totalmente humanizado, o un miembro de unién relacionado, que presenta
especificidad de union por el receptor de tipo Toll 2 (TLR2, TLR-2, CD282), y que comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente en al menos una secuencia de aminoacidos selecconada del grupo que comprende SEQ ID NO:7
a SEQ ID NO:12. En ciertas realizaciones, el miembro de unién comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NO:10, 11 y 12. También se describe un miembro de uniébn que comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente, en secuencia, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11 y SEQ ID
NO:12. Cada una de SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11y SEQ ID NO:12 puede proporcionarse en secuencia, con las
regiones de marco intercaladas entre ellas.

En ciertas realizaciones, las secuencias de aminoacidos de los dominios VH o VL pueden comprender al menos una
retromutacoén, siendo dicha retromutacién la sustitucion de un resto aminoacido en una posicion especifica de la
secuencia, para mejorar la especificidad de unién del anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos, por TLR2
y/o para potenciar la eficacia terapéutica del anticuerpo humanizado como antagonista de TLR2. Generalmente, esta
modificacion puede realizarse en los restos de marco dentro de las regiones variables de cadena ligera y pesada
para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. En ciertas realizaciones, pueden utilizarse otras técnicas de
modificacion para modificar los anticuerpos de la presente invencion, por ejemplo, incluyendo modificaciones de la
region Fc que puedan alterar la semivida sérica, la fijacion del complemento, la unién al receptor de Fc y/o la
citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, en ciertas realizaciones, pueden producirse anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos que tengan patrones de glicosilacion alterados. En ciertas realizaciones, un anticuerpo de
la invencion se altera para aumentar o disminuir el grado en el que el anticuerpo esta glicosilado. La glicosilacion de
polipéptidos generalmente se presenta N-enlazada u O-enlazada. N-enlazada se refiere a la uniéon de un resto
carbohidrato a la cadena lateral de un resto asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de
estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacion O-enlazada
se refiere a la unién de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa al hidroxiaminoacido, de modo
mas habitual serina o treonina, aunque también puede utilizarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

En ciertas otras realizaciones, los anticuerpos pueden PEGilarse haciendo reaccionar el anticuerpo con un derivado
de polietilenglicol (PEG). En ciertas realizaciones, el anticuerpo se desfucosila y, por tanto, carece de restos fucosa.

En ciertas realizaciones, las modificaciones en las propiedades bioldgicas de un anticuerpo pueden realizarse
seleccionando sustituciones que afectan (a) a la estructura del esqueleto polipeptidico en el area de la sustitucion,
por ejemplo, como una conformacién en lamina o hélice, (b) a la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio
diana, o (c) a la voluminosidad de la cadena lateral. Los aminoacidos pueden agruparse segun sus similitudes en las
propiedades de sus cadenas laterales (en A.L. Lehninger, en Biochemistry, 22 edicion, pp. 73-75, Worth Publishers,
Nueva York (1975)): (1) no polares - Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M); (2) polares
sin carga - Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q); (3) acidos - Asp (D), Glu (E); (4) basicos: Lys
(K), Arg (R), His (H). Como alternativa, los restos que aparecen en la naturaleza pueden dividirse en grupos basados
en sus propiedades comunes de la cadena lateral: (1) hidréfobos - norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle; (2) hidrofilos
neutros - Cys, Ser, Thr, Asn, GIn; (3) acidos - Asp, Glu; (4) basicos - His, Lys, Arg; (5) restos que influyen en la
orientacion de la cadena - Gly, Pro; (6) aromaticos - Trp, Tyr, Phe. Las sustituciones no conservativas implican
intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase. Estos restos sustituidos también pueden introducirse
en los sitios de sustitucion conservativa o en el resto de los sitios (por ejemplo, no conservados).
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También se describe el uso del dominio VL de SEQ ID NO:1 y/o el dominio VH de SEQ ID NO:4 para la formacion
de un anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos, en el que dicho anticuerpo o fragmento presenta
especificidad de unién por el receptor de tipo Toll 2, y en el que dicho anticuerpo o fragmento actlia para antagonizar
la actividad funcional del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas otras realizaciones, la presente invencion se extiende a un miembro de unién que presenta especificidad
de union por el receptor de tipo Toll 2 y que actia como antagonista de TLR2, en el que dicho miembro de unién
comprende, consiste, o consiste fundamentalmente en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID
NO:4, o secuencias que tienen una homologia de secuencia de aminoacidos de al menos 90%, mas preferiblemente
al menos 95%, y lo mas preferiblemente al menos 98% con ella.

En ciertos otros aspectos, la invencién se extiende a un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado, denominado
OPN-305, que se caracteriza en los siguientes ejemplos. La secuencia de aminoacidos del dominio variable de las
cadenas ligeras (VL) de OPN-305 se muestra en SEQ ID NO:1, mientras que la secuencia de aminoacidos del
dominio variable de la cadena pesada (VH) de OPN-305 se muestra en SEQ ID NO:4. Ademas, la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada de OPN-305 se muestra en SEQ ID NO:5, mientras que la secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de OPN-305 se muestra en SEQ ID NO:2.

El anticuerpo puede producirse por medios recombinantes, tales como un cultivo celular o, como alternativa, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo aislado. En ciertas realizaciones, pueden realizarse mas modificaciones en la
porcién Fc de la cadena pesada, y en particular en los dominios constantes CH2 y CH3 del anticuerpo. En estas
realizaciones, el anticuepo comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, y
el dominio variable de cadena pesda comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4. En ciertas
realizaciones, puede obtenerse un fragmento de union a partir del anticuerpo totalmente humanizado OPN-305, tal
como un fragmento Fab, un fragmento F’ab o un sc-Fv.

También se describe un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo de esta descripcion, o una de sus
porciones de unién al antigeno, unido a una molécula compariera. Este conjugado de anticuerpo-molécula
compafiera puede conjugarse a través de un conector quimico, tal como un conector de peptidilo, un conector de
hidrazina o un conector de disulfuro. EI compariiero de acoplamiento puede ser una molécula efectora, marcador,
farmaco, o molécula portadora. Las técnicas adecuadas para acoplar los anticuerpos de la invencién a compaferos
de acoplamiento de peptidilo y no peptidilo son conocidas por los expertos en la técnica. Los ejemplos de
marcadores adecuados incluyen marcadores detectables, tales como un radiomarcador, o un marcador enzimatico,
tal como peroxidasa de rabano, o restos quimicos, tales como biotina. Como alternativa, el marcador puede ser un
marcador funcional, por ejemplo, ricina, o profarmacos que son capaces de convertir profarmacos en farmacos
activos en el sitio de unién del anticuerpo.

También se describe una molécula biespecifica que comprende un anticuerpo, o una de sus porciones de unién al
antigeno, unido a un segundo resto funcional que tiene una especificidad de unién diferente a la de dicho anticuerpo
o dicha porcién de unién al antigeno de este.

También se describe un anticuerpo monoclonal, un fragmento de unién derivado de un anticuerpo, un péptido, un
oligonucledtido, un peptidomimético o un compuesto organico que se une especificamente al mismo epitopo
presente en el dominio extracelular del receptor de tipo Toll 2 al que se une el anticuerpo monoclonal OPN-305, en
el que el anticuerpo monoclonal no es el anticuerpo disponible en el mercado denominado T2.5. Estos compuestos
tienen la capacidad de presentar competencia cruzada con los anticuerpos descritos en la presente por unirse al
receptor de tipo Toll 2 en el mismo epitopo. Estos compuestos pueden identificarse mediante estudios de unién de
competencia cruzada, que pueden realizarse contra un anticuerpo de la presente invencon, tal como OPN-305.

En diversos otros aspectos, la presente invencion se extiende a un anticuerpo totalmente humanizado, un anticuerpo
monoclonal totalmente humanizado o un miembro de unién derivado de estos segun la presente invencion, para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad o un trastorno que esta mediado, en su totalidad o en
parte, por la sefializacién intracelular y/o la activacion del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas realizaciones, la enfermedad o el trastorno mediado por TLR2 es un trastorno inflamatorio.

En ciertas realizaciones, el miembro de unién puede seleccionarse del grupo que comprende, pero no se limita a un
fragmento Fab, un fragmento Fab’, un scFv (fragmento variable monocatenario), un peptidomimético y un diacuerpo,
o un derivado multivalente relacionado.

Las técnicas utilizadas para la produccion recombinante de fragmentos Fab, Fab’ y F(ab’)2 son muy conocidas por
los expertos en la técnica, e incluyen las descritas en la publicacion de patente internacional PCT WO 92/22324,
Sawai et al., “Direct Production of the Fab Fragment Derived From the Sperm Immobilizing Antibody Using
Polymerase Chain Reaction and CDNa Expression Vectors”, 1995, AJRI, 34:26-34; y Mullinax et al., “Expression of
Heterodimeric Fab Antibody Protein in One Cloning Step”, 1992, BioTechniques, 12(6):864-869; y Better et al.,
“Escherichia coli Secretion of an Active Chimeric Antibody Fragment”, 1988, Science, 240:1041-1043.
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Los ejemplos de técnicas que pueden utilizarse para producir scFv (fragmentos Fv monocatenarios) se describen en
Huston et al., “Protein Engineering of Single-Chain Fv Analogs and Fusion Proteins”, Methods in Enzymology, vol.
203:46-88 (1991).

En ciertas realizaciones, los fragmentos de anticuerpos pueden derivarse de anticuerpos de longitud completa
mediante digestion proteolitica segun el método de Morimoto (Morimoto et al., “Single-step purification of F(ab’) sub
2 fragments of mouse monoclonal antibodies (immunoglobulins G1) by hydrophobic interaction high performance
liquid chromatography using TSKgel Phenyl-5PW”, Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 24:107-117
(1992)). Ahora también pueden producirse fragmentos de anticuerpos directamente a partir de células hospedantes
(véase Carter et al., “High Level Escherichia coli expression and production of a bivalent humanized antibody
fragment”, Bio/Technology, 10:163-167 (1992)).

También se describe un método para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno inflamatorio que esta mediado,
en su totalidad o en parte, por el receptor de tipo Toll 2, comprendiendo dicho método las etapas de:

- proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos de
unién, segun la presente invencion, y

- administrarlo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

El método puede implicar la administracion de una proteina de union al antigeno monoespecifica multivalente que
comprende dos, tres, cuatro o mas anticuerpos segun la invencion.

También se describe una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
monoclonal humanizado, una porciéon de unién al antigeno de estos, un inmunoconjugado o una molécula
biespecifica segun se describe en la presente, junto con al menos un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La formulacion puede ser una formulacién liquida, una formulacién liofilizada, una formulacién liofilizada que se
reconstituye como un liquido, o una formulacién en aerosol. El anticuerpo en la formulacién puede estar a una
concentracion de aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml, de aproximadamente 0,5 mg/ml a
aproximadamente 45 mg/ml, de aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente
100 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, o de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml.

La formulacién también puede comprender un tampén. Generalmente, el pH de la formulacién es de
aproximadamente pH 5,5 a aproximadamente pH 6,5.

El tampoén puede comprender un tampén histidina de aproximadamente 4 mM a aproximadamente 60 mM, tampdn
succinato de aproximadamente 5 M a aproximadamente 25 mM, o tampdn acetato de aproximadamente 5 mM a 25
mM. El tampoén puede comprender cloruro de sodio a una concentraciéon de aproximadamente 10 mM a 300 mM,
generalmente a una concentracion de aproximadamente 125 mM, y citrato de sodio a una concentracion de
aproximadamente 5 mM a 50 mM, generalmente 25 mM. La formulacién también puede comprender un tensioactivo
a una concentracion de aproximadamente 0% a aproximadamente 0,2%. El tensioactivo puede seleccionarse del
grupo que consiste, pero no se limita a polisorbato-20, polisorbato-40, polisorbato-60, polisorbato-65, polisorbato-80,
polisorbato-85, y sus combinaciones. El tensioactivo puede ser polisorbato-20. La formulacion también puede
comprender Tween de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 0,05%, y también puede comprender cloruro
de sodio a una concentracion de aproximadamente 125 mM vy citrato de sodio a una concentracion de
aproximadamente 25 mM.

La composicién farmacéutica también puede comprender o puede administrarse a un sujeto junto con al menos un
compuesto inmunomodulador, tal como un compuesto inmunosupresor, un anticuerpo secundario o0 uno de sus
fragmentos, o una proteina recombinante.

El anticuerpo y los miembros de union de la presente invenciéon también pueden utilizarse para el diagnédstico, por
ejemplo, el diagnoéstico y la formacion de imagenes in vivo de estados de enfermedad que implican al receptor de
tipo Toll 2, en el que el anticuerpo de la invencion puede utilizarse para dirigirse y unirse a células que expresan el
receptor de tipo Toll 2. Ademas, un compuesto o molécula secundaria puede unirse al anticuerpo de la invencién
para su uso para dirigir dicho compuesto o molécula secundaria a células que expresan el receptor de tipo Toll 2.

También se describe un kit para el tratamiento o la prevencion de un trastorno o una enfermedad mediada por el
receptor de tipo Toll 2. El kit puede comprender un anticuerpo segun la presente invencion, o uno de sus fragmentos
de union al antigeno, que es capaz de unirse al receptor de tipo Toll 2 y antagonizar su actividad funcional, e
instrucciones para la administracion de este a un paciente.

También se describe un anticuerpo neutralizante humanizado, o una de sus porciones de unién al antigeno, en el
que el anticuerpo se une especificamente al receptor de tipo Toll 2 de mamifero con una Kp de 1 x 10® M o menor,
pero no se une a CD32 (receptor Fc gamma 1l), en el que el anticuerpo se une especificamente al mismo epitopo
presente en el dominio extracelular del receptor de tipo Toll 2 al cual se une el anticuerpo disponible en el mercado
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denominado T2.5.

También se describe un anticuerpo monoclonal aislado, o una de sus porciones de union al antigeno, que se une a
un epitopo sobre el receptor de tipo Toll 2 de mamifero con una Kp de 1 x 10 M o menor, y que no se une a CD32
(receptor Fc gamma 1), en el que el epitopo es reconocido por un anticuerpo de referencia, en el que el anticuerpo
de referencia comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:4 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

También se describe un anticuerpo monoclonal humano aislado, o una de sus porciones de unién al antigeno, que
se une especificamente al receptor de tipo Toll 2 de mamifero y muestra las siguientes propiedades:

- se une al receptor de tipo Toll 2 de mamifero con una Kp de 1 x 10® M o menor,
- no se une a CD32 (receptor Fc gamma ll),

- presenta reactividad cruzada con el receptor de tipo Toll 2 humano, el receptor de tipo Toll 2 murino, y el receptor
de tipo Toll 2 de mono.

Miembros de unién a Fab

En ciertas realizaciones de los anteriores aspectos de la invencion, la invencidon proporciona un fragmento de
anticuerpo o una porcion de unién al antigeno de un anticuerpo. Los ejemplos de fragmentos de unién incluyen un
fragmento Fab, F’ab o F(ab’)2, que es un fragmento monovalente que consiste, o consiste fundamentalmente en los
dominios VL, VH, CL y CH1 de un anticuerpo heterotetramero. En ciertas realizacines, el dominio VL tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1, y el dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.
En ciertas realizaciones, los dominios CL y CH1 se basan en la secuencia de aminoacidos de un dominio CL y CH1
de una inmunoglobulina de la subclase IgG e isotipo IgG4, o de los dominios CL y CH1, tal como se muestra en SEQ
ID NO:5 de la figura 5. El fragmento Fab de esta realizacion de la invencion puede utilizarse para el tratamiento o la
profilaxis de trastornos que incluyen, pero no se limitan a psoriasis, dermatitis y enfermedad ocular que incluye
uveitis y AMD (degeneracion macular relacionada con la edad).

Miembros de unién a dominios Unicos de unién

Ademas de proporcionar un anticuerpo monoclonal humanizado que presenta especificidad de unién con TLR2 y
que antagoniza la funciéon de TLR2, en la presente también se describen miembros de union distintos de
anticuerpos, que comprende una pareja de dominios de unidon basados en la secuencia de aminoacidos de una
region VL (variable de cadena ligera), segun se define en SEQ ID NO:1, y una secuencia de aminoacidos de una
region VH (variable de cadena pesada), segun se define en SEQ ID NO:4. En particular, en la presente se describen
dominios Unicos de unién que se basan en la region VL o VH de los anticuerpos humanizados de la invencion.

Por consiguiente, en la presente se describe un miembro de unién que comprende, consiste, o consiste
fundamentalmente en un dominio Unico de unién derivado del anticuerpo humanizado de la invencién. EI dominio
Unico de unién puede derivarse de la secuencia de aminoacidos de VH (dominio variable de cadena pesada), segun
se define en SEQ ID NO:4. Este dominio de unidon puede utilizarse como agente de transporte dirigido a TLR2,
puesto que se sabe que los dominios VH de inmunoglobulinas son capaces de unirse a antigenos diana de una
manera especifica.

Modificacién de restos de CDR

Los expertos en la técnica apreciaran que las secuencias de las regiones de complementariedad (segun se definen
en SEQ ID NO:7, 8, 9, 10, 11 y 12), asi como las secuencias de las regiones variables e hipervariables, pueden
modificarse sin perder la capacidad para unirse especificamente a TLR2. Por ejemplo, las regiones CDR de los
miembros de unién derivados de los anticuerpos humanizados de la presente invencion pueden ser idénticas o muy
homélogas (por ejemplo, 95% de identidad de secuencia o mayor) con las secuencias de aminoacidos definidas en
la presente en SEQ ID NO:7, 8, 9, 10, 11 y 12. Tal como se define en la presente, la expresion “muy homoldgo”
significa que pueden realizarse de 1 a 5 sustituciones de aminoacidos en las secuencias de las CDR. En ciertas
realizaciones, el grado de homologia que existe entre las respectivas CDR, las regiones hipervariables o las
regiones variables y sus homologos no modificados sera al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, y lo
mas preferiblemente mayor que 98%. Estas secuencias modificadas se encuentran dentro del alcance de la
presente invencion en los casos en que el miembro de unién modificado u homélogo conserve la capacidad de
unirse especificamente a TLR2 y de antagonizar su actividad funcional.

Polinucledtidos

En diversos otros aspectos, la presente invencion se extiende a polinucleétidos, y en particular a polinucleétidos
aislados, que codifican anticuerpos humanizados, fragmentos de anticuerpos y miembros de unién de la presente
invencion.
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Por consiguiente, en otro aspecto de la presente invencién se proporciona un polinucleédtido que codifica la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 y/o SEQ ID NO:4. En ciertas realizaciones, el polinucleétido es un
polinucleétido aislado.

Tal como se define en la presente, un “polinucleétido” incluye cualquier polirribonucledtido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado, o ARN o ADN modificado, que incluye, sin
limitacion, ARN monocatenario y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias.

Un polinucledtido de la invencion, por ejemplo, un polinucleétido que codifica un polipéptido o polipéptidos que
comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:4, incluye sus variantes alélicos y/o sus
complementos, que incluyen un polinucleétido que se hibrida con dichas secuencias de nucleétidos bajo condiciones
de rigurosidad moderada o alta.

En diversos otros aspectos, la invencion se extiende a un vector de expresidon que comprende un polinucleétido que
codifica un polipéptido que comprende SEQ ID NO:1 y/o SEQ ID NO:4. Ademas, la invencion se extiende a una
célula hospedante transformada con dicho vector.

Lineas celulares de hibridoma

Otro aspecto de la invencion proporciona una linea celular hibrida (hibridoma), que expresa un anticuerpo que tiene
una secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:1 y una secuencia de
aminoacidos del dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO:4.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A muestra la SEQ ID NO:1 que es la secuencia de aminoacidos del dominio variable de una cadena ligera
de un anticuerpo segun la invencion. La figura 1B muestra la secuencia de nucleotidos de la cadena ligera variable
(SEQ ID NO:17) y la secuencia de aminoacidos deducida (SEQ ID NO:18) que se ha numerado segun Kabat.

La figura 2A muestra la SEQ ID NO:4 que es la secuencia de aminoacidos del dominio variable de una cadena
pesada de un anticuerpo segun la invencion. La figura 2B muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada
variable (SEQ ID NO:19) y la secuencia de aminoacidos deducida (SEQ ID NO:20), que se ha numerado segun
Kabat.

La figura 3 muestra la SEQ ID NO:2 que muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de un anticuerpo
segun la invencion

La figura 4 muestra la SEQ ID NO:3, que muestra la secuencia del acido nucleico que puede traducirse para
codificar la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

La figura 5 muestra la SEQ ID NO:5 que es la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de un anticuerpo
segun la invencion

La figura 6 muestra la SEQ ID NO:6, que es la secuencia del acido nucleico que puede traducirse para codificar la
secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:5.

La figura 7 muestra la SEQ ID NO:15, que proporciona la secuencia de aminoacidos del receptor de tipo Toll 2
humano.

La figura 8 muestra la SEQ ID NO:16, que proporciona la secuencia de aminoacidos del receptor de tipo toll 2
murino.

La figura 9 demuestra que el antagonismo del receptor de tipo Toll 2 mediado por OPN-305 no depende de la union
del anticuerpo a CD32, mostrando el grupo 1 la adiciéon de un anticuerpo de cabra control, mostrando el grupo 2 la
adiciéon de un anticuerpo de blogueo anti-hCD32a de cabra, y mostrando el grupo 3 la adicién de un anticuerpo de
bloqueo anti-hCD32b de cabra.

La figura 10 demuestra que el antagonismo del receptor de tipo Toll 2 mediado por el anticuerpo monoclonal
OPN301 depende de la unién del anticuerpo a CD32 (figura 10A), mientras que el antagonismo del receptor de tipo
Toll 2 mediado por OPN-305 no depende de la unién del anticuerpo a CD32 (figura 10B).

La figura 11 muestra los resultados de analisis FACS que demuestran que OPN-305 presenta especificidad de union
por el receptor de tipo Toll 2 humano (figura 11A), mientras que un anticuerpo control de isotipo IgG4 no compite con
OPN-301 por la union al receptor de tipo Toll 2 (figura 11B).

La figura 12 demuestra que OPN-305 (OPN-305-21) suprime las respuestas de TLR2 murino de una manera
equivalente al anticuerpo OPN-301 murino.

La figura 13 muestra 3 sefales de analisis FACS que demuestran que OPN-305 se une al TLR2 de mono que se
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expresa sobre granulocitos (figura 13A) y monocitos (figura 13B), pero no sobre linfocitos (figura 13C).

La figura 14 muestra 2 sefales de analisis FACS que demuestran que OPN-305 compite con el anticuerpo
monoclonal murino anti-TLR2 OPN-301 por la unién al TLR2 de mono, mientras que la figura 14(A) muestra los
resultados para los granulocitos y la figura 14(B) muestra los resultados para monocitos.

Las figuras 15(A) y (B) muestran sefiales de muestras de anticuerpos que se han refinado mediante cromatografia
de exclusion molecular en una columna 16/60 Sephacryl S200. La figura 15(A) muestra un anticuerpo quimérico anti-
TLR2. La figura 15(B) muestra el anticuerpo OPN305 (VK5/VH4). En cada caso, se recogio el pico del monémero
que abarca las fracciones B8 a B4.

La figura 16 muestra la preseleccion de muestras de ensayo para la citotoxicidad y la actividad de modulacion de
células T ensayadas en 4 muestas de donantes. La muestra 1 (primera columna de cada grupo (barra negra)) es un
anticuerpo anti-TLR2 quimérico, la muestra 2 (segunda columna de cada grupo de resultados (barra blanca)) es
VK5/VH4 (OPN305), la muestra 3 (tercera barra (gris oscuro)) es un anticuerpo comparativo denominado VK5/VH5
junto con KLH, mientras que la muestra 4 (cuarta barra a la derecha de cada grupo (gris claro)) es un control solo
con KLH. Los resultados muestran los recuentos de células viables en el dia 7. Los IE de las muestras incubadas en
presencia de KLH se compararon con los de KLH solo. Los |IE se promediaron a lo largo del periodo de toma de
muestras de cuatro dias. El limite de exclusion para determinar las respuestas positivas con un IE = 2.

Las figuras 17(A), (B) y (C) muestran 3 diagramas de barras que muestran los resultados de un ensayo EpiScreen.
Se ensayaron los anticuerpos quiméricos anti-TLR2, VK5/VH4 y VK5/VH5 en ensayos de células T de desarrollo en
el tiempo EpiScreen™ utilizando PBMC de 21 donantes. Los cultivos madre de PBMC incubadas con anticuerpos de
ensayo se muestrearon en los dias 5, 6, 7 y 8, y se pulsaron con ®H-timidina. Las células se recolectaron y se midié
la incorporacién de radiactividad mediante recuento de centelleo. Los resultados para cada muestra por triplicado se
promediaron y se normalizaron mediante la conversion al indice de estimulacion (IE). El IE para cada momento del
tiempo con cada donante se muestra arriba para (a) el anticuerpo quimérico, (b) el anticuerpo anti-TLR2 OPN-305
(denominado VK5/VH4), (c) un anticuerpo anti-TLR2 comparativo denominado VK5/VH5. El limite de exclusion para
determinar las respuestas positivas con un IE = 2 se destaca por la linea horizontal negra gruesa y se indican (*) las
respuestas significativas (p < 0,05 en un ensayo de la t de Student).

La figura 18 muestra una comparacion de la inmunogenicidad predicha utilizando la tecnologia EPISCREEN™ vy la
inmunogenicidad observada en un entorno clinico. Se ensayaron 16 proteinas terapéuticas para su riesgo relativo de
inmunogenicidad utilizando la tecnologia EPISCREEN™. Los resultados se representaron graficamente frente a la
frecuencia de inmunogenicidad (respuestas anti-anticuerpos terapéuticos) observada para cada proteina cuando se
emplea en la clinica (datos procedentes de PubMed). Se muestra la linea de regresion y el coeficiente de
correlacion.

La figura 19 muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regiéon variable de cadena ligera del
anticuerpo monoclonal anti-TLR2 OPN-305 (SEQ ID NO:22) y el anticuerpo monoclonal anti-TLR2 murino T2.5 (SEQ
ID NO:21), en el que se demuestra que la identidad de secuencia determinada es del 89,2%.

La figura 20 muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada del
anticuerpo monoclonal anti-TLR2 OPN-305 (SEQ ID NO:24) y el anticuerpo monoclonal anti-TLR2 murino T2.5 (SEQ
ID NO:23), en el que se demuestra que la identidad de secuencia determinada es del 88,1%.

La figura 21 demuestra que la inhibicion completa de la sefializacion dependiente de TLR2 se logra con menos de la
unién maxima al receptor de OPN-305. Se observa la inhibicién de la actividad NF-kB de una manera dependiente
de la dosis después de un tratamiento con Pam3Csk4 (figuras 21A y B). EIl OPN305 inhibe casi completamente la
actividad NF-kB a unas concentraciones de 2 ug/ml (figura 21C).

La figura 22A dmuestra la actividad SEAP dependiente de NF-Kb frente a [Pam3CSK4], mientras que la figura 22B
un diagrama de Lineweaver Burk de 1/V frente a 1/S.

La figura 23 muestra 3 diagramas A, B y C que demuestran que las respuestas mediadas por el receptor de tipo Toll
a la flagelina (TLR5, figura 23C) y LPS (TLR4, figura 23B) no se alteraron cuando se compara con células control no
expuestas a OPN-305. Tal como se esperaba, las respuestas mediadas por el receptor de tipo Toll 2 a Pam3CSK 'y
FSL-1 fueron bloqueadas por OPN-305 (figura 23A). Esto sugiere que OPN-305 no esta produciendo ningun
aumento o disminucion inesperada en las respuesta de TLR4 o TLR5 a los ligandos.

La figura 24 demuestra que el anticuerpo monoclonal OPN-305 inhibe la sepsis inducida por Pam3Csk4. Se trataron
grupos de ratones BALB/c hembra (n = 4) con OPN-305 a las dosis indicadas 30 minutos antes del tratamiento con
100 ug de Pam3Csk4.

La figura 25 demuestra que OPN305 inhibe la sepsis inducida por Pam3Csk4. En este experimento, OPN305 se
administra por via intravenosa 30 minutos antes de la administracion intraperitoneal de 100 ug de Pam3Csk4. Cuatro
horas después, los ratones se sacrificaron mediante una anestesia letal y se extrajo sangre. Se obtuvo el suero y se
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determinaron las concentraciones de citoquinas mediante ELISA. El suero se diluy6 a 1/10 para la ELISA de KC e IL
12p40, y a 1/5 para la ELISA de IL-6.

La figura 26 demuestra que TLR2 se expresa sobre macréfagos alveolares de rata (NR8383) y se detecta utilizando
OPN305. (A) células no tehidas; (B) control positivo, anticuerpo primario anti-TLR2 de rata de conejo policlonal, el
anticuerpo secundario es anti-conejo Alexa-Fluor 488; (C) células tratadas con IgG4 humana policlonal, el anticuerpo
secundario es anti-lgG4 humana PE; (D) células tefidas con OPN305, el anticuerpo secundario es anti-lgG4
humana PE.

La figura 27 demuestra que TLR2 se expresa sobre PBMC porcinas y es tefiido por OPN305. Las PBMC se
purificaron mediante una separacion utilizando Ficoll. A-C representan las PBMC del cerdo 666, y D-F del cerdo 488.
A, D no esta tefido; B, E estd marcado con IgG4 humana policlonal, seguido de una tincién secundaria con anti-
IgG4 humana marcada con PE; C, F esta marcado con OPN305, seguido por anti-lgG4 humana marcada con PE.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal totalmente humano que presenta especificidad de
union por el receptor de tipo Toll 2 y que, cuando se une al receptor de tipo Toll 2, antagoniza la actividad funcional
del receptor de tipo Toll 2. La invencién también proporciona fragmentos de unién derivados del anticuerpo
totalmente humano y miembros de unidon que comprenden, consisten, o consisten fundamentalmente en la
secuencia de aminoacidos del dominio de cadena ligera de SEQ ID NO:1 y la secuencia de aminoacidos del dominio
de cadena pesada variable de SEQ ID NO:4.

La expresion “funcidon antagonizante del receptor de tipo Toll 2”, o expresiones similares, tales como “antagonista del
receptor de tipo Toll 2” o “agonista del receptor de tipo Toll 2”, signfican que el anticuerpo, el fragmento o el miembro
de unién se une especificamente al receptor de tipo Toll 2 e inhibe o bloquea la unién de un ligando o compuesto de
union al receptor de tipo Toll 2 que, a su vez, provoca la activacion del receptor de tipo Toll 2, por ejemplo, un
ligando del receptor de tipo Toll 2. El anticuerpo, el fragmento o el miembro de uniéon también puede inhibir la
activacion y la funcion del receptor de tipo Toll 2 inhibiendo o suprimiendo la sefializacién intracelular mediada por el
receptor de tipo Toll 2 tras la union de un ligando del receptor de tipo Toll 2. La “activacion y la sefializacion mediada
corriente abajo del receptor de tipo Toll 2” significa cualquier via de sefalizacion intracelular que es inducida por la
activacion del TLR2. La via de sefalizacion puede ser una via especifica de TLR2, o puede ser una via de
sefializacion “compartida”, por ejemplo, cuando la via de sefalizacion puede ser activada por otras fuentes, por
ejemplo, mediante la activacion de receptores distintos del TLR2 que contribuyen a la activacion de mediadores de
la respuesta inmunolégica, tales como el factor de transcripcion NF-kappaB.

Se sabe que el TLR2 dimeriza en 2 heterodimeros funcionales. En particular, se sabe que el TLR2 forma un
heterodimero con el receptor de tipo Toll 1 o el receptor de tipo Toll 6. Es posible que se formen otros heterodimeros
con el receptor de tipo Toll 4 (TLR4, TLR-4) y el receptor de tipo Toll 10 (TLR10, TLR-10). Se cree que esta
dimerizacion esta asociada con una discriminacién que da como resultado la uniéon de TLR2 por diferentes ligandos
derivados de microbios. El inventor ha descubierto que los anticuerpos humanizados de la invencién actian para
antagonizar la funcién de TLR2 independientemente de si el receptor de tipo Toll 2 forma un heterodimero con el
receptor de tipo Toll 1 o con el receptor de tipo Toll 6.

Epitopo de unién a anticuerpos

Los anticuerpos humanizados de la invencién, o sus fragmentos, o los miembros de union basados en estos, se
unen selectivamente al receptor de tipo Toll 2 y antagonizan su funcion. Los anticuerpos monoclonales pueden
bloquear la activacion de un receptor por su ligando uniéndose cerca del sitio de unién al ligando del receptor, dando
esto como resultado un impedimento estérico que evita el acceso del ligando al sitio de union al ligando.

Reactividad cruzada

Generalmente, el TLR2 que es antagonizado por los anticuerpos, los fragmentos de anticuerpos o los miembros de
union de la invencion es un TLR2 de mamifero (o uno de sus variantes funcionales), por ejemplo, TLR2 humano o
TLR2 murino. En ciertas realizaciones, el TLR2 antagonizado es la forma humana de TLR2 que tiene la secuencia
de aminoacidos definida en la figura 7 como SEQ ID NO:15, que comprende la secuencia de longitud completa de
784 aminoacidos del receptor de tipo Toll humano segun se define en Genbank n.° de registro AAC 34133 (URL
www.ncbi.nim.nih.gov).

En ciertas otras realizaciones, el receptor de tipo Toll 2 es el TLR2 murino, que comprende la secuencia de
aminoacidos definida en la figura 8 como SEQ ID NO:16, derivada de Genbank n.° de registro NP_036035 (Mus
musculus).

En ciertas otras realizaciones, los anticuerpos, los fragmentos de anticuerpos o los miembros de unién de la
invencion actuan para antagonizar la actividad funcional o la sefializacion del receptor de tipo Toll 2 expresado sobre
células de mono.
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En ciertas otras realizaciones, el anticuerpo puede tener una constante de disociacion (Kd) seleccionada del grupo
que conS|ste en (i) una constante de disociacién de entre 107 M Y 10™"" M (ii) una constante de disociacion de entre
108 My 10° M; (||2) una constante de disociacion de entre 10° My ‘IO'10 M; (iv) una constante de disociacion de
entre 10" M y 10™"? M. En ciertas realizaciones, los antlcuerpos de la invencion, o sus fragmentos pueden unirse al
receptor de tipo Toll 2 humano o murino con una Kd de 3 x 10" M 0 menor, o de 4 x 10® M o menor.

Por tanto, la unién de un anticuerpo de la invencién al receptor de tipo Toll 2 da como resultado el bloqueo de la
sefializacion intracelular que esta asociada con la interaccion del ligando/receptor de TLR2 y su ligando.

Estructura del anticuerpo

El anticuerpo y los fragmentos del anticuerpo de la invencion son totalmente humanos. Es decir, los restos
aminoacidos que comprenden el anticuerpo se derivan de la especie humana en oposicién, por ejemplo, a un ratén.
Por tanto, el anticuerpo de la invencién es menos inmunogénico que un anticuerpo murino o un anticuerpo
quimérico, tal como un anticuerpo de ratén/humano.

La inmunogenicidad que surge de la administracion de un anticuerpo murino o quimérico ha demostrado ser la
barrera mas significativa al uso terapéutico de los anticuerpos monoclonales. Por consiguiente, el suministro de un
anticuerpo totalmente humano soluciona los problemas asociados con el suministro de anticuerpos murinos, o
quiméricos de humano/raton, que, cuando se administran a un sujeto mas de una vez, pueden provocar una
reaccion inmunogénica, tal como una respuesta HAMA, que se dirige contra el anticuerpo. Esta respuesta elimina el
anticuerpo murino o quimérico del suero del sujeto, evitando con ello que los anticuerpos alcancen su diana y
produzcan su efecto terapéutico previsto. Por consiguiente, el anticuerpo totalmente humano de la presente
invencion confiere una ventaja significativa frente a dichos anticuerpos murinos y quiméricos.

Una causa intrinseca de inmunogenicidad contra un anticuerpo son los epitopos de células T CD4+ presentes sobre
el anticuerpo. Por consiguiente, el anticuerpo y los fragmentos de unién de la presente invencion se han analizado
para identificar y modificar cualquier epitopo de células T CD4+ presente sobre el anticuerpo o el fragmento de
anticuerpo. Este proceso reduce aun mas la inmunogenicidad del anticuerpo y los fragmentos de anticuerpos de la
invencion.

Ademas, el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpos de la invencién pueden someterse a una o mas técnicas que
también pueden utilizarse para asegurarse de que no se organice una respuesta inmunoldgica contra el anticuerpo
cuando se administra a un sujeto. Los ejemplos de dichas técnicas seran conocidos por los expertos en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a una desinmunizacién, un barajado de genes y una PEGilacion.

Ademas, para potenciar la funcion bioldgica o la actividad terapéutica de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
de la invencion, pueden emplearse otras técnicas de optimizacion. Estas técnicas incluyen, pero no se limitan a
modificar los siguientes atributos del anticuerpo: potencia, afinidad, especificidad de unidn, Kon (constante de
velocidad de asociacion), Ko (constante de velocidad de disociacion), estabilidad termodinamica, solubilidad,
semivida sérica, expresion, cinética de plegamiento, susceptibilidad a proteasas, funcion efectora de la region Fc y
reciclaje de farmacos. La funcion bioldgica o actividad terapéutica que puede modularse incluye, pero no se limita a
la potenciacion de la eficacia, un mejor perfil farmacocinético, una mayor comodidad para el paciente, un menor
coste de los articulos, un mejor perfil de seguridad, una menor inmunogenicidad y una mayor caducidad.

Tratamiento de una enfermedad mediada por TLR2

Los anticuerpos humanizados, fragmentos de anticuerpos y miembros de unién de la invencion pueden inducir una
inmunosupresion (supresion de una respuesta inmunolégica, mas en concreto una respuesta inmunoldégica
proinflamatoria), en particular suprimiendo la activacion y la sefializacion medaida por el receptor de tipo Toll 2. Esta
supresion de la funcion del receptor de tipo Toll 2 ha sido identificada por el invencién como que tiene utilidad en el
tratamiento o la prevencion de trastornos de enfermedad en los que la activacion y la sefalizacion del receptor de
tipo Toll 2 contribuye a la aparicion o el avance de la enfermedad.

Un anticuerpo de la nivencion puede utilizarse, por ejemplo, en métodos terapéuticos in vitro, ex vivo o in vivo.

En ciertos otros aspectos, la invencion se extiende a anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o miembros de union
de la invencion para su uso en el tratamiento de trastornos de enfermedad mediados por la activacion y la
sefalizacon del receptor de tipo Toll 2.

Tratamiento de la isquemia

Por consiguiente, en la presente se describe un método para el tratamiento y/o la profilaxis de una lesién por
isquemia-reperfusion, o un trastorno provocado por esta o asociado a esta, comprendiendo dicho método las etapas
de:

- proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos de
unioén, segun se define en la presente, y
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- administrar dicho compuesto a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

Otro aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo totalmente humanizado segun la presente invencién, o un
miembro de unién derivado de este, para su uso en el tratamiento de una lesién por isquemia-reperfusiéon o un
trastorno inflamatorio cardiaco que esta mediado, en su totalidad o en parte, por la activacion del receptor de tipo
Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe el uso de un anticuerpo humanizado segun la presente invencién, o uno de sus fragmentos, o
un miembro de unién derivado de este, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de una lesién por isquemia-reperfusion o un trastorno inflamatorio cardiaco que esta mediado, en su totalidad o en
parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas realizaciones, el trastorno inflamatorio cardiaco es el resultado de la aparicién de una lesion por
reperfusion y puede seleccionarse del grupo que comprende, pero no se limita a isquemia miocardica, enfermedad
cardiaca isquémica, isquemia miocardica por hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva, isquemia de tejidos,
isquemia de 6rganos, sindrome coronario agudo, hipertrofia, infarto cerebral, infarto de miocardio, arritmia y lesion
por isquemia-reperfusion (lesion I/R).

La isquemia es provocada cuando un 6rgano o una parte del cuerpo no recibe suficiente suministro sanguineo. Un
organo que se ve privado de un suministro sanguineo adecuado se dice que es hipoxico. La reperfusion se produce
cuando vuelve el flujo sanguineo a un 6rgano después de una privacion temporal. La lesion por reperfusion se
refiere a los dafios que se producen en un tejido o un érgano tras el retorno del suministro sanguineo a un tejido
después de un periodo de isquemia. La ausencia de oxigeno y nutrientes durente el periodo de la isquemia da como
resultado un periodo de inflamacion y dafios oxidativos cuando vuelve la circulacion. Los ejemplos de lesiones por
isquemia-reperfusion incluyen hipoxia, ictus, ataque cardiaco, insuficiencia renal crénica o transplante de 6rganos.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo de la invencién puede utilizarse para el tratamiento o la prevencion de una
lesion por isquemia-reperfusion que puede ser el resultado de un transplante de drganos en un sujeto. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo de la invencion puede utilizarse para el tratamiento y/o la prevencion de la isquemia que
puede ser el resultado de un transplante de 6rganos soélidos.

También se describe un método para reducir una o mas actividades bioldgicas del receptor de tipo Toll 2 (TLR2) en
una célula o un tejido que expresa TLR2 implicado en una lesién por isquemia-reperfusion asociada con el
transplante de 6rganos solidos en un sujeto, que comprende:

- poner en contacto la célula o el tejido con un anticuerpo antagonista del receptor de tipo Toll 2 segun la presente
invencion, en una cantidad suficiente para reducir una o mas actividades bioldgicas del TLR2 en la célula o el tejido.

La célula o el tejido que expresa TLR2 puede ser una célula o un tejido del miocardio. La célula o el tejido que
expresa TLR2 puede ser una célula o un tejido implicado en un trastorno inflamatorio cardiaco inducido por
reperfusion seleccionado del grupo que comprende, pero no se limita a isquemia miocardica, enfermedad cardiaca
isquémica, isquemia miocardica por hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva, isquemia de tejidos, isquemia de
organos, sindrome coronario agudo, hipertrofia, infarto cerebral, infarto de miocardio, arritmia y lesion por isquemia-
reperfusion (lesion I/R).

El método puede realizarse en un sujeto humano que padece, o esta en riesgo de padecer, una lesion por isquemia-
reperfusion.

Otro aspecto de la presente invencion se extiende a un anticuerpo segun la presente invencion, o uno de sus
fragmentos de unién, para su uso para tratar o prevenir la isquemia y la reperfusion asociadas con el transplante de
organos solidos.

Tratamiento de enfermedes autoinmunoldgicas

También se describe un método para el tratamiento y/o la profilaxis de una enfermedad autoinmunoldgica, o un
trastorno asociado con esta, comprendiendo dicho método las etapas de:

- proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentod de
union, segun se define en la presente, y

- administrar dicho compuesto a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

Otro aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo humanizado segun la presente invencién, o un miembro de
union derivado de este, para su uso para tratar una enfermedad autoinmunoloégica que esta mediada, en su totalidad
0 en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe el uso de un anticuerpo humanizado segun la presente invencion, o un miembro de unién
derivado de este, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad
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autoinmunoldgica que esta mediada, en su totalidad o en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un
ligando del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas realizaciones, la enfermedad autoinmunolégica es la artritis autoinmunoldgica, en particular la artritis
reumatoide. En ciertas realizaciones, la enfermedad autoinmunolégica se selecciona del grupo que comprende
psoriasis, dermatitis. En ciertas otras realizaciones, la enfermedad autoinmunoldgica es la diabetes. Generalmente,
la diabetes es la diabetes mellitus. En ciertas realizaciones, la diabetes es la diabetes mellitus de tipo 1. En ciertas
otras realizaciones, la diabetes es la diabetes mellitus de tipo 2.

En ciertas realizaciones, el trastorno que surge por que el sujeto tiene diabetes puede denominarse una
complicacién diabética. Estas complicaciones diabéticas pueden ser complicaciones agudas, complicaciones
cronicas o una combinacién de ambas.

Cuando la complicacion diabética es una complicacion aguda, la complicacion puede seleccionarse del grupo que
comprende, pero no se limita a retinopatia, neuropatia, trastornos de la circulacién periférica, Ulceras de la piel,
poliuria, polidipsia, polifagia, cetoacidosis diabética (DKA) y estado no cetético hiperosmolar. En ciertas otras
realizaciones, el trastorno puede ser un trastorno que resulta de uno cualquiera de los anteriores trastornos agudos
o crénicos y puede incluir, pero no se limita a ceguera, proteinurea, dolor, entumecimiento, psicroestesia,
claudicacion intermitente y gangrena.

En ciertas otras realizaciones, la complicacion diabética puede ser una complicacién crénica, tal como una
enfermedad vascular que resulta del aumento crénico de los niveles de glucosa sanguinea que conduce a dafos en
los vasos sanguineos (angiopatia). En estas realizaciones, cuando el dafio vascular se produce en vasos
sanguineos pequefios, esto puede conducir a una microangipatia, que puede conducir a uno o mas de retinopatia
diabética, neuropatia diabética y nefropatia diabética.

También se describe un método para tratar o prevenir un trastorno asociado con la obesidad en un sujeto que esta
mediado, en su totalidad o en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo
Toll 2, comprendiendo dicho método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
segun cualquiera de los anteriores aspectos de la presente invencion, o un miembro de unién derivado de este.

Otro aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo humanizado segun la presente invencién, o un miembro de
union derivado de este, para su uso para tratar y/o prevenir la obesidad que esta mediada, en su totalidad o en
parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe el uso de un anticuerpo humanizado segun la presente invencion, o un miembro de unién
derivado de este, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de un trastorno de
enfermedad que esta asociado con la obesidad, en el que el trastorno esta provocado, en su totalidad o en parte, por
la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

En ciertas realizaciones, el trastorno asociado con la obesidad es al menos un trastorno seleccionado del grupo que
comprende, pero no se limita a diabetes mellitus de tipo 2, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, menor
eliminacion de glucosa, dislipidemia, enfermedad del higado graso no alcohdlica, hipertension, inflamacion,
hepatomegalia, esteatosis hepatica, infarto de miocardio, asma o ictus.

También se describe un método para tratar la resistencia a la insulina en un sujeto, comprendiendo dicho método
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo segun la presente invencion, o un
miembro de unién proporcionado por la presente invencion.

Otro aspecto de la invencion proporciona un anticuerpo humanizado, uno de sus fragmentos, o un miembro de union
derivado de este, para su uso para tratar la resistencia a la insulina en un sujeto que esta mediada, en su totalidad o
en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe el uso de un anticuerpo humanizado segun la presente invencion, o un miembro de unién
derivado de este, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la resistencia a la
insulina en un sujeto que esta mediada, en su totalidad o en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un
ligando del receptor de tipo Toll 2.

Tratamiento de una enfermedad ocular

También se describen métodos para el tratamiento y/o la profilaxis de una enfermedad ocular, en los que dichos
métodos comprenden las etapas de:

- proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado, un fragmento de unién o un
miembro de unién proporcionado por la presente invencion, y

- administrar dicho compuesto a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
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Otro aspecto de la presente invencion proporciona un anticuerpo segun la presente invencion, o un miembro de
union derivado de este, para su uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad ocular.

En ciertas realizaciones, la enfermedad ocular es la uveitis o la degeneracion macular relacionada con la edad
(AMD).

Tratamiento de la inflamacién renal

También se describe un método para el tratamiento y/o la profilaxis de la enfermedad y la inflamacién renal, o de un
trastorno provocado por estos o0 asociados a estos, comprendiendo dicho método las etapas de:

- proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo humanizado, un fragmento de unién o un
miembro de unién proporcionado por la presente invencion, y

- administrar dicho compuesto a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

Otro aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo humanizado segun la presente invencién, o un miembro de
unién derivado de este, para su uso para tratar la inflamacién renal o la enfermedad renal que esta mediada, en su
totalidad o en parte, por la activacion del receptor de tipo Toll 2 por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

También se describe el uso de un anticuerpo humanizado segun la presente invenciéon, o un miembro de unién
derivado de este, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la la inflamacion
renal o la enfermedad renal que esta mediada, en su totalidad o en parte, por la activacién del receptor de tipo Toll 2
por un ligando del receptor de tipo Toll 2.

Tal como se definen en la presente, las expresiones “inflamacion renal” y “enfermedad renal” se extienden a
trastornos que se caracterizan sustancialmente por la aparicién de una inflamacién dentro del rifién, o células del
rindn, o en los que la aparicién de la inflamacién en el rindn es provocada por una enfermedad o un trastorno
inflamatorio que afecta principalmente a un sitio dentro del cuerpo diferente del rifiéon. En particular, la inflamacién
puede aparecer en un sitio que incluye, pero no se limita a los glomérulos, capsula de Bowman o espacio de
Bowman. Generalmente, la inflamacion produce un deterioro al menos parcial de la funcion renal y/o insuficiencia
renal.

En ciertas realizaciones, la enfermedad y la inflamacion renal incluye la “enfermedad de rifion”, en la que la
expresion enfermedad de rifion se refiere en general a un trastorno de al menos un rifién en un ser humano, en el
que el trastorno compromete o deteriora la funcion del rifién o rifiones, y esto se caracteriza fisiolégicamente, por
ejemplo, por la filtracion de proteinas hacia la orina, o por la excrecion de residuos nitrogenados. La enfermedad del
rindn también puede ser el resultado de una patologia primaria del rifién, tal como lesiones en los glomérulos o los
tubulos, o dafios en otro érgano, tal como el pancreas, que afectan de modo adverso a la capacidad del rifidn para
realizar funciones bioldgicas, tales como la retencion de proteinas. Asi, la enfermedad de rifién en el ser humano
puede ser el efecto directo o indirecto de un trastorno de enfermedad que puede afectar a otros érganos. Los
ejemplos de enfermedades que afectan a los rifiones, pero cuyo objetivo especifico no son los rifiones, son la
diabetes y el lupus sistémico. Las expresiones enfermedad renal y enfermedad de rifiédn se emplean de modo
intercambiable en la presente con la expresion “enfermedades del rifidn”. La enfermedad de rifién también puede ser
el resultado o ser la consecuencia, por ejemplo, de cualquier cambio, dafio o traumatismo en los glomérulos, tibulos
o tejido intersticial de la corteza renal o de la médula renal.

En ciertas realizaciones, la enfermedad de rifién también puede ser una enfermedad de rifion progresiva. La
expresion “enfermedad de rifidn progresiva”, tal como se emplea en la presente, se refiere a cualquier enfermedad
del rifidén que, a lo largo del tiempo (por ejemplo, dias, semanas, meses, afios), conduce a una pérdida de la funcién
renal. Tal como se define en la presente, la expresion “funciéon renal” en general se refiere a una propiedad
fisiolégica del rifion, tal como la capacidad para retener proteinas, evitando asi la proteinuria (por ejemplo,
albuminuria). La funcién renal puede evaluarse, por ejemplo, mediante la velocidad de filtracion glomerular (por
ejemplo, eliminacion de creatinina), la excreciéon de proteina en la orina, por ejemplo, albuminuria, el nitrégeno de
urea sanguineo, la creatinina plasmatica o sérica, o cualquiera de sus combinaciones.

Los ejemplos de trastornos especificos que se incluyen en el significado de la expresioén “inflamacion y enfermedad
reanl” incluyen, pero no se limitan a trastornos renales que incluyen, pero no se limitan a insuficiencia renal cronica,
insuficiencia renal aguda, nefritis nefrotoxica heterdloga, glomerulonefritis, esclerosis del glomérulo, lupus
eritematoso sistémico (SLE), nefropatia diabética, nefropatia diabética en la que la nefropatia diabética acompana a
la esclerosis del higado, y glomerulonefritis en la que la glomerulonefritis viene acompafiada por la esclerosis del
higado.

En ciertas otras realizaciones, la inflamacion y la enfermedad renal pueden relacionarse con una enfermedad
inmunologicamente mediada que afecta a las células del rifion y/o la funcién del rifidn. Estos trastornos pueden
incluir, pero no se limitan a nefropatia de inmunoglobulina A, glomerulonefritis membranoproliferativa,
glomerulonefritis  proliferativa mesangial, glomerulonefritis no proliferativa, glomerulonefritis membranosa,
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enfermedad de cambios minimos, glomeruloesclerosis segmental focal primaria (FSGS), glomerulonefritis fibrilar,
glomerulonefritis inmunotactoide, glomerulonefritis proliferativa, glomerulonefritis progresiva, enfermedad anti-GBM,
isquemia del rifion, vasculitis del rifidn, que incluye enfermedad asociada con anticuerpos citoplasmicos
antineutréfilos (ANCA) (por ejemplo, granulomatosis de Wegener), glomerulonefritis asociada a crioglobulinemia de
nefritis de lupus, endocarditis bacteriana, purpura de Henoch-Schoénlein, glomerulonefritis postinfecciosa, hepatitis C,
nefropatia diabética, miloidosis, nefroesclerosis hipertensiva, enfermedad de la cadena ligera del mieloma multiple,
glomeruloesclerosis focal secundaria, y nefroesclerosis hipertensiva.

La expresion “inflamacion y enfermedad renal” también incluye la insuficiencia renal aguda. La insuficiencia renal
aguda (“acute renal failure”, ARF) se refiere a los trastornos clinicos asociados con una azotemia rapida en aumento
constante, con o sin oliguria (<500 mi/dia). La causa de la ARF puede agruparse en tres categorias de diagnostico:
prerrenal (perfusion renal inadecuada), posrenal (obstruccion), y renal. La patofisiologia de la ARF es compleja y
multifactorial. Los conceptos actuales sugieren que la ARF puede ser el resultado de una lesion tubular renal directa,
de isquemia renal o de obstruccion intratubular. Desde el punto de vista clinico, la ARF produce una disminucion de
la filtracion glomerular y una secrecion reducida de productos de desecho metabdlicos, agua, y electrolitos. La
sobrecarga de fluidos, el desequilibrio de electrolitos y el sindrome urémico provocan la disfuncion de los 6rganos.
La disfuncion de los 6rganos puede conducir, en ultimo término, a la muerte.

También se describen métodos para modular una funcién (por ejemplo, alterar una o mas actividades biolégicas del
TLR2) en una célula y/o tejido que responde a TLR2 (por ejemplo, un tejido que ha sufrido isquemia, que puede
sufrir isquemia, o que puede sufrir reperfusion, una célula beta de los islotes de Langerhans del pancreas, o
cualquier ofro tipo de célula que expresa TLR2 y que esta implicada en un trastorno de enfermedad mediado por
TLR2, o en su desarrollo). El método incluye poner en contacto la célula que responde a TLR2 y/o el tejido que
responde a TLR2 con un anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos de unién, proporcionados por la
invencion, en una cantidad suficiente para antagonizar la funcién de la célula o el tejido que responde a TLR2, o la
actividad biolégica del TLR2 en la célula o el tejido. La etapa de contacto puede realizarse in vitro, por ejemplo, en
un lisado celular o en un sistema reconstituido. Como alternativa, este método puede realizarse con células en
cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo. Por ejemplo, pueden cultivarse células, tales como células purificadas o
recombinantes, in vitro, y la etapa de contacto puede realizarse afiadiendo el modulador de TLR2 al medio de
cultivo. Generalmente, la célula que responde a TLR2 es una célula de mamifero, tal como una célula humana. El
tejido que responde a TLR2 puede ser un tejido que ha sufrido isquemia y que puede sufrir reperfusion, o es una
poblacion celular asociada a este. El método puede realizarse en células presentes en un sujeto, por ejemplo, como
parte de un protocolo in vivo, o en un sujeto animal (que incluye, por ejemplo, un sujeto humano, o un modelo animal
in vivo). El protocolo in vivo puede ser terapéutico o profilactico, y el modelo inflamatorio puede ser, por ejemplo, un
modelo genéticamente modificado, tal como un modelo animal que sobreexpresa TLR2, o una mutacién o una
delecion en un receptor TLR. Para los métodos in vivo, el anticuerpo humanizado, o uno de sus fragmentos, puede
proporcionarse solo o en combinacidon con otro agente, tal como un producto terapéutico secundario, tal como un
farmaco antiinflamatorio, o un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable. Generalmente, el
anticuerpo se administra a un sujeto que padece, o esta en riesgo de padecer el trastorno mediado por TLR2, tal
como artritis reumatoide, lesiéon por isquemia-reperfusion, diabetes o inflamacién renal, en una cantidad suficiente
para antagonizar una o mas actividades o funciones mediadas por TLR2 en el sujeto. La cantidad o la dosificacion
del anticuerpo humanizado anti-TLR2 de la invencién que se administra puede ser determinada antes de la
administracion mediante el ensayo in vitro o ex vivo de la cantidad de anticuerpo requerida para alterar, por ejemplo,
disminuir o inhibir, una o mas actividades funcionales del TLR2, siendo generalmente dicha actividad funcional una o
mas de las actividades bioldgicas del TLR2 descritas en la presente.

Se entiende que cualquiera de los anteriores métodos terapéuticos puede realizarse utilizando un inmunoconjugado
de la invencion en lugar o ademas de los anticuerpos anti-TLR2, o un fragmento de unién del anticuerpo de la
invencion.

También se describe el uso de los anticuerpos de la presente invencion en aplicaciones de diagnostico. Como tal,
también se describe un método para diagnosticar un trastorno asociado con una mayor expresion del receptor de
tipo Toll 2. EI método puede comprender poner en contacto una célula de ensayo con un anticuerpo anti-TLR2 de la
invencion; determinar el nivel de expresion (de modo cuantitativo o cualitativo) del TLR2 por la célula de ensayo
mediante la deteccion de la unién del anticuerpo anti-TLR2 al TLR2; y comparar el nivel de expresion del TLR2 por
la célula de ensayo con el nivel de expresion del TLR2 por una célula control (por ejemplo, una célula normal
procedente del mismo tejido que la célula de ensayo, o una célula que exprese TLR2 a unos niveles comparables a
dicha célula normal), en el que un mayor nivel de expresion del TLR2 por la célula de ensayo, comparado con la
célula control, indica la presencia de un trastorno asociado con una mayor expresion de TLR2. La célula de ensayo
puede obtenerse a partir de un individuo sospechoso de padecer un trastorno asociado con una mayor expresion de
TLR2. EI trastorno puede ser un trastorno inflamatorio o un trastorno inmunolégicamente mediado, tal como se
describié anteriormente en la presente.

Efecto terapéutico

El inventor ha descubierto que el anticuerpo anti-TLR2 humanizado que se proporciona en la presente es mas

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2488615 T3

deseable, desde el punto de vista terapéutico, que los anticuerpos monoclonales murinos anti-TLR2 que son
conocidos en la técnica.

Ademas de las diferencia estructurales que existen entre los dominios variables de cadena ligera y pesada de los
anticuerpos humanizados de la invencion y los anticuerpos anti-TLR2 murinos de la técnica anterior, el inventor
también ha identificado, de modo sorprendente, una serie de ventajas funcionales conferidas por el anticuerpo
humanizado de la presente invencién que harian que el uso de este anticuerpo sea mas preferible en un entorno
clinico.

Aunque no se pretenda limitacion alguna por la teoria, el inventor ha descubierto que, cuando se compara con el
anticuerpo monoclonal murino anti-TLR2 11G7, el anticuerpo totalmente humanizado segun la presente invencion
muestra mayor utilidad funcional y clinica, puesto que el anticuerpo antagoniza la funcion de TLR2
independientemente de si el TLR2 forma un heterodimero con TLR1 o TLR6.

Con relacién al anticuerpo TL2.1 murino, el inventor ha descubierto que el anticuerpo humanizado de la presente
invencion presenta reactividad cruzada con diferentes formas de TLR2 de mamiferos, tales como la forma humana,
murina, de rata, cerdo y mono, mientras que el anticuerpo TL2.1 murino solo muestra especificidad de unién al TLR2
humano.

Ademas, el anticuerpo humanizado de la presente invencién no incluye restos aminoacidos murinos y, por
consiguiente, la probabilidad de que se generen anticuerpos neutralizantes contra este cuando se administra a un
sujeto es minima, cuando se compara con el anticuerpo TL2.1 murino.

Con respecto al anticuerpo T2.5, el inventor ha descubierto, de modo sorprendente, que el anticuerpo T2.5 (un
anticuerpo del receptor de tipo Toll 2 (TLR2) de raton, derivado del clon de hibridoma T2.5, HyCult Biotechnology
b.v., Cell Sciences, Canton, EEUU, n.° de catalogo 1054) media en el antagonismo de la activacion y la sefalizacion
del TLR2, y esto se produce de una manera dependiente de CD32. El inventor ha descubierto que los anticuerpos
totalmente humanizados de la presente invencién no requieren CD32 para mediar en la supresion de la sefializacion
de TLR2, es decir, no es necesaria la union a CD32, por ejemplo, por la region Fc del anticuerpo para mediar en el
antagonismo del receptor TLR2 cuando es unido por la porcién Fab del anticuerpo. Por consiguiente, el antagonismo
de la funcion del receptor de tipo Toll 2 que es mediado por el anticuerpo monoclonal totalmente humanizado OPN-
305 de la presente invencion es mediado de una manera independiente de CD32. Esto incluye la unién a CD32a y
CD32b. Esta sorprendente observacion, que ha sido realizada por el inventor, es importante desde el punto de vista
clinico, puesto que el anticuerpo totalmente humanizado de la presente invencion tiene potencialmente mayor
acceso a los pacientes.

Ademas, tal como se ejemplifica en los ejemplos comparativos proporcionados en la presente, el inventor ha
confirmado que el anticuerpo totalmente humanizado de la presente invencion muestra un reducido perfil de
inmunogenicidad, es decir, que los anticuerpos son menos inmunogénicos debido a la falta de epitopos de células T.
Por consiguiente, es muy poco probable que se genere una respuesta de anticuerpos neutralizantes contra los
anticuerpos segun la invencion cuando se administran a un sujeto humano. Esta caracteristica funcional significa
que el anticuerpo totalmente humanizado de la presente invencién es mucho mas deseable para su uso en un
entorno clinico que los anticuerpos murinos TL2.1, T2.5 y 11G7 que son conocidos en la técnica, o que anticuerpos
quiméricos o anticuerpos humanizados que pueden desarrollarse basandose en técnicas de injerto de CDR
tradicionales.

Anticuerpos

Un “anticuerpo” es una inmunoglobulina, natural, o producida parcial o totalmente de modo sintético. El término
también incluye cualquier polipéptido, proteina o péptido que tenga un dominio de unién que es, o es homodlogo con
el dominio de unién de los anticuerpos humanizados de la invencion.

Las inmunoglobulinas generalmente tienen una estructura heterotetramera que comprende dos cadenas pesadas
idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, unidas entre si mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada y ligera
comprende un dominio variable que confiere la especificidad de unién del antigeno, conociéndose estos dominios
como dominios VH y VL para las cadenas pesada y ligera, respectivamente. Cada cadena también comprende al
menos un dominio constante, y la cadena ligera comprende un Unico dominio constante, denominado CL, mientras
que el dominio pesado comprende tres dominios constantes CH1, CH2 y CH3. Algunos isotipos de anticuerpos
también incluyen otro dominio constante denominado dominio CH4. En los seres humanos, existen 5 clases
diferentes de anticuerpos, concretamente: IgG, IgA, IgD, IgE e IgM.

El dominio Fc de un anticuerpo generalmente comprende los 2 ultimos dominios de region constante de cadena
pesada de cada cadena. Estos dimerizan para formar el dominio Fc que es responsable de mediar en las funciones
efectoras del anticuerpo, tales como ADCC vy la fijacion al complemento. La regién Fc del anticuerpo también
desempefia un papel en la semivida en circulacién del anticuerpo. Pueden realizarse modificaciones en el dominio
Fc para modular la funcién del anticuerpo.
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Puesto que los anticuerpos pueden modificarse mediante una serie de formas, debe considerarse que el término
“anticuerpo” incluye cualquier miembro de unidn especifica que tenga la misma especificidad de unién que los
anticuerpos humanizados de la presente invencion. Por consiguiente, el término “anticuerpo” incluye fragmentos de
anticuerpos y homologos, asi como cualquier polipéptido que comprenda un dominio de uniéon de inmunoglobulina
que tenga especificidad de unién al receptor de tipo Toll 2 y que actle para antagonizar la funcién de TLR2.

Ademas, se sabe que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funciéon de unir antigenos. Los
ejemplos de estos fragmentos de unién incluyen, pero no se limitan a: (i) fragmentos Fab que consisten en los
dominios VL, VH, CL y CH1 de un anticuerpo heterotetramero; (ii) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro en la region bisaga; (iii) fragmentos Fab’, un
fragmento Fab con parte de la region bisagra; (iv) fragmentos Fd que consisten en los dominios VH y CH1 de un
anticuerpo heterotetramero; (v) fragmentos Fv que consisten en los dominios VH y VL de un anticuerpo
heterotetramero; (vi) scFv (moléculas de Fv monocatenario), en los que un dominio VH y un dominio VL estan
unidos por un conector peptidico; (vii) una CDR aislada, tal como VHCDRS; y (viii) diacuerpos, que son multimeros
de polipéptidos que pueden ser multivalentes o fragmentos multiespecificos producidos mediante técnicas de fusion
génica.

También se describen anticuerpos biespecificos. Estos pueden incluir anticuerpos biespecificos convencionales que
pueden prepararse a través de medios de conjugacion quimica, o a través de lineas de células de hibridoma
hibridas. Como alternativa, los anticuerpos biespecificos pueden derivarse de fragmentos de anticuerpos
biespecificos, tales como dimeros de scFv o diacuerpos. Pueden utilizarse dimeros de scFv en lugar de anticuerpos
completos. Estos diacuerpos pueden construirse utilizando solo dominios variables y, por tanto, se proporcionan sin
una region Fc, puesto que dicha estructura reduce la posible aparicion de una respuesta inmunoldgica antiidiotipica
o HAMA.

Los restos aminoacidos en los dominios de anticuerpos se numeran de modo convencional segun el sistema
disefiado por Kabat et al. (URL - www.kabatdatabase.com). Esta numeracién se emplea en la presente memoria
descriptiva, excepto cuando se indique lo contrario.

Peptidomiméticos

También se describen peptidomiméticos que estan basados en los anticuerpos de la presente invencién o sus
fragmentos de union. Tal como se emplean en la presente, el término “peptidomimético” o la expresion “péptido
mimético” se refieren a moléculas que no son polipéptidos, pero que imitan aspectos de sus estructuras y que, en el
contexto de la presente invencion, se unen especificamente al receptor de tipo Toll 2, de una manera que produce
que se antagonice la actividad funcional del receptor de tipo Toll 2. En la presente se describen peptidomiméticos
basados en los anticuerpos de la invencién que actian como antagonistas del receptor de tipo Toll 2.

Pueden prepararse antagonistas de peptidomiméticos mediante métodos quimicos convencionales (véase, por
ejemplo, Damewood, J.R., “Peptide Mimetic Design with the Aid of Computational Chemistry”, en Reviews in
Computational Biology, 2007, vol. 9, pp. 1-80, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, 1996; Kazmierski, W.K.,
“Methods of Molecular Medicine: Peptidomimetic Protocols”, Humana Press, Nueva Jersey, 1999). Pueden
prepararse peptidomiméticos que sean antagonistas del receptor de tipo Toll 2, en los que dichos peptidomiméticos
estén basados en los anticuerpos de la presente invencion y, en particular, basados en las regiones variables de
cadena pesada y ligera. Por ejemplo, pueden prepararse polisacaridos que tienen los mismos grupos funcionales
que los péptidos. Pueden disefiarse peptidomiméticos, por ejemplo, estableciendo la estructura tridimensional de un
agente peptidico en el entorno en que se une o se unira a una molécula diana. El peptidomimético comprende al
menos dos componentes, el resto o restos de unién y el esqueleto o estructura de soporte.

Los restos de unién son los grupos o atomos quimicos que reaccionaran o formaran un complejo (por ejemplo, a
través de interacciones hidrofobas o idnicas) con una molécula diana, por ejemplo, con el aminoacido o aminoacidos
en el sitio de unidn al ligando o cerca de este. Por ejemplo, los restos de uniéon en un peptidomimético pueden ser
los mismos que los que se encuentran en un antagonista de proteinas o péptidos. Los restos de union pueden ser
un grupo quimico o atomo que reacciona con el receptor de tipo Toll 2 de una manera igual o similar que los
anticuerpos de la presente invencion. Los ejemplos de restos de union adecuados para su uso en el disefio de
peptidomiméticos para un aminoacido basico en un péptido incluyen grupos que contienen nitrégeno, tales como
aminas, amonios, guanidinas y amidas de fosfonios. Los ejemplos de restos de union adecuados para su uso en el
disefio de peptidomiméticfos para un aminoacido acido incluyen, por ejemplo, carboxilo, éster de acido carboxilico
de alquilo inferior, acido sulfénico, un ester de acido sulfénico de alquilo inferior, 0 un acido fosforoso o su éster.

La estructura de soporte es la entidad quimica que, cuando se une al resto o restos de unién, proporciona la
configuracion tridimensional del peptidomimético. La estructura de soporte puede ser organica o inorganica. Los
ejemplos de estructuras de soporte organicas incluyen polisacaridos, polimeros u oligdmeros de polimeros sintéticos
organicos (tales como poli(alcohol vinilico) o polilactida). Se prefiere que la estructura de soporte posea
sustancialmente el mismo tamafio y dimensiones que el esqueleto peptidico o estructura de soporte. Esto puede
determinarse calculando o midiendo el tamafio de los atomos y enlaces del péptido y peptidomimético. El nitrégeno
del enlace peptidico puede sustituirse por oxigeno o azufre, por ejemplo, formando un esqueleto de poliéster. El
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carbonilo puede sustituirse por un grupo sulfonilo o un grupo sulfinilo, formando con ello una poliamida (por ejemplo,
una polisulfonamida). Pueden prepararse amidas inversas del péptido (por ejemplo, sustituyendo uno o mas grupos -
CONH- por un grupo -NHCO-). El esqueleto peptidico puede sustituirse por un esqueleto de polisilano.

Estos compuestos pueden fabricarse mediante métodos conocidos. Por ejemplo, puede prepararse un
peptidomimético de poliéster sustituyendo un grupo hidroxilo por el correspondiente grupo o-amino sobre
aminoacidos, preparando con ello un hidroxiacido y esterificando secuencialmente los hidroxiacidos, opcionalmente
blogueando las cadenas laterales basicas y acidas para minimizar las reacciones secundarias. La determinacion de
la via de sintesis quimica apropiada puede realizarse con facilidad tras determinar la estructura quimica.

Pueden sintetizarse peptidomiméticos y ensamblarse en bancos que comprenden de unas pocas a muchas especies
moleculares discretas. Estos bancos pueden prepararse utilizando métodos conocidos de quimica combinatoria, y
pueden seleccionarse para determinar si el banco comprende uno o mas peptidomiméticos que tengan la actividad
deseada. Estos antagonistas de peptidomiméticos después pueden aislarse mediante métodos adecuados.

En la presente también se describen peptidomiméticos que se disefian basandose en los paratopos de los
anticuerpos de unién al receptor de tipo Toll 2 de la presente invencion. En particular, estos peptidomiméticos se
basan en la estructura de las regiones CDR de los anticuerpos descritos en la presente. Las técnicas para la
produccion de estos peptidomiméticos son conocidas por los expertos en la técnica e incluyen el método de Dougall
et al. (“Design of pharmacologic agents based on antibody structure”, Trends in Biotechnology, 1994, 12, pp. 372-
379), y también las técnicas de Saragovi et al. (Saragovi, et al., "Design and Synthesis of a Mimetic from an Antibody
Complementarity-Determining Region", Science, 253:792-795 (1991); y Saragovi et al., "Loops and Secondary
Structure Mimetics: Development and Applications in Basic Science and Rational Drug Design", Biotechnology,
10:773-778 (1992)). Estos peptidomiméticos pueden basarse, en particular, en la CDR3 de la cadena pesada.
Williams, et al. (Williams et al., "Design of Bioactive Peptides Based on Antibody Hypervariable Region Structures”, J.
Biol. Chem., 266:5182-5160 (1991)) describen el aislamiento y la sintesis de péptidos conformacionalmente
constrefiidos derivados de las regiones determinantes de la complementariedad de la cadena ligera de anticuerpos.
Esta CDR es particularmente importante para la especificidad de unién de un anticuerpo como consecuencia del
complejo mecanismo genético que influye en su estructura, que provoca que tenga bucles de medianos a largos que
tienen diversos patrones de interacciones. Las propiedades conformacionales de los bucles o vueltas inversas del
péptido se consideran mediadores importantes en la actividad biolégica de polipéptidos. Las vueltas proporcionan
orientaciones adecuadas de los grupos de unién fundamentales para la bioactividad mediante la estabilizacion de
una conformaciéon plegada en una molécula pequefia y pueden estar implicadas en sitios de union y de
reconocimiento.

También se describen miméticos de anticuerpos, tales como Affibodies, anticuerpos de dominio, nanocuerpos,
UniBodies, DARPIns, anticalinas, avimeros, versacuerpos y duocalinas que se basan en los anticuerpos del receptor
de tipo Toll 2 de la presente invencion. Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de tecnologias de
miméticos de anticuerpos. Por ejemplo, los denominados anticuerpos de dominio (Domantis, Reino Unido) son
pequefias unidades de unién funcionales de anticuerpos que se corresponden con las regiones variables de las
cadenas ligera o pesada de anticuerpos humanos. Pueden encontrarse instrucciones para la produccion de estos
anticuerpos de dominio en la patente de EEUU n.° 6.291.158, patente de EEUU n.° 6.582.915, y patente de EEUU
n.° 6.593.081. Los nanocuerpos son proteinas terapéuticas derivadas de anticuerpos que contienen exclusivas
propiedadas estructurales y funcionales de anticuerpos de cadena pesada naturales que se encuentran en
camélidos. Los unicuerpos son otra tecnologia de fragmentos de anticuerpos, basados en la eliminacion de la region
bisagra de anticuerpos IgG4. La delecion de la regién de bisagra produce una molécula cuyo tamafo es
aproximadamente la mitad de un anticuerpo IgG4 tradicional y que tiene una region de union univalente. Los
unicuerpos conservan la propiedad de los anticuerpos IgG4 de ser inertes y, por tanto, no inducen respuestas
inmunolégicas. Por tanto, al igual que los productos terapéuticos basados en anticuerpos IgG4, tales como las
realizaciones de los anticuerpos de la presente invencion descritas en la presente, los unicuerpos pueden utilizarse
para antagonizar funciones especificas de células, pero la muerte celular generalmente no se producira, puesto que
el unicuerpo, al igual que un anticuerpo IgG4, no media en una respuesta inmunoldgica contra la diana a la cual se
une. Los unicuerpos se eliminan del cuerpo a una velocidad similar a IgG4 y se unen con una afinidad de uniéon
similar a sus antigenos diana.

Otras moléculas de uniodn incluyen: moléculas de Affibodies (patente de EEUU 5.831.012), DARPIns (proteinas de
repeticion de anquirina disefiadas) (publicacion de solicitud de patente PCT internacional WO 02/20565) y
anticalinas (patente de EEUU n.° 7.250.297 y documento WO 99/16873). Los veracuerpos son otra tecnologia de
miméticos de anticuerpos. Los versacuerpos (Amunix, publicacion de solicitud de patente de EEUU n.°
2007/0191272) son proteinas pequefias, denominadas microproteinas, de 3-5 kDa con mas de 15% de restos
cisteina, que forman un andamiaje con alta densidad en enlaces disulfuro que sustituye al nucleo hidréfobo que
presentan generalmente las proteinas.

Los avimeros son otro tipo de mimético de anticuerpo. Los avimeros se originan a partir de la recombinacién de
familias de proteinas séricas humanas. Son cadenas de proteinas sencillas compuestas de dominios de unién
modulares, cada uno de los cuales esta disefiado para unirse a un sitio diana concreto. Los avimeros pueden unirse
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simultaneamente a sitios sobre una Unica diana de proteina y/o sitios sobre multiples dianas de proteinas. Conocido
como avidez o unién de multiples puntos, este mecanismo de unién imita la forma en que las células y las moléculas
interaccionan en el cuerpo, apoya la generacion de antagonistas y agonistas, y produce farmacos con multiples
funciones y potente actividad. Pueden producirse bancos de avimeros segun el documento WO 2004/044011, y en
particular en el ejemplo 6 de la pagina 99, y, por ejemplo, las solicitudes de patente de EEUU (publicaciones) n.®® US
2005/0053973, US2005/0089932, US2005/0164301. Los bancos de avimeros también estan disponibles en el
mercado en Avidia Inc, Mountain View, California, EEUU.

Produccién de anticuerpos

Los anticuerpos y los miembros de unién de la invencion pueden producirse en su totalidad o en parte mediante
sintesis quimica. Por ejemplo, los anticuerpos y los miembros de union de la invencion pueden prepararse mediante
técnicas que son conocidas por los expertos en la técnica, tales como la sintesis de péptidos en liquidos
convencional, o mediante métodos de sintesis de péptidos en fase solida. Como alternativa, los anticuerpos y los
miembros de unién pueden prepararse en disolucion utilizando técnicas de sintesis de péptidos en fase liquida, o
también mediante una combinacién de quimica en fase sélida, en fase liquida y en disolucion.

La presente invencion también incluye la produccion de anticuerpos o miembros de union de la invencion mediante
la expresion de un acido nucleico que codifica al menos una secuencia de aminoacidos que comprende un
anticuerpo de la invencién en un sistema de expresién adecuado, de modo que pueda codificarse un péptido o
polipéptido deseado.

Por ejemplo, puede expresarse un acido nucleico que codifica los aminoacidos de la cadena ligera y un segundo
acido nucleico que codifica los aminoacidos de la cadena pesada para proporcionar un anticuerpo de la presente
invencion.

Por consiguiente, en ciertos otros aspectos de la invencién, se proporcionan acido nucleicos que codifican
secuencias de aminoacidos que forman los anticuerpos o los miembros de unién de la presente invencion.

Generalmente, los acidos nucleicos que codifican las secuencias de aminoacidos que forman los anticuerpos o los
miembros de unién de la presente invencién pueden proporcionarse en una forma aislada o purificada, o
proporcionarse en una forma que esté sustancialmente exenta de materiales con los que estan asociados en la
naturaleza, con la excepcion de una o mas secuencias reguladoras. Un acido nucleico que expresa un anticuerpo o
un miembro de union de la invencion puede ser total o parcialmente sintético y puede incluir, pero no se limita a
ADN, ADNc y ARN.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o los miembros de unién de la invencién pueden
ser preparadas con facilidad por los expertos en la técnica utilizando técnicas que son conocidas por los expertos en
la técnica, tales como las descritas en Sambrook et al., "Molecular Cloning, A laboratory manual”’, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, volumenes 1-3, 2001 (ISBN-0879695773), y Ausubel et al., Short Protocols in Molecular
Biology, John Wiley and Sons, 42 edicion, 1999 (ISBN - 0471250929). Estas técnicas incluyen (i) el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar muestras de acidos nucleicos, (ii) sintesis quimica, o (iii)
preparacion de secuencias de ADNc. Puede generarse ADN que codifica anticuerpos o miembros de unién de la
invencion y utilizarse en cualquier forma adecuada conocida por los expertos en la técnica, que incluye tomar ADN
codificador, identificar los sitios de reconocimiento de enzimas de restricciéon adecuadas en cada lado de la porciéon
que se va a expresar, y cortar y retirar dicha porcion del ADN. La porcion cortada después puede unirse
operablemente a un promotor adecuado y expresarse en un sistema de expresion adecuado, tal como un sistema de
expresion disponible en el mercado. Como alternativa, las porciones pertinentes del ADN pueden amplificarse
utilizando cebadores de PCR adecuados. Pueden realizarse modificaciones en las secuencias de ADN utilizando
mutagénesis especifica dirigida a sitio.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o los miembros de unién de la invencién pueden
proporcionarse como construcciones en forma de un plasmido, vector, médulo de transcripcién o expresion que
comprende al menos un acido nucleico, tal como se describié anteriormente. La construccion puede estar incluida
dentro de una célula hospedante recombinante que comprende una o mas construcciones como se indicé
anteriormente. La expresion puede lograrse de modo conveniente cultivando, bajo condiciones apropiadas, células
hospedantes recombinantes que contienen secuencias de acidos nucleicos adecuadas. Después de la expresion, el
anticuerpo o los fragmentos de anticuerpos pueden aislarse y/o purificarse utilizando cualquier técnica adecuada, y
después utilizarse segun sea apropiado.

Los sistemas para la clonacion y la expresion de un polipéptido en una diversidad de células hospedantes diferentes
son muy conocidos. Las células hospedantes adecuadas incluyen sistemas de bacterias, de células de mamifero, de
levaduras, de células de insecto y de baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la técnica para la
expresion de un polipéptido heterélogo incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de
rindn de cria de hamster, y células de mieloma de raton NSO. Un hospedante bacteriano habitual preferido es E. col.
La expresidon de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en células procariotas, tales como E. coli, esta bien
establecida en la técnica. La expresion en células eucariotas en cultivo también esta disponible para los expertos en
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la técnica como una opcién para la produccién de un miembro de union.

Los expertos en la técnica conocen las técnicas generales para la produccion de anticuerpos, analizandose dichos
métodos, por ejemplo, en Kohler y Milstein (1975), Nature 256: 495-497; patente de EEUU n.° 4.376.110; Harlow y
Lane, Antibodies: a Laboratory Manual (1988), Cold Spring Harbor. Las técnicas para la preparacion de moléculas
de anticuerpos recombinantes se describen en las anteriores referencias y también, por ejemplo, en la patente
europea n.° 0.368.684.

En ciertas realizaciones de la invencién, se emplean acidos nucleicos recombinantes que comprenden un inserto
que codifica un dominio de variable cadena pesada y/o un dominio variable de cadena ligera de anticuerpos o
miembros de unién. Por definicién, estos acidos nucleicos comprenden la codificacion de acidos nucleicos
monocatenarios, acidos nucleicos bicatenarios que consisten en dichos acidos nucleicos codificadores y sus acidos
nucleicos complementarios, o estos acidos nucleicos complementarios (monocatenarios) en si mismos.

Ademas, los acidos nucleicos que codifican un dominio variable de cadena pesada y/o un dominio variable de
cadena ligera de anticuerpos pueden ser acidos nucleicos sintetizados de modo enzimatico o quimico que tienen la
auténtica secuencia codificadora para un dominio variable de cadena pesada y/o un dominio variable de cadena
ligera naturales, o sus mutantes.

Un anticuerpo de la invencion puede producirse por medios recombinantes, no solo directamente, sino también
como un polipéptido de fusion con un polipéptido heterélogo, que es preferiblemente una secuencia sefial u otro
polipéptido que tenga un sitio de ruptura especifica en el N-terminal de la proteina o el polipéptido maduros. La
secuencia sefial heterdloga seleccionada preferiblemente es una secuencia que es reconocida y procesada (es
decir, rota por una peptidasa sefal) por la célula hospedante. Para células hospedantes procariotas que no
reconocen ni procesan una secuencia sefial del anticuerpo nativa, la secuencia sefal se sustituye por una secuencia
sefial de procariotas seleccionada, por ejemplo, del grupo de conductores de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o
enterotoxina termoestable I

Aislados

El término “aislado”, cuando se emplea haciendo referencia a los anticuerpos totalmente humanizados de la
invencién, o a los miembros de unién derivados de estos, 0 a polipéptidos que los codifican, se refiere al estado en
que dichos anticuerpos, miembros de unién o acidos nucleicos (polinucleétidos) se proporcionan en una forma
aislada y/o pura, es decir, se han separado, aislado o purificado a partir de su entorno natural, y se proporcionan en
una forma sustancialmente pura u homogénea o, en el caso de acidos nucleicos, exentos o sustancialmente exentos
de acidos nucleicos o genes de un origen distinto al de la secuencia que codifica un polipéptido con la funcién
requerida. Por consiguiente, estos anticuerpos aislados, miembros de union y acidos nucleicos aislados estaran
exentos o sustancialmente exentos de los materiales con los que estan asociados en la naturaleza, tales como otros
polipéptidos o acidos nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural, o en el entorno en el que han sido
preparados (por ejemplo, cultivo celular) cuando dicha preparaciéon se realiza mediante la tecnologia del ADN
recombinante practicada in vitro o in vivo.

Los anticuerpos, los miembros de union y los acidos nucleicos pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y
todavia, para fines practicos, se considera que se proporcionan en una forma aislada. Por ejemplo, los anticuepos y
los miembros de unién pueden mezclarse con gelatina u otros vehiculos si se emplean para revestir placas de
microtitulacién para su uso en inmunoensayos, o se mezclan con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables cuando se emplean en el diagndstico o la terapia. Los anticuerpos o los miembros de unién pueden
glicosilarse de modo natural o mediante sistemas de células eucariotas heterdélogas (por ejemplo, células CHO o
NSO), o pueden no estar glicosilados (por ejemplo, si se producen mediante la expresién en una célula procariota).

También se describen preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas de anticuerpos anti-TLR2
humanizadas. Por ejemplo, estas preparaciones pueden ser mezclas de anticuerpos con cadenas pesadas de
longitud completa y cadenas pesadas que carecen de la lisina C-terminal con diversos grados de glicosilacion y/o
con aminoacidos derivatizados, tales como la ciclacién de un acido glutamico N-terminal para formar un resto acido
piroglutamico.

Administracién

El anticuerpo monoclonal o el miembro de uniéon de la presente invencién puede administrarse solo, pero
preferiblemente se administrara como una composicion farmacéutica que en general comprendera un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado seleccionado segun la via de administracion prevista.
Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados incluyen agua, glicerol y etanol.

El anticuerpo monoclonal o el miembro de unién de la presente invencién puede administrarse a un paciente que
necesite tratamiento a través de cualquier via adecuada. Generalmente, la composicién puede administrarse por via
parenteral mediante inyeccion o infusion. Los ejemplos de vias preferidas para la administracion parenteral incluyen,
pero no se limitan a intravenosa, intracardiaca, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, intracavitaria, subcutanea,
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transmucésica, por inhalacidon o transdérmica. Las vias de administracion también pueden incluir la via tépica y
entérica, por ejemplo, mucosica (que incluye pulmonar), oral, nasal o rectal.

Cuando la composiciéon se administra como una composicion inyectable, por ejemplo, en una aplicacién intravenosa,
intradérmica o subcutanea, el ingrediente activo puede estar en forma de una disolucién acuosa parenteralmente
aceptable que es apirdgena y tiene un pH, una isotonicidad y una estabilidad adecuadas. Los expertos en la técnica
son capaces de preparar disoluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isotonicos, tales como inyeccion
de cloruro de sodio, inyeccién de Ringer o inyeccion de Ringer lactada. También pueden incluirse conservantes,
estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos seguin sea necesario.

La composicién también puede administrarse mediante microesferas, liposomas, otros sistemas de administracion
de microparticulas o formulaciones de liberacién sostenida colocadas en ciertos tejidos, que incluyen la sangre.

Pueden encontrarse ejemplos de las técnicas y los protocolos mencionados anteriormente y otras técnicas y
protocolos que pueden utilizarse segun la invencion en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Gennaro,
A.R., Lippincott Williams & Wilkins, 20? edicion, ISBN 0-912734-04-3; y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, Ansel, H.C. et al., 72 edicion, ISBN 0-683305-72-7.

La composicién de la invencion generalmente se administra a un sujeto en una “cantidad terapéuticamente eficaz”,
siendo esta una cantidad suficiente para que el sujeto al cual se le administra la composicion obtenga un beneficio.
La dosis real administrada, y la velocidad y el tiempo de la administracion, dependeran y pueden ser determinados
tomando en consideracion la naturaleza y la gravedad del trastorno que se esta tratando, asi como factores tales
como la edad, el sexo y el peso del sujeto que se esta tratando, asi como la via de administracion. Ademas deben
considerarse las propiedades de la composicion, por ejemplo, su actividad de unidén y semivida plasmatica, la
concentracion del anticuerpo o del miembro de unién en la formulacién, asi como la via, el sitio y la velocidad de
administracion.

Los regimenes de dosificacion pueden incluir una uUnica administracion de la composicién, o multiples dosis
administradas de la composicion. Las composiciones también pueden administrarse de modo secuencial o por
separado con otros productos terapéuticos y medicamentos que se emplean para el tratamiento del trastorno por el
cual el anticuerpo o miembro de unién de la presente invencién esta siendo administrado como tratamiento.

Los ejemplos de regimenes de dosificacion que pueden administrarse a un sujeto pueden seleccionarse del grupo
que comprende, pero no se limita de 1 pg/kg/dia a 20 mg/kg/dia, de 1 pg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, de 10 nug/kg/dia a 1
mg/kg/dia. En ciertas realizaciones, la dosificacion sera tal que se obtiene una concentracion plasmatica de 1 ug/ml
a 100 pg/ml del anticuerpo. Sin embargo, la dosis real de la composicidon administrada, y la velocidad y el tiempo de
la administracion, dependeran la naturaleza y la gravedad del trastorno que se esta tratando. La prescripcion del
tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre la dosificacion, etc., en Ultimo término estan dentro de la
responsabilidad y el criterio del médico general y otros médicos, y generalmente se toma en cuenta el trastorno que
se esta tratando, la condicién del paciente individual, el sitio de la administracién, el método de la administracion y
otros factores conocidos por los médicos.

Definiciones

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el
significado que entienden habitualmente los expertos en la técnica del campo de la presente invencion.

A lo largo de la memoria descriptiva, a menos que el contexto exija lo contrario, se entendera que los términos
“comprende” o “incluye”, o sus variaciones, tales como “que comprende” o “comprendiendo”, “que incluye” o
“incluyendo”, implican la inclusién de un ndmero entero o grupo de numeros enteros mencionados, pero no la
exclusion de cualquier otro nimero entero o grupo de nimeros enteros.

Tal como se emplean en la presente, los términos tales como “un/una” y “el/la” incluyen los referentes en singular y
en plural, a menos que el contexto exiga claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a “un agente activo”
o “un agente farmacolégicamente activo” incluye un Unico agente activo, asi como dos o mas agentes activos
diferentes en combinacion, mientras que las referencias a “un vehiculo” incluyen mezclas de dos o mas vehiculos,
asi como un unico vehiculo.

Las expresiones “se une especificamente”, “se une selectivamente” o “especificidad de union” se refieren a la
capacidad de anticuerpos totalmente humanizados o compuestos de unién de la invencién para unirse a un epitopo
diana presente sobre un receptor de tipo Toll con mayor afinidad que la que resulta cuando se une a un epitopo que
no es la diana. En ciertas realizaciones, la union especifica se refiere a la unién a una diana con una afinidad que es
al menos 10, 50, 100, 250, 500 o 1000 veces mayor que la afinidad por un epitopo que no es la diana. En ciertas
realizaciones, esta afinidad se determina mediante un ensayo de ELISA de afinidad. En ciertas realizaciones, la
afinidad puede determinarse mediante un ensayo BlAcore. En ciertas realizaciones, la afinidad puede determinarse
mediante un método cinético. En ciertas realizaciones, la afinidad puede determinarse mediante un método de
equilibrio/disolucion.
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Tal como se emplea en la presente, la expresion “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la
cantidad de un agente, un compuesto de union, una molécula pequefia, una proteina de fusion o un peptidomimético
que se requiere para suprimir la inflamacion mediada por TLR2 en el rifién o que reduce la gravedad y/o mejora una
enfermedad renal mediada por TLR2 o al menos uno de sus sintomas o un trastorno asociado con ella.

Tal como se emplea en la presente, la expresion “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a la cantidad de una
composicion que se requiere para evitar la aparicion inicial, la progresiéon o la recurrencia de una enfermedad
mediada por TLR2 o un trastorno inflamatorio, o al menos uno de sus sintomas, en un sujeto después de la
administracion de los compuestos de la presente invencion.

Tal como se emplea en la presente, el término “tratamiento” y los términos asociados, tales como “tratar” y “que
trata” significan la reduccion de la progresion, la gravedad y/o la duracion de un trastorno mediado por TLR2, o al
menos uno de sus sintomas, en el que dicha reduccién o mejora resulta de la administracion de un compuesto de
union de la presente invencion. Por tanto, el término “tratamiento” se refiere a cualquier régimen que puede
beneficiar a un sujeto. El tratamiento puede ser con respecto a un trastorno existente o puede ser profilactico
(tratamiento preventivo). El tratamiento puede incluir efectos curativos, mitigantes o profilacticos. Las referencias en
la presente a tratamientos “terapéuticos” y “profilacticos” deben considerarse en su contexto mas amplio. El término
“terapéutico” no implica necesariamente que un sujeto se trata hasta su recuperacion total. De forma similar,
“profilactico” no significa necesariamente que el sujeto no contraiga en algin momento un trastorno de enfermedad.

Tal como se emplea en la presente, el término “sujeto” se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero y en
particular un ser humano. En una realizacion particular, el sujeto es un mamifero, en particular un ser humano. El
término “sujeto” es intercambiable con el término “paciente”, tal como se emplea en la presente.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Produccién de un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado

Los anticuerpos antagonistas de TLR2 de la presente invencion son generalmente anticuerpos totalmente
humanizados. Es decir, los anticuerpos tienen un origen totalmente humano y, por tanto, no contienen regiones o
combinaciones de aminoacidos derivadas de especies no humanas, tales como ratones.

Un método para producir los anticuerpos totalmente humanizados de la invencién es mediante el uso de la
tecnologia de anticuerpos humanos de composicion (Antitope, Reino Unido), segin se describe en la solicitud de
patente internacional PCT n.° WO 2006/082406. Estos anticuerpos son proteinas compuestas que comprenden 2 o
mas segmentos de secuencias de aminoacidos derivadas de anticuerpos humanos. Los segmentos pueden
seleccionarse de modo que se evita la presencia de epitopos de células T en el anticuerpo final, por ejemplo,
mediante la seleccion de los restos, en particular de las regiones variables de cadena ligera y pesada, para
asegurarse de que no comprendan motivos de unién de MHC de clase Il, o que no comprendan restos que anclen la
unién de péptidos al MHC de clase Il. Ademas, pueden emplearse métodos de simulacion computacional para
analizar las regiones variables del anticuerpo totalmente humanizado de la invencién para asegurarse de que no
estén presentes epitopos de células T.

En la produccién de un anticuerpo totalmente humanizado utilizando la técnica de anticuerpos humanos
compuestos, se obtiene un anticuerpo final que comprende una composicion de muchos segmentos de secuencias,
todos los cuales tienen un origen humano, y todos los cuales derivan de diferentes anticuerpos humanos.
Brevemente, la técnica implica las etapas de analizar las regiones variables de cadena pesada y ligera de un
anticuerpo monoclonal de partida, por ejemplo, un anticuerpo murino o quimérico que presenta especificidad de
union por el receptor de tipo Toll 2 para identificar las regiones determinantes de la complementariedad (CDR).
Entonces se generan modelos de proteinas de las regiones variables del anticuerpo utilizando estructuras de
anticuerpos existentes como molde, empleando Swiss PDB. Estos modelos estructurales después se analizan para
identificar importantes aminoacidos “constrifientes” en las regiones de dominio variable del anticuerpo original que es
probable que sean fundamentales para las propiedades de union del anticuerpo. Los restos contenidos dentro de las
regiones CDR (segun se definen utilizando las definiciones de Kabat y Chothia), junto con una serie de restos de
marco, generalmente son importantes. La informacién estructural extraida a partir del modelo de proteina se emplea
para identificar y comparar restos que son criticos para la confirmacion del anticuerpo y la union con restos
estructuralmente equivalentes procedentes de estructuras de anticuerpos existentes y bases de datos de
secuencias. Estos aminoacidos entonces pueden considerarse candidatos para la inclusién en uno o mas variantes
de las secuencias humanizadas finales. En la preparacién del anticuerpo de la presente invencién, se ha observado
que ambas secuencias de VH y VK del anticuerpo anti-TLR2 murino en las que se basa el anticuerpo totalmente
humanizado de la invencion (anticuerpo de receptor de tipo Toll 2 (TLR2) de ratén, derivado del clon de hibridoma
T2.5, HyCult Biotechnology b.v., Cell Sciences, Canton, EEUU, n.° de catalogo 1054) contienen restos de marco
tipicos, en especial en el VH, en donde el anticuerpo tiene configuraciones de secuencias muy habituales en
posiciones criticas, por ejemplo, restos de Kabat 45-49 (LEWIG) y 92-94 (CAR).

Las secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada y ligera monoclonales de origen después se
comparan con los correspondientes segmentos de secuencias de la region variable humana para identificar
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secuencias humanas de cadena ligera y pesada potenciales para la posible inclusién en la secuencia humanizada
final. Por ultimo, se disefian cadenas pesadas y ligeras totalmente humanizadas totalmente a partir de segmentos de
secuencias de la regién variable humana.

Se disefia y se produce el anticuerpo totalmente humanizado sintetizando, en primer lugar, los genes de la region
VH y VK utilizando una serie de oligonucleétidos solapantes que son reasociados, acoplados y amplificados
mediante PCR para producir regiones V sintéticas de longitud completa. La secuencia polinucleotidica después se
cloné directamente en un vector de expresion adecuado, cuyos ejemplos conoceran los expertos en la técnica, tal
como un sistema de vector de expresion que codifica una anticuerpo, tal como IgG. En el caso del vector de
expresion utilizado para la producciéon del anticuerpo OPN-305 de la presente invencion, el sistema de vector de
expresion se refiere a una secuencia derivada de IgG4 que comprende una region de bisagra modificada (una
sustitucion S241P), asi como cadenas pesadas y una cadena ligera kappa. Las cadenas pesada y ligera después se
transfectan de forma estable en células NSO mediante electroporacion y se seleccionan utilizando metotrexato 200
nM (Sigma, n.° de catalogo M8407). Las colonias resistentes a metotrexato se ensayan para los niveles de expresion
de IgG.

Aunque se utilizaron células NSO, puede emplearse cualquier linea celular adecuada conocida por los expertos en la
técnica. En particular, se prefiere el uso de células de mamifero dentro de un cultivo de células de mamifero como
plataforma para la produccion de los anticuerpos y los fragmentos de union de la invencién. El uso de células de
mamifero es particularmente preferido, debido al perfil de N-glicosilacién que se aplica a la proteina, puesto que
dichos perfiles de glicosilacion son similares a los que se encuentran en las proteinas humanas. Las lineas celulares
que generalmente se emplean para el cultivo de células de mamifero incluyen células CHO, células de hibridoma
NSO, células de rifion de cria de hamster (BHK), y células humanas PER.C6™. Las lineas de células de mamifero
que se emplean mas habitualmente para el cultivo de células de mamifero a volumenes de escala de produccién son
las lineas de células CHO y NSO. Estos tipos de células son relativamente faciles de cultivar a gran escala y pueden
excretar altas titulaciones de proteinas recombinantes en disolucion. Ambas lineas de células CHO y NSO pueden
producir altos niveles de expresion de proteinas.

Ademas de las plataformas de expresion de proteinas basadas en células de mamifero, también se pueden utilizar
sistemas de expresion basados en plantas o sistemas de animales transgénicos para la producicon de las proteinas
de la invencion.

Los anticuerpos compuestos después se purifican a partir de los sobrenadantes de los cultivos celulares sobre una
columna de Sepharose A-proteina A (GE Healthcare, n.° de catalogo 110034-93) y se cuantifican mediante DO280
nm, utilizando un coeficiente de extincion calculado, en el que Ec(0,1%) = 1,43. Después los anticuerpos purificados
se ensayan en un ensayo de competicion de ELISA para confirmar la union al receptor de tipo Toll 2. Esta unidn
puede compararse con la unién a un anticuerpo de referencia, tal como una forma biotinilada de un anticuerpo de
unién al receptor de tipo Toll 2 en el que se basé el anticuerpo totalmente humano. En particular, la absorbancia del
ensayo de competicion de ELISA puede representarse graficamente frente a la concentracion de muestra y ajustarse
lineas rectas a través de cada uno de los conjuntos de datos relacionados con el anticuerpo biotinilado original y
totalmente humano. Las ecuaciones de las lineas se emplearon para calcular la concentracion requerida para inhibir
la unién del anticuerpo de referencia biotinilado al TLR2 en 50% (denominado valor de CI50). Entonces, el valor de
la C150 puede utilizarse para calcular la diferencia en nimero de veces de la eficacia de unién. La eficacia de union
determinada puede ser una importante determinacion de la especificidad del anticuerpo totalmente humanizado que
se produce. También pueden realizarse otras comparaciones, por ejemplo, comparar el anticuerpo totalmente
humanizado con un anticuerpo quimérico o murino, que tenga especificidad de unién por el mismo antigeno.

Ejemplo 2 - Determinacion de las propiedades de unién del anticuerpo monoclonal OPN-305

El inventor ha descubierto, de forma sorprendente, que el anticuerpo monoclonal murino antagonista de TLR2 T2.5
requiere la unién a CD32 para antagonizar totalmente la funcién del receptor de tipo Toll 2. Por tanto, se realizaron
experimentos para confirmar que esta limitacion funcional asociada con el uso del anticuerpo T2.5 no esta también
asociada con el uso del anticuerpo monoclonal OPN-305 para mediar en su efecto de neutralizar la actividad
bioldgica del receptor de tipo Toll 2.

Materiales y métodos

Las células THP-1 son células monociticas de sangre periférica humanas. En respuesta a los ligandos del receptor
de tipo Toll se activa el factor de transcripcion NF-kappaB y otros factores de la transcripcion en las células THP1.
La linea celular THP-1 Blue ha sido transfectada de forma estable con un plasmido indicador que codifica el gen de
la fosfatasa alcalina embrionaria segregada (SEAP) bajo el control de un promotor inducible por varios factores de la
transcripcion, tales como NF-kappaB y AP-1. El variante de la linea celular THP-1 CD14 Blue sobreexpresa la
proteina de la superficie celular CD14 para potenciar la sensibilidad. Las células THP-1 CD14 Blue resultantes son
resistentes a los marcadores seleccionables zeocina y blasticidina. Tras la estimulacion de TLR, las células THP-1
Blue activan factores de transcripcion y después la secrecion de SEAP, que entonces se convierte en detectable
utilizando el sistema indicador QUANTI-Blue. QUANTI-Blue es un ensayo enzimatico colorimétrico desarrollado para
determinar la actividad fosfatasa alcalina segregada (SEAP) en los sobrenadantes de cultivos celulares. En
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presencia de SEAP, el medio de QUANTI-Blue cambia a un color morado-azul que puede detectarse con facilidad a
simple vista, o puede cuantificarse leyendo la densidad éptica (DO) a 625-655 nm.

Las células THP-1 CD14 Blue se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-TLR2 OPN-305 (1 pug/ml) premezclado
con el anticuerpo anti-CD32a (RnD n.° AF1875) o con el anticuerpo anti-CD32b (RnD n.° AF1330) o con IgG de
cabra en el intervalo de 5 pg/ml-0,18 ug/ml durante 5 minutos a 37 °C antes de la estimulacion con 20 ng/ml del
agonista de TLR1/TLR2 Pam3CSK4. El anticuerpo monoclonal OPN-305 es un anticuerpo totalmente humanizado
que tiene la cadena ligera definida en la presente como SEQ ID NO:2 y una cadena pesada definida en la presente
en SEQ ID NO:5.

Las células después se incubaron durante la noche a 37 °C. Los sobrenadantes después se retiraron y se
inactivaron con calor antes de la adicion de QUANTI-Blue (Invivogen, San Diego, EEUU). Se midieron los cambios
colorimétricos que representan la activacion de NF-kB a 650 nm utilizando un luminémetro.

Los resultados se muestran en la figura 9. Estos resultados indican que la actividad funcional de OPN-305 como
antagonista del receptor de tipo Toll 2 no se ve bloqueada por la adicién de anticuerpos anti-CD32a/b. Por tanto,
esto indica que la actividad neutralizante del receptor de tipo Toll 2 mediada por OPN-305 no depende de la unién a
CD32a o CD32b.

Ejemplo 3 - Papel de CD32 en el antagonismo del receptor de tipo Toll 2

Los resultados del ejemplo 2 sugieren que el antagonismo del receptor de tipo Toll 2 por el anticuerpo totalmente
humanizado de la invencion OPN-305 no depende de que el anticuerpo se una a CD32 (tanto a CD32a como a
CD32b).

Para confirmar esto y para proporcionar una comparacion con otros anticuerpos antagonistas de TLR2 que se
conocen en la técnica, tales como el anticuerpo monoclonal de TLR2 murino T2.5 (OPN-301), se realiz6 una serie de
experimentos.

Materiales y métodos

Células THP-1 CD14 Blue (Invivogen, San Diego, EEUU) se preincubaron con dosis de anticuerpos que bloquean
CD32a o0 CD32b.

Las células THP-1 CD14 Blue preincubadas se incubaron con dosis crecientes de (i) un anticuerpo anti-
FcgammaRlIla humano (CD32a) (R&D Systems, n.° de catalogo AF1875, tal como se emplea en el ejemplo previo),
(i) un anticuerpo anti-FcgammaRIl humano (CD32) (R&D Systems, n.° de catalogo AF1330), o (iii) un anticuerpo de
control de isotipo (IgG de cabra, R&D Systems, n.° de catalogo AB-108-C). Asi, a las células se les afiadieron 200
ng/ml del anticuerpo anti-TLR2 murino T2.5 (OPN-301) o el anticuerpo OPN-305 totalmente humanizado. Las células
después se estimularon con 100 ng/ml del agonista de TLR2 Pam3CSK4 (Invivogen) durante la noche.

Resultados

Se midi6 la produccién de SEAP dependiente de NF-kB en sobrenadantes celulares. La figura 10A muestra los
resultados para las células expuestas a OPN-301 (anticuerpo anti-TLR2 murino T2.5). La figura 10B muestra los
resultados para las células expuestas al anticuerpo antagonista de TLR2 totalmente humanizado OPN-305. En la
figura 10A, la columna A se refiere a las células estimuladas solo con Pam3CSK4. La columna B se refiere a las
células expuestas al anticuerpo OPN-301. La columna C se refiere al anticuerpo OPN301 junto con 0,4 ug/ml de
anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control. La columna D se refiere al anticuerpo OPN301 junto con 2 ug/ml
de anticuerpo anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control. La columna E se refiere al anticuerpo OPN301
mas 10 ug/ml de anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control.

En la figura 10B, la columna A se refiere a células estimuladas solo con Pam3CSK4. La columna B se refiere a
células expuestas al anticuerpo OPN-305. La columna C se refiere al anticuerpo OPN305 junto con 0,4 ug/ml de
anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control. La columna D se refiere al anticuerpo OPN305 junto con 2 ug/ml
de anticuerpo anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control. La columna E se refiere al anticuerpo OPN305
mas 10 ug/ml de anti-CD32a/b o un anticuerpo IgG de cabra control.

La comparacion de los datos que aparecen en las dos figuras demuestra claramente que el antagonismo de TLR2
que es mediado por OPN-305 no depende de que el anticuerpo interaccione con CD32, puesto que el bloqueo de
CD32 con un anticuerpo especifico de CD32a o CD32 no produce ningun efecto sobre la capacidad neutralizante de
TLR2 de OPN305. Por contraste, el anticuerpo T2.5 murino (OPN-301) demuestra ser dependiente de la unién a
CD32 para mediar en la completa neutralizacion de la actividad funcional del receptor de tipo Toll 2. Aunque no se
pretenda limitacion alguna por la teoria, el inventor predice, por tanto, que, en la mediacion en el antagonismo del
TLR2, el anticuerpo OPN-301 se une al TLR2 y también a CD32, y esta interaccion con CD32 es necesaria para
mediar en el antagonismo del receptor de tipo Toll 2. Por tanto, existe una diferencia funcional entre el mecanismo
de accioén utilizado por el anticuerpo OPN-305 y el anticuerpo OPN-301 con relacién al antagonismo de la actividad
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funcional del receptor de tipo Toll 2. Por tanto, la actividad antagonista de TLR2 de OPN-301 puede ser bloqueada
mediante el bloqueo de la unién a CD32. Sin embargo, el bloqueo de la capacidad de OPN-305 para unirse a CD32,
CD32a O CD32b no afecta a su capacidad para antagonizar la actividad funcional del receptor de tipo Toll 2.

Ejemplo 4 - Confirmacion de la especificidad de unién al receptor de tipo Toll 2 de OPN-305

El experimento se disefidé para confirmar que el anticuerpo monoclonal de la invencion OPN-305 muestra
especificidad de union por el receptor de tipo Toll 2 y, en particular, por el receptor de tipo Toll 2 humano.

Materiales y métodos

Células HEK 293 (rifion embrionario humano 293) transfectadas de forma estable con el receptor de tipo Toll 1y el
receptor de tipo Toll 2 para permitir la formacion de un heterodimero de TLR1/TLR2 se incubaron con 1,0 ug/ml de
una forma biotinilada del anticuerpo anti-TLR2 murino OPN-301 (T2.5) solo o en presencia de 1,0 ug o 10 pg/ml del
anticuerpo anti-TLR2 totalmente humanizado OPN-305 o un anticuerpo control de isotipo IgG4 OPN-305 durante 30
minutos en hielo.

El anticuerpo monoclonal OPN-301 es un anticuerpo anti-TLR2 IgG1 murino (anticuerpo del receptor de tipo Toll 2
(TLR2) de raton, clon T2.5, HyCult Biotechnology b.v., Cell Sciences, Canton, EEUU, n.° de catalogo 1054).

El anticuerpo monoclonal OPN-305 es un anticuerpo totalmente humano que tiene la cadena ligera definida en la
presente como SEQ ID NO:2 y una cadena pesada definida en la presente en SEQ ID NO:5.

Las células después se lavaron y se incubaron con estreptavidina conjugada con PECy7 durante 30 minutos mas.
La union se midié utilizando FACScalibur (Becton Dickinson). Los resultados se muestran en la figura 11.

La figura 11A se refiere a la union de OPN-305 (marcado como variante 21). Empezando desde la izquierda hacia la
derecha, la linea mas oscura del primer pico se refiere a la linea roja. La linea mas clara en el primer pico se refiere
a la linea verde. En direccién a la derecha, el tercer, cuarto y quinto pico son los picos morados, azul y negro,
respectivamente. La union de OPN-305 fue demostrada mediante un desplazamiento hacia la izquierda de los
histogramas azul y morado (que representan OPN-301 y OPN-305), comparado con OPN-301 solo (histogramas
negros) que demuestran que OPN-305 esta compitiendo con OPN-301 por la union al TLR2 humano sobre las
células HEK. En conclusion, la figura 11A muestra un desplazamiento de los picos dependiente de la dosis, que
indica una competicion en la union entre OPN-301 y OPN-305 para el receptor de tipo Toll 2 humano.

La figura 11B muestra los resultados de la union con el control de isotipo IgG4. Puesto que el anticuerpo de control
de isotipo IgG4 no presenta especificidad de unidon por TLR2, no compite por la union. Por tanto, no se produce un
desplazamiento en los picos negro, morado o azul, que se agrupan y estan representados como el segundo pico, tal
como se muestra en la zona derecha de la figura 11B. El pico en la zona izquierda se refiere al pico rojo (linea mas
oscura) y el pico verde (linea mas clara). Por tanto, estos resultados confirman que OPN-305 presenta especificidad
de unioén por el receptor de tipo Toll 2 humano.

Ejemplo 5 - Reactividad cruzada de OPN-305 con el receptor de tipo Toll 2 murino

Habiendo determinado en el ejemplo 4 que OPN-305 muestra especificidad de unién con el receptor de tipo Toll 2
humano, este experimento evalua si el anticuerpo monoclonal OPN-305 muestra reactividad cruzada intraespecifica
con respecto al receptor de tipo Toll 2, que permitiria unirse a OPN-305 a otras formas de receptores de tipo Toll 2
de mamifero, tales como el receptor de tipo Toll 2 murino.

Materiales y métodos

Se cultivaron macréfagos de ratén J774 a 1 x 10%/ml en presencia de 5 ug/ml de OPN-305 (denominado OPN-305-
21), OPN-301 (T2.5) o el anticuerpo de control de isotipo pertinente (IgG1 murina para OPN-301 e IgG4 humana
para OPN-305) durante 6 horas a 37 °C. Las células se expusieron al agonista de TLR2 HKLM (Invivogen, San
Diego, EEUU, n.° de catalogo tir-kit2). HKLM es una preparacion inactivada por calor liofilizada de Listeria
monocytogenes (LM), una bacteria gram-positiva intracelular facultativa. Los sobrenadantes después se retiraron y
se midieron los niveles de TNF-a murino mediante ELISA DouSet especifica de RnD Systems (R&D Systems).

Resultados

Los resultados se muestran en la grafica de la figura 12. Esta demuestra que OPN-305 suprime las respuestas de
TLR2 murino de una manera a grandes rasgos similar a la inhibicion de OPN-301. Por consiguiente, OPN-305
presenta reactividad cruzada porque se une al receptor de tipo Toll 2 expresado sobre la superficie de células
murinas.

En conclusion, se ha demostrado OPN-305 suprime la secrecion de TNF-o desde macréfagos J774 murinos que
fueron estimulados con un agonista de TLR2.
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Ejemplo 6 - Reactividad cruzada de OPN-305 con el receptor de tipo Toll 2 de mono

Se realizaron mas experimentos para determinar la especifidad de union de OPN-305 por el receptor de tipo Toll 2
expresado sobre células de mono. Estos determinaran si el anticuerpo OPN-305 presenta reactividad cruzada con
una variedad mas amplia de formas de mamifero del receptor de tipo Toll 2, no tan solo las formas humana y
murina.

Se determind la unién de OPN-305 al receptor de tipo Toll 2 de mono mediante un ensayo de anticuerpos directo y
un ensayo de union de competicion.

(i) Union directa

Se incubaron células sanguineas completas de monos cynomolgus con 1,0 ug/ml de OPN-305 o un anticuerpo de
control de isotipo IgG4 durante 30 minutos a temperatura ambiente, después se incubaron con PharmLyse (BD
Biosciences) para lisar los eritrocitos sanguineos, seguido de una deteccion con anti-lgG4 humana marcado con
FITC.

Los resultados se muestran en las figuras 13A, B y C. Los diferentes tipos de células se clasificaron segun sus
caracteristicas de dispersion directa y lateral. La figura 13A se refiere a los granulocitos. La figura 13B se refiere a
los monocitos. La figura 1C se refiere a los linfocitos. La union se demostré mediante un desplazamiento del
histograma hacia la derecha de las células incubadas con OPN-305 (histograma azul - es el pico en la zona derecha
del grupo de picos) comparado con las células incubadas con el anticuerpo de control de isotipo (histograma verde -
es el segundo pico, desplazandose desde la izquierda hacia la derecha, teniendo este pico un color mas claro). Los
resultados en las figuras 13A y 13B demuestran que el pico azul se ha movido mas hacia la derecha que el pico
verde. Esto demuestra que OPN-305 se une al TLR2 de mono que se expresa sobre granulocitos y monocitos. Por
tanto, OPN-305 muestra una reactividad cruzada mas amplia con respecto al receptor de tipo Toll 2 expresado sobre
diferentes tipos celulares.

(ii) Ensayo de competicion

Se incubaron células sanguineas completas de monos cynomolgus con 1,0 ug/ml de OPN-301 biotinilado solo o en
presencia de 1,0 ug o 10 ug/ml de OPN-305 o un anticuerpo de control de isotipo 1gG4 (para OPN305) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las células después se lavaron y se incubaron con estreptavidina conjugada con
Pecy7 durante 30 minutos mas.

El anticuerpo monoclonal OPN-301 es un anticuerpo anti-TLR2 IgG1 murino (anticuerpo de receptor de tipo Toll 2
(TLR2) de raton, clon T2.5, HyCult Biotechnology b.v., Cell Sciences, Canton, EEUU, n.° de catalogo 1054).

El anticuerpo monoclonal OPN-305 es un anticuerpo totalmente humano que tiene la cadena ligera definida en la
presente como SEQ ID NO:2 y una cadena pesada definida en la presente en SEQ ID NO:5.

La unién se midié utilizando FACScalibur de Becton Dickinson. Los resultados se muestran en las figuras 14A, B y
C. La figura 14A se refiere a los granulocitos. La figura 14B se refiere a los monocitos. La figura 14C se refiere a los
linfocitos. La union de OPN-305 se demuestra mediante un desplazamiento hacia la izquierda de los histogramas
verdes (que representan OPN-301+OPN-305) comparado con OPN-301 solo (histogramas negros) que demuestra
que OPN-305 esta compitiendo con OPN-301 por la union al TLR2 de mono. Por consiguiente, de nuevo puede
observarse que OPN305 esta compitiendo por la unién al receptor de tipo Toll 2 de mono. Esto también confirma
que OPN-305 presenta reactividad cruzada con el receptor de tipo Toll 2 expresado sobre células humanas, de ratén
o0 de mono.

Ejemplo 7 - Inmunogenicidad del anticuerpo monoclonal OPN-305

Se realiz6 el analisis del anticuerpo OPN-305 para determinar la presencia de epitopos inmunogénicos que puedan
dar lugar a que se genere una respuesta inmunoldgica, tal como una respuesta HAMA, contra el anticuerpo por
parte del sujeto al cual se administra el anticuerpo. Tal como se analizé anteriormente en la presente, la presencia
de epitopos de células T es muy indeseable, puesto que la produccion de una respuesta de anticuerpos
neutralizantes contra el anticuerpo daria lugar a que el anticuerpo ya no sea adecuado para la administracion a un
paciente con fines terapéuticos. Por tanto, se analiz6 el anticuerpo OPN-305 para asegurarse de que ningun epitopo
de células T estuviese evidentemente presente.

Materiales y métodos

Preparacion y seleccién de PMBC donantes

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de la capa leucocitica de donantes sanos
residentes (de sangre extraida en las Ultimas 24 horas) obtenida de the National Blood Transfusion Service
(Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, Reino Unido). Las PBMC se aislaron a partir de la capa leucocitica mediante
una centrifugacion de densidad LYMPHOPREP™ (Axis-Shield, Dundee, Reino Unido) y se disminuyo la cantidad de
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las células T CD8+ utilizando ROSETTESEP™ de CD8+ (StemCell Technologies Inc., Londres, Reino Unido). Los
donantes se caracterizaron identificando los haplotipos HLA-DR utilizando un kit de tipificacion de tejidos basado en
PCR-SSP Biotest (Biotest, Landsteinerstralle, Dinamarca), asi como determinando las respuestas de células T a un
antigeno control de hemocianina de lapa (KLH) (Pierce, Rockford, EEUU). Después las PBMC se congelaron y se
conservaron en nitrogeno liquido hasta que fueron necesarias.

Se selecciond una cohorte de 21 donantes para representar mejor el nimero y la frecuencia de los alotipos HLA-DR
expresados en la poblacion mundial. El andlisis de los alotipos expresados en la cohorte contra los expresados en la
poblacién mundial revel6 que se logré una cobertura >80% y que todos los principales alelos HLA-DR (alotipos
individuales con una frecuencia >5% expresados en la poblacion mundial) estaban bien representados.

Ensayos de proliferacion de células T de desarrollo en el tiempo EpiScreen

El anticuerpo se sometié a un analisis para determinar la presencia de epitopos de células T tal como se indica en la
solicitud de patente internacional n.° WO 2007/099341. Las PBMC de cada donante se descongelaron, se contaron y
se evalud la viabilidad. Las células se revivieron en medio de cultivo AIMV a temperatura ambiente (Invitrogen,
Paisley, Reino Unido) y se resuspendieron en AIMV hasta 4,6 x 10° PBMC/ml. Para cada donante se establecieron
cultivos madre a los que se afiadié un total de 1 ml de cultivo madre de células de proliferacién a una placa de 24
pocillos. Un total de 1 ml de cada muestra de ensayo diluida se afiadié a las PBMC para producir una concentracion
final de 50 ug/ml por muestra. Para cada donante también se incluyd un control positivo (células incubadas con 100
png/ml de KLH) y un control negativo (células incubadas solo con medio de cultivo). Para los primeros 4 donantes, se
incluyd otro control para ensayar la modulacién de las respuestas de células T por las muestras de ensayo, en el
que la muestra de ensayo y KLH se afiadieron a las PBMC. La comparacion de estas muestras con KLH sola puede
utilizarse para evaluar los efectos de las muestras de ensayo sobre la proliferacion. Los cultivos se incubaron
durante un total de 8 dias a 37 °C con CO, al 5%. En los dias 5, 6, 7 y 8, las células en cada pocillo se
resuspendieron cuidadosamente y se trasladaron partes alicuotas de 3 x 100 pl a pocillos individuales de una placa
de 96 pocillos de fondo redondo. Los cultivos se pulsaron con 1 uCi de [3H]-timidina (Perkin Elmer™, Waltham,
Massachusetts, EEUU) en 100 pl de medio de cultivo AIMV y se incubaron durante 18 horas mas antes de recolectar
sobre esterillas de filtro (Perkin EImer™, Waltham, Massachusetts, EEUU) utilizando un recolector de células
TomTec Mach lll. Se determinaron las cuentas por minuto (cpm) para cada pocillo mediante recuento de centelleo
MELTILEX™ (Perkin EImer™, Waltham, Massachusetts, EEUU) sobre un contador beta de microplacas en modo de
recuento de bajo fondo, paralux. Para evaluar la toxicidad potencial de las muestras de ensayo se realizaron
recuentos de viabilidad celular (utilizando un contador VICELL™ y exclusion de tinte de azul de tripano) sobre las
muestras de los cultivos de ensayo y los controles de medio y KLH para los primeros 10 donantes después de 7 dias
de incubacion.

Analisis de los datos de EpiScreen

Para los ensayos de proliferacion, se hubo establecido previamente un umbral empirico de un indice de estimulacion
(IE) mayor o igual a 2 (IE = 2), por el cual las muestras que inducen respuestas proliferativas por encima de este
umbral se consideran positivas (cuando se incluyen, se destacan los valores limite de IE = 1,95). Un extenso
desarrollo de ensayos y estudios previos han demostrado que este es el umbral minimo de sefial a ruido que permite
la maxima sensibilidad sin detectar un nimero elevado de respuestas falsas positivas. Para los conjuntos de datos
de proliferacion (n = 3), las respuestas positivas se definen por los umbrales estadistico y empirico:

- significancia (p < 0,05) de la respuesta comparando las cpm de los pocillos de ensayo con los pocillos de control de
medio utilizando un ensayo de la t de Student de dos muestras desapareado,

- indice de estimulacién mayor que 2 (IE = 2), en el que IE = media de los pocillos de ensayo (cpm)/media de los
pocillos de control de medio (cpm).

Ademas, se evalud la variacion intraensayo calculando el coeficiente de varianza y la desviaciéon estandar (DE) de
los datos brutos de cultivos duplicados.

Resultados

El anticuerpo anti-TLR2 OPN-305 (VK5/VH4) se purificd hasta la homogeneidad mediante una cromatografia de
afinidad de proteina A, seguida de una cromatografia de exclusién molecular.

El variante denominado VK5/VH4 es el anticuerpo monoclonal totalmente humanizado OPN-305 descrito en la
presente. El anticuerpo monoclonal OPN-305 es un anticuerpo totalmente humanizado que tiene una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera definida en la presente como SEQ ID NO:2 y una secuencia de aminoacidos de
cadena pesada definida en la presente en SEQ ID NO:5.

Todas las preparaciones se derivaron de picos individualse que representan el anticuerpo no agregado monomérico
(figuras 15A y B) y se descubrié que contenian endotoxinas a < 5 EU/mg.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2488615 T3

Las tres muestras de ensayo se ensayaron contra una cohorte de 21 donantes sanos empleando los ensayos de
células T de desarrollo en el tiempo EpiScreen™ (Antitope, Reino Unido) para determinar el riesgo relativo de
inmunogenicidad. Las muestras se ensayaron a una concentracion final de 50 pg/ml, puesto que esta cantidad
proporciona una concentracion saturante que es suficiente para estimular respuestas de células T especificas de
proteinas detectables.

Se analizaron los resultados de la modulacién de células T y los estudios de toxicidad celular. Las viabilidades
celulares en los cultivos después de siete dias varian del 65% al 95%, y son similares entre todas las muestras de
ensayo, el control de medio y el control de KLH. Por tanto, se considerd que las muestras de ensayo no tenian un
efecto toxico sobre las células utilizadas en el ensayo. Ademas, la figura 16 demuestra que no existen diferencias
significativas (ensayo de la t de Student p < 0,05) entre los IE inducidos por KLH solo o en presencia de las muestras
de ensayo. Esto sugiere que las muestras de ensayo no modulan directamente la activacion de células T CD4+ en
respuesta a KLH (antigeno control). La figura 16 muestra los resultados de una preseleccion de muestras de ensayo
para la citotoxicidad y la actividad de modulacion de células T. La muestra 1 es un anti-TLR2 quimérico (el fragmento
F’ab derivado del anticuerpo murino T2.5 conjugado con la regidon Fc de la IgG4 humana), la muestra 2 es el
anticuerpo anti-TLR2 OPN-305 (VK5/VH4, OPN305), la muestra 3 es un anticuerpo anti-TLR2 variante denominado
VK5/VH5.

Los resultados del ensayo de proliferacién de desarrollo en el tiempo EpiScreen™ realizados con los anticuerpos
anti-receptor de tipo Toll 2 OPN-305 (VK5/VH4, OPN-305) y VK5/VH5 comparativo, asi como con los anticuerpos
quiméricos anti-TLR2 se analizaron (figura 17A, B y C). El anticuerpo anti-TLR2 quimérico estimula respuestas en 4
de los 21 donantes (18% de la cohorte de estudio) cuando se logra |IE = 2 y la significancia en el ensayo de la t de
Student (p < 0,05). El donante 20 ofrecié una respuesta particularmente vigorosa con altos IE a lo largo del periodo
de ensayo, y también se observé una fuerte respuesta (IE = 6,99) con el donante 3 en el dia 6. Por contraste,
ninguno de los donantes en la cohorte de estudio respondié positivamente a OPN-305. Por tanto, el anticuerpo OPN-
305 (VK5/VH4) no produjo respuestas de células T significativas en los donantes que respondieron positivamente al
anticuerpo quimérico.

Conclusiones

Las respuestas de proliferacion de células T CD4+ positivas observadas en el ensayo de células T de desarrollo en
el tiempo EpiScreen™ contra el anticuerpo quimérico estuvieron en el intervalo esperado del 15-40%. De forma
importante, se observaron respuestas de células T frecuentes y potentes contra el antigeno control, KLH, que
indican que el ensayo funcion6 tal como se esperaba. Los resultados también demuestran que el anticuerpo
totalmente humanizado OPN-305 (VK5/VK4) no indujo respuestas inmunoldgicas positivas en ninguno de los
donantes y, por tanto, se considera que este anticuerpo tiene un riesgo bajo de inmunogenicidad en la clinica.

La figura 18 demuestra una clara correlacion entre el nivel de inmunogenicidad observado utilizando el ensayo
EpiScreen™ y el nivel de inmunogenicidad (respuestas de anticuerpos terapéuticos antiproteina) que se ha
observado realmente en la clinica contra un gran panel de proteinas terapéuticas (Baker y Jones, 2007). Se
observaron altos niveles de inmunogenicidad en los datos clinicos y en los ensayos EpiScreen™ para proteinas
tales com infliximab y campath, mientras que se observaron unos niveles de inmunogenicidad relativamente bajos
para proteinas tales como xolair, herceptina y avastina. De manera importante, el anticuerpo OPN-305 induce
respuestas en <10% de la cohorte de estudio, lo cual, basandose en experiencias previas, esta asociado con
productos bioterapéuticos con un riesgo bajo de inmunogenicidad.

Ejemplo 8 - Determinacion y comparacion de la afinidad de union del anticuerpo monoclonal OPN-305

Los biosensores inmunoldgicos, por ejemplo los instrumentos de resonancia de plasmoén de superficie (SPR)
BIACORE™ que miden la union y la disociacion de los complejos de antigeno-anticuerpo a tiempo real, permiten
aclarar la cinética de union. La velocidad de disociacion de un compuesto y su posterior optimizacion es
especialmente importante para el desarrollo de anticuerpos biofarmacéuticos. BIACORE emplea la resonancia de
plasmoén de superficie (SPR) para controlar la interaccion entre una molécula unida a la superficie (“ligando”), y su
compafiero de union en disluciéon (“analito”) a tiempo real. La SPR es un fenénemo de ondas de densidad-carga
electrénica que surge en la superficie de una capa metalica cuando la luz se refleja en la capa bajo condiciones de
reflectancia interna total. Los plasmones de superficie que se generan son sensibles a cualquier cambio en el indice
de refraccion del medio en el lado opuesto de la capa metalica de la luz reflejada. Las interacciones proteina-
proteina que se producen en la superficie afectan al indice de refraccion del medio y, por tanto, pueden detectarse.
La unidon de moléculas a la superficie del sensor modificada con el ligando genera una respuesta, que es
proporcional a la masa unida, lo cual permite detectar pequefios cambios en la cantidad del analito unido (niveles
hasta de pocos picogramos). La técnica puede utilizarse para medir constantes de afinidad (KD) a lo largo del
intervalo de 10®° a 1072 M, las constantes de velocidad de asociacion (ka) entre 103 y 107 M-1s-1, y las constantes
de velocidad de disociacion (kd) entre 107y 10° s (1-3).

El objetivo de este estudio es utilizar el instrumento de resonancia de plasmoén de superficie BIACORE T100
(Biacore, Inc.) para la caracterizacion cinética de alta resolucion de la interaccion entre dos receptores relacionados
y tres mAb. Los dos receptores investigados fueron rhTLR-2 recombinante (TLR-2 humano recombinante) y

34



10

15

20

25

30

35

40

ES 2488615 T3

rmTLR2/Fc (TLR-2 murino recombinante).

Materiales y métodos

Preparacion del instrumento

Antes de ensayar cualquier muestra se realizd6 una comprobacion del sistema (kit Biacore Preventive Maintenance
Kit 2). Todos los sistemas ensayados aprobaron la prueba (bomba de reactivo, refractémetro, inyecciones, ruido,
mezclado y selector de tampon), lo cual indica el instrumento funcionaba segun los criterios asignados por el
fabricante. Después de comprobar el sistema se ejecutd el programa Desorber/Sanear (kit Biacore Preventive
Maintenance Kit 2) para limpiar el instrumento.

Desarrollo del ensayo

Preparacion del sistema

Tras la insercion del chip CM5 el sistema se cebd y después se normalizé con una disoluciéon de normalizacion BIA
(kit Biacore Preventive Maintenance Kit 2). Todas las muestras se ensayaron a 25 °C con un rejilla de muestras
incubada a 25 °C a menos que se indique lo contrario. El chip se afiadié al sistema con HBS-EP como tampdn de
ensayo. La superficie del chip se cebd con dos inyecciones de 30 segundos de NaOH 50 mM, y después se dejo en
reposo hasta que se obtuvo una linea de base estable en todas las células de flujo (Fcs).

Preparaciéon de las muestras

Se analizaron dos anticuerpos, el anticuerpo anti-receptor de tipo Toll 2 OPN-305, segun se describe en la presente,
y el anticuerpo anti-receptor de tipo Toll 2 murino T2.5 (derivado del clon de hibridoma T2.5, HyCult Biotechnology
b.v., Cell Sciences, Canton, EEUU, n.° de catalogo 1054). Ambos anticuerpos monoclonales se conservaron tal
como fueron suministrados y se diluyeron hasta 1 ug.ml-1 para todos los ensayos de inmovilizacion.Los receptores
rhTLR-2 y rmTLR2/Fc se reconstituyeron a partir del polvo seco utilizando HBS-EP hasta una concentracion final de
1000 nM y se conservaron a 4 °C. No se afiadi6 proteina vehiculo a esta disolucion.

Condiciones de inmovilizacion y actividad

Se eligid un ensayo directo para este estudio basandose en los resultados de un estudio previo, en el que se
demostré que este conjunto es dptimo. Para los experimentos cinéticos, la cantidad de ligando inmovilizado debe
limitarse para evitar los efectos de transferencia de masa en la superficie del chip.

Utilizando un PM medio de 77,5 kDa para el analito del receptor humano glicosilado (rhTLR-2), 150 kD para el
ligando (mAb) y la estequiometria (Sm) de 2, una cantidad diana ideal de ligando para inmovilizar seria 145 RU. Este
nivel de inmovilizacién también es adecuado para el receptor murino, aunque tenia un PM de 98 kDa.

Todos los anticuerpos se inmovilizaron utilizando la quimica de acoplamiento de aminas convencional. La
inmovilizacion se realizé a una concentracion de proteina de aproximadamente 1 ug.mi-1 en tampén acetato 10 mM,
pH 5,5, hasta un nivel de respuesta diana de 150 RU en tres chips sensores CM5 serie S. Los datos cinéticos se
obtuvieron a un caudal de 40 ug.ml-1 para minimizar cualquier efecto de transferencia de masas potencial. El blanco
(sin receptor) y una unica concentracion de los analitos (100 nM) se repitieron al inicio de los ensayos cinéticos para
comprobar la estabilidad de la superficie y de los dos receptores a lo largo de los analisis cinéticos. Se realizaron
dos repeticiones de los analisis cinéticos y se compararon los resultados.

Para observar una disminucion de sefial suficiente (3-10%) durante la fase de disociacion de los ciclos cinéticos, se
midio la disociacion durante 2000 segundos.

Resultados

Los resultados aparecen en la tabla 1. Se midieron las velocidades de asociacion (Kon) y las velocidades de
disociacion (Ko) utilizando un modelo de unién bivalente (BlAcore Evaluation Software, version 3.2). La constante de
equilibrio de disociacion (Ko) se calculé como la proporcion Kei/Kon.

Tabla 1
TLR2 murino TLR2 humano
Anticuerpo ON OFF ON OFF
Kd (M) Kd (M)
Kd (1/Ms) Kd (1/s) Kd (1/Ms) Kd (1/s)
T2.5 9703 0,000141 1,56 x 10° 4819 0,000230 4,82 x10°
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TLR2 murino TLR2 humano
Anticuerpo ON OFF ON OFF
Kd (M) Kd (M)
Kd (1/Ms) Kd (1/s) Kd (1/Ms) Kd (1/s)
OPN-305 6772 0,000082 1,19 x 10° 3098 0,0000895 2,89x10°

Los resultados indican que OPN-305 se une al receptor de tipo Toll 2 humano y al receptor de tipo Toll 2 murino con
una afinidad de union mayor que el anticuerpo monoclonal T2.5. La figura 19 muestra un alineamiento que indica la
identidad de secuencia entre las secuencias de aminoacidos del anticuerpo anti-TRL2 totalmente humanizado OPN-
305 y el anticuerpo anti-TLR2 murino T2.5. Puede observarse una divergencia de identidad de secuencia mayor que
10%. Ademas, la figura 20 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos del dominio variable de
cadena pesada del anticuerpo anti-TLR2 totalmente humanizado OPN-305 y el anticuerpo anti-TLR2 murino T2.5.
De nuevo esta presente una divergencia de identidad de la secuencia mayor que 10%. Aunque no se pretende
limitacion alguna por la teoria, el inventor predice que las variaciones en la secuencia de aminoacidos de la cadena
ligera y pesada del anticuerpo OPN-305, frente al anticuerpo murino T2.5, confieren una mayor especificidad de
union y afinidad al anticuerpo OPN-305 por el receptor de tipo Toll 2.

Ejemplo 9 - Estudios de ocupacion del receptor TLR2

Este experimento se disefid para identificar los niveles de ocupacién minimos requeridos para la inhibicién de la
actividad biolégica del anticuerpo monoclonal OPN-305 cuando se une a TLR2. Se estudi6 la unién frente a la
funcioén utilizando una linea celular indicadora THP-1. En particular, se evalué la bioactividad de OPN-305 en células
THP1-CD14 inducidas por Pam3CSK4.

Materiales y métodos

Se sembraron células THP1-CD14 a una densidad de 1 x 10° céulas por pocillo en una placa de 12 pocillos. Se
afiadi6 OPN-305 a los pocillos a diversas concentraciones (que varian de 0,000488 pg/ml a 2 ug/ml) antes de la
adicion de Pam3CSK4 (200 ng/ml). Las células se incubaron durante la noche a 37 °C. Se midid la actividad SEAP
controlada por NF-kB incubando el medio condicionado inactivado con calor con 160 pl de reactivo Quantiblue
(Invivogen) durante 90 minutos a 37 °C y se leyd la absorbancia a 650 nm.

Para determinar la ocupacion de los receptores de OPN305 en células THP1-CD14, las células THP1-CD14 Blue se
colocaron en tubos FACS (1 x 10%/tubo) y se bloquearon los FcR con reactivo de bloqueo anti-CD32 (Mitenyl Biotec)
durante 15 minutos. Las células se marcaron con OPN-305 a diversas concentraciones (que varian de 0,000488
pg/ml a 2 pg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar, las células se incubaron con anti-
IgG4 humana conjugada con RPE durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de una etapa de lavado
final, las células se fijaron con disolucién salina de formol al 2% en BSA al 1%/PBS antes de la adquisicion. Se
calculd el porcentaje de unidn especifica utilizando la formula:

MFI OPN305— MFI isotipo lﬂﬂ]

04 de union especifica = [
’ specif MFI Max (OPN305) — MFI isotipo

Resultados

Los resultados se muestran en las figuras 21A, B y C. Estos resultados demuestran que se observa una inhibicion
de la actividad NF-kB de una manera dependiente de la dosis después de un tratamiento con Pam3Csk4 (figuras
21A y B). OPN-305 inhibe casi completamente la actividad NF-kB a unas concentraciones de 2 ug/ml (figura 21C).
Se calculd el porcentaje de union especifica de OPN-305 en células THP1-CD14 utilizando la féormula descrita
anteriormente.

Se han relacionado los experimentos de unién de saturacion con células THP-1, con la inhibiciéon de la actividad
biolégica en la misma poblaciéon de células. La inhibicion completa de la sefializacion dependiente de TLR2 puede
lograrse con menos de la unién maxima al receptor. Este es un sistema complejo y parece probable que los niveles
de TLR2 sean significativamente mayores que en los comparieros heterodiméricos TLR1y TLR6. La ocupacioén del
receptor contempla la unién de saturacién de TLR2 como un mondmero o heterodimero. Parece probable que la
neutralizacion de la cantidad suficiente de TLR2 para reducir la probabilidad de que TLR2 libre encuentre un
compafiero para formar un complejo de sefalizacion funcional pueda ser una explicacion para la aparente pérdida
de actividad biolégica a menos del 100% de ocupacion de Iso receptores.
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Ejemplo 10 - Determinacion de si el anticuerpo OPN-305 actia como un inhibidor competitivo o no
competitivo de la seializacion dependiente de TLR2

Materiales y métodos

Se sembraron células THP1 CD14 Blue a 100.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se
preincubaron brevemente con 0, 1, 10 y 100 ng/ml de OPN-305 antes de ser estimuladas con dosis variables de
Pam3Csk4 durante la noche a 37 °C. Se retiraron 40 ul de sobrenadante y se inactivaron por calor a 65 °C durante
10 minutos. Se midié la actividad SEAP controlada por NF-kB incubando el medio condicionado inactivado con calor
con 160 ul de reactivo Quantiblue (Invivogen) durante 90 minutos a 37 °C, seguido de una lectura a 650 nm.
Suponiendo que el receptor en el ensayo basado en células se comporta de modo similar a una enzima, se
representd graficamente V (actividad NF-kB) frente a S [Pam3CSK4], asi como se realizaron graficas de
Lineweaver-Burk de doble reciproca (1/v frente a 1/s).

Resultados

Los resultados se muestran en la figura 22, mientras que la figura 22A muestra la actividad SEAP dependiente de
NF-kB frente a [Pam3CSK4], y la figura 22B muestra una grafica de Lineweaver-Burk de 1/v frente a 1/s.

Estos resultados demuestran que, a medida que aumenta la concentracion de ligando, se observa un
desplazamiento clasico hacia la derecha de la curva de dosis-respuesta (figura 22A). El analisis de las graficas de
Lineweaver-Burk (figura 22B) sugiere un mecanismo competitivo a baja concentracion de ligando, pero que la
cinética cambia a medida que el ligando excede cierto umbral. El establecimiento de la naturaleza del efecto
inhibidor constituye un reto en células, puesto que la lectura de salida es la actividad biolégica y esta depende no
solo de la interaccion TLR2/ligando, sino también del reclutamiento de TLR1 o TLR6 para generar un complejo de
sefializacion dimérico competente. El analisis del perfil de expresion empleando bases de datos publicas sugiere que
TLR2 esta presente en un exceso significativo con respecto a TLR1 o TLR®, lo cual puede explicar el potencial para
una respuesta bifasica como un efecto de la titulacién de las moléculas compafieras.

Ejemplo 11 - Determinacion de si la union de OPN-305 a TLR2 altera la respuesta a otros ligandos de TLR2

Este experimento considera si la inhibicion de TLR2 por OPN-305 afecta a la respuesta de otros TLR a sus
respectivos ligandos.

Materiales y métodos

Se sembraron células THP1 CD14 Blue a 25.000 células por pocillo en una placa de 384 pocillos. Las células se
preincubaron durante 120 minutos con 0, 1, 10 y 100 ng/ml de OPN-305 o un anticuerpo control de isotipo IgG4
humano antes de ser estimuladas con dosis variables de diferentes agonistas de ligandos del receptor de tipo Toll.
Se midié directamente la actividad SEAP controlada por NF-kB en el medio condicionado después de una
incubacién durante la noche utilizando medio de deteccion HEK Blue.

Se empleo flagelina como ligando de TLR5, LPS ultrapuro como ligando de TLR4, y Pam3CSK4 y FSL-1 como
ligandos de TLR2.

Resultados

Los resultados se muestran en las figuras 23A, B y C. Las respuestas a flagelina (figura 23C) y LPS (figura 23B) no
resultaron alteradas cuando se comparan con células control no expuestas a OPN-305. Tal como se espera, las
respuestas de activacion de TLR2 mediadas por Pam3CSK y FSL-1 fueron bloqueadas por OPN-305 (figura 23A).
Las respuestas a flagelina y LPS no resultaron alteradas cuando se comparan con las células control no expuestas a
OPN-305. Tal como se esperaba, las respuestas de Pam3CSK y FSL-1 fueron bloqueadas por OPN-305. Esto
sugiere que OPN-305 no esta provocando ningun aumento o disminucién inesperados en la respuesta de TLR4 o
TLRS5 a los ligandos.

Ejemplo 12 - Uso de OPN-305 en el tratamiento de la sepsis

Materiales y métodos

Se trataron grupos de ratones BALB/c hembra (n = 4) con el anticuerpo monoclonal OPN-305 a las dosis de 10
mg/kg, 2 mg/kg y 0,4 mg/kg, 30 minutos antes del tratamiento con 100 ug de Pam3Csk4. Todos los tratamientos se
administraron por via intraperitoneal. Cuatro horas mas tarde, los ratones se sacrificaron mediante anestesia letal y
se extrajo la sangre. Se obtuvo el suero y se determinaron las concentraciones de citoquinas mediante ELISA. El
suero se diluyé 1/10 para las ELISA de KC e IL-12p40, y 1/5 para la ELISA de IL-6.

Resultados

Los resultados se muestran en las figuras 24A, B y C. Se demuestra que OPN305 inhibe la sepsis inducida por
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Pam3Csk4. La administracion de una dosis baja (0,4 mg/kg) del anti-TLR2 OPN305 puede inhibir significativamente
las citoquinas inducidas por Pam3Csk4 en ratones.

Este experimento también se repiti6 con OPN-305 solo utilizando una administracion i.v. (intravenosa) del anticuerpo
OPN-305, seguido de una inyeccion i.p. (intraperitoneal) del agonista de TLR2 Pam3CSK para asegurarse de que
los efectos positivos no eran consecuencia de que el anticuerpo y el agonista hayan sido administrados al mismo
compartimento.

Los resultados de este experimento se muestran en las figura 25A y B. Los resultados demuestran que el anticuerpo
monoclonal OPN-305 inhibe la sepsis inducida por Pam3Csk4. Este resultado es equivalente al experimento previo,
lo cual demuestra que OPN-305 administrado por via sistémica puede inhibir la produccién de citoquinas séricas en
respuesta a la administracion i.p. (intraperitoneal) de Pam3CSK.

Ejemplo 13 - Union del anticuerpo monoclonal OPN-305 a TLR2 expresado sobre células de rata

Materiales y métodos

Se obtuvieron células NR8383 de ATCC y se cultivaron en medio FK12 segun indica ATCC. Las células se
bloquearon con anti-CD32 especifico de rata (IgG1 de raton) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células se trataron con OPN305 (o isotipo) durante 15 minutos, se lavaron, se detectaron con anti-lgG4 humana
RPE y se fiijjaron con disolucion salina de formol al 2% antes de la adquisicion. Las células NR8383 también se
tifieron con un anticuerpo anti-TLR2 de rata de conejo policlonal y se detectaron con anti-IgG de conejo Alexa-Fluor
488.

Resultados

Los resultados se muestran en la figura 26, que demuestra que TLR2 se expresa sobre macrofagos alveolares de
rata (NR8383) y se detecta utilizando OPN305. (A) celulas no tefidas, (B) control positivo - el anticuerpo primario es
anti-TLR2 de rata de conejo policlonal, el anticuerpo secundario es anti-conejo Alexa-Fluor 488, (C) células tratadas
con IgG4 humana policlonal, el anticuerpo secundario es anti-lgG4 humana PE, (D) células tefiidas con OPN305, el
anticuerpo secundario es anti-lgG4 humana PE.

Ejemplo 14 - Union del anticuerpo monoclonal OPN-305 a TLR2 expresado sobre células porcinas

Materiales y métodos

Se purificaron PBMC de cerdo a partir de sangre utilizando Ficoll. Las células se contaron y se colocaron 1 x 10°
células por tubo. En ausencia de un reactivo de bloqueo de CD32 especifico para cerdos, las células se bloquearon
utilizando anti-CD32 humano en una matriz de FCS al 50%/BSA en PBS durante 10 minutos. Las células se
incubaron con OPN305 (o control de isotipo) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se emple6é 1H11 (anti-
TLR2 de cerdo de ratén, un obsequio de Javier Dominguez) como control positivo. Después de lavar, las células se
incubaron con RPE conjugado con anti-lgG4 humana durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de una
etapa de lavado final, las células se fijaron, se adquirieron y se analizaron.

Resultados

Los resultados se muestran en la figura 27. El TLR2 se expresa en PBMC porcinas y es tefido por OPN305. Las
PBMC se purificaron mediante separacion utilizando Ficoll. A-C representan las PBMC del cerdo 666, y D-F del
cerdo 488. A, D no esta tefiido; B, E estd marcado con IgG4 humana policlonal control, seguido de una tincién
secundaria con anti-lgG4 humana marcada con PE; C, F esta marcado con OPN305, seguido por anti-lgG4 humana
marcada con PE.
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Ser

Lys

Gly

Leu

Ser

485

Leu

Glu

Asn

Gln

Asp

565

Ser

Ala

Thr

His

Glu

Gln

390

Gly

Lys

Met

Cys

Asn

470

Arg

Leu

Gln

Asn

Ala

550

Ser

val

Leu

Val

Leu

Glu

375

Thr

Glu

Asn

Lys

Ile

455

Leu

Asn

val

Leu

Phe

535

Leu

Pro

Ser

Phe

Glu

Lys

360

Tyr

Leu

Thr

Ser

Tyr

440

Pro

Phe

Lys

Leu

Asp

520

Ile

Ala

Ser

Glu

Leu

ES 2488615 T3

Asn

345

Ser

Leu

Ile

Leu

Phe

425

Leu

Lys

Ser

Leu

Lys

505

Ser

Cys

Lys

His

Cys

585

Leu

Ser

Leu

Lys

Leu

Leu

410

His

Asn

Thr

Leu

Met

490

Ile

Phe

Ser

val

Val

570

His

Ile

Lys

Glu

Asn

Arg

395

Thr

Ser

Leu

Leu

Asn

475

Thr

Ser

His

Cys

Leu

555

Arg

Arg

Leu

50

val

Tyr

Ser

380

Gln

Leu

Met

Ser

Glu

460

Leu

Leu

Arg

Thr

Glu

540

Ile

Gly

Thr

Leu

Phe

Leu

365

Ala

Asn

Lys

Pro

Ser

445

Ile

Pro

Pro

Asn

Leu

525

Phe

Asp

G1ln

Ala

Thr

Leu

350

Asp

Cys

His

Asn

Glu

430

Thr

Leu

Gln

Asp

Ala
510

-Lys

Leu

Trp

Gln

Leu

590

Gly

val

Leu

Glu

Leu

Leu

415

Thr

Arg

Asp

Leu

Ala

495

Ile

Thr

Ser

Pro

val

575

val

val

Ser

Asp

Ala

400

Thr

Cys

Ile

Vval

Lys

480

Ser

Thr

Leu

Phe

Ala

560

Gln

Ser

Leu



Cys
Leu
625
Tyr
Asn
Cys
Ile
Glu
705

His

Leu

Ala

His

610

Gln

Asp

Leu

Leu

Ile

690

Asn

Phe

Glu

Lys

Gln
770

<210> 16

<211> 784
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

595

Arg

Ala

Ala

Met

His

675

Asp

Phe

Arg

Pro

Ile

755

Arg

Phe

Lys

Phe

Val

660

Lys

Ser

vVal

Leu

Tle

740

Met

Glu

His

Val

645

Gln

Arg

Ile

Lys

Phe

725

Glu

Asn

Gly

Gly

Lys

630

Ser

Glu

Asp

Glu

Ser

710

Glu

Lys

Thr

Phe

Leu
615
Pro
Tyr
Leu
Phe
Lys
695
Glu
Glu
Lys

Lys

Trp
775

ES 2488615 T3

600

Trp

Arg

Ser

Glu

Ile

680

Ser

Trp

Asn

Ala

Thr

760

val

Tyr

Lys

Glu

Asn

665

Pro

His

Cys

Asn

Ile

745

Tyr

Asn

Met

Ala

Arg

650

Phe

Gly

Lys

Lys

Asp

730

Pro

Leu

Leu

51

Lys

Pro

635

Asp

Asn

Lys

Thr

Tyr

715

Ala

Gln

Glu

Arg

Met

620

Ser

Ala

Pro

Trp

Val

700

Glu

Ala

Arg

Trp

Ala
780

605

Met

Arg

Tyr

Pro

Ile

685

Phe

Leu

Ile

Phe

Pro

765

Ala

Trp

Asn

Trp

Phe

670

Ile

vVal

Asp

Leu

Cys

Ala

Ile

val

655

Lys

Asp

Leu

Phe

Ile

735

Lys

750

Met

Ile

Asp

Lys

Trp

Cys

640

Glu

Leu

Asn

Ser

Ser

720

Leu

Leu

Glu

Ser
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Met Leu Arg Ala Leu Trp Leu Phe Trp Ile Leu Val Ala Ile Thr Val

1 5 10 15

Leu Phe Ser Lys Arg Cys Ser Ala Gln Glu Ser Leu Ser Cys Asp Ala
20 25 30

Ser Gly Val Cys Asp Gly Arg Ser Arg Ser Phe Thr Ser Ile Pro Ser
35 40 45

52



Gly

Thr

65

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe’

145

Thr

Asn

Ser

Glu

Arg

225

Pro

Arg

Leu

Leu

Leu

50

Tyr

Met

Ser

Ser

Asn

130

Pro

Phe

Glu

Leu

Ser

210

Tyr

Leu

Gly

Arqg

Asn
290

Thr

Ile

Leu

Leu

Leu

115

Leu

Asn

Ser

Leu

Lys

195

Ala

Leu

Pro

Ser

Tyr

275

Gly

Ala

Gly

Lys

Gly

100

Ser

Met

Leu

Glu

Glu

180

Ser

Phe

Glu

Val

Val

260

Ile

Leu

Ala

His

Ser

85

Ser

Ser

Gly

Thr

Ile

165

Ile

Ile

Leu

Leu

Asp

245

Leu

Leu

Gly

Met

Gly

70

Ser

Leu

Ser

Asn

Asn

150

Arg

Lys

Arg

Leu

Arg

230

Glu

Thr

Glu

Asp

Lys

55

Asp

Arg

Glu

Trp

Pro

135

Leu

Arg

Ala

Asp

Glu

215

Asp

Val

Asp

Leu

Phe
295

ES 2488615 T3

Ser

Leu

Ile

His

Phe

120

Tyr

Gln

Ile

Leu

Ile

200

Ile

Thr

Ser

Glu

Ser

280

Asn

Leu

Arg

Asn

Leu

105

Gly

Gln

Thr

Asp

Ser

185

His

Phe

Asn

Ser

Ser

265

Glu

Pro

Asp

Ala

Thr

90

Asp

Pro

Thrx

Leu

Phe

170

Leu

His

Ala

Leu

Pro

250

Phe

Val

Ser

53

Leu

Cys

15

Ile

Leu

Leu

Leu

Arg

155

Ala

Arg

Leu

Asp

Ala

235

Met

Asn

Glu

Glu

Ser

60

Ala

Glu

Ser

Ser

Gly

140

Ile

Gly

Asn

Thr

Ile

220

Arg

Lys

Glu

Phe

Ser
300

Phe

Asn

Gly

Asp

Ser

125

Vval

Gly

Leu

Tyr

Leu

205

Leu

Phe

Lys

Leu

Asp

285

Asp

Asn

Leu

Asp

Asn

110

Leu

Thr

Asn

Thr

Gln

190

His

Ser

Gln

Leu

Leu

270

Asp

val

Lys

Gln

Ala

95

His

Lys

Ser

val

Ser

175

Ser

Leu

Ser

Phe

Ala

255

Lys

Cys

val

Ile

vVal

80

Phe

Leu

Tyr

Leu

Glu

160

Leu

Gln

Ser

Val

Ser

240

Phe

Leu

Thr

Ser



Glu

305

Gln

Lys

Cys

Glu

Ala

385

Ser

Ser

Gln

Ser

465

Glu

Leu

Thr

Glu

Thr

545

Ser

Leu

Phe

val

Ser

Asn
370

Trp

Met

Leu

Trp

val

450

Asn

Leu

Phe

Phe

Ala

530

Met

Tyr

Gly

Tyr

Lys

Phe

355

Leu

Pro

Gln

Asp

Pro

435

val

Asn

Tyr

Pro

Ser

515

Gly

Glu

Leu

Lys

Leu

Arg

340

Ser

Met

Ser

Lys

Ile

420

Glu

Lys

Asn

Ile

val

500

Lys

Asp

Thr

Cys

val

Phe

325

Ile

Gln

val

Leu

Thr

405

Ser

Lys

Thr

Leu

Ser

485

Leu

Asp

Asn

Pro

Asp

Glu

310

Tyr

Thr

His

Glu

Gln

390

Gly

Arg

Met

Cys

Asp

470

Arg

Leu

Gln

His

Ala

550

Ser

Thr

Asp

val

Leu

Glu

375

Thr

Glu

Asn

Arg

Ile

455

Ser

Asn

Val

Leu

Phe

535

Leu

Pro

val

Leu

Glu

Lys

360

Tyr

Leu

Ile

Thr

Phe

440

Pro

Phe

Lys

Met

Gly

520

val

Ala

Pro

ES 2488615 T3

Thr

Ser

Asn

345

Ser

Leu

Val

Leu

Phe

425

Leu

Gln

Ser

Leu

Lys

505

Ser

Cys

Gln

Arg

Ile

Thr

330

Ser

Leu

Lys

Leu

Leu

410

His

Asn

Thr

Leu

Lys

490

Ile

Phe

Ser

Ile

Leu

Arg

315

val

Lys

Glu

Asn

Ser

395

Thr

Pro

Leu

Leu

Phe

475

Thr

Arg

Pro

Cys

Leu

555

His

54

Arg

Tyr

val

Phe

Ser

380

Gln

Leu

Met

Ser

Glu

460

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

540

val

Gly

Leu

Ser

Phe

Leu

365

Ala

Asn

Lys

Pro

Ser

445

Val

Pro

Pro

Asn

Leu

525

Leu

Asp

His

His

Leu

Leu

350

Asp

Cys

His

Asn

Asp

430

Thr

Leu

Arg

Asp

Ala

510

Glu

Leu

Trp

Arg

Ile

Leu

335

Val

Leu

Lys

Leu

Leu

415

Ser

Gly

Asp

Leu

Ala

495

val

Thr

Ser

Pro

Leu

Pro

320

Glu

Pro

Ser

Gly

Arg

400

Thr

Cys

Ile

Val

Gln

480

Ser

Ser

Leu

Phe

Asp

560

Gln
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Asp Ala

Gly Vval

Cys His
610

Leu Gln
625

Tyr Asp

Asn Leu

Cys Leu

Ile Ile
690

Glu Asn
705

His Phe

Leu Glu

Arg Lys

Gly Gln
770

<210> 17
<211> 333
<212> ADN

Arg

Cys

595

His

Ala

Ala

Met

His

675

Asp

Phe

Arg

Pro

Ile

755

Gln

Pro

580

Cys

Phe

Lys

Phe

vVal

660

Lys

Ser

val

Leu

Ile

740

Met

Glu

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (333)

565

Ser

Ala

His

Arg

vVal

645

Gln

Arg

Ile

Arg

Phe

725

Glu

Asn

Val

val

Leu

Gly

Lys

630

Ser

Gln

Asp

Glu

Ser

710

Asp

Arg

Thr

Phe

Leu

Leu

Leu

615

Pro

Tyr

Leu

Phe

Lys

695

Glu

Glu

Lys

Lys

Trp
775

ES 2488615 T3

Glu

Leu
600

Trp

Lys

Ser

Glu

vVal

680

Ser

Trp

Asn

Ala

Thr

760

val

Cys

585

Leu

Tyr

Lys

Glu

Asn

665

Pro

His

Cys

Asn

Ile

745

Tyr

Asn

570

His

Ile

Leu

Ala

Gln

650

Ser

Gly

Lys

Lys

Asp

730

Pro

Leu

Leu

55

Gln

Leu

Arg

Pro

635

Asp

Asp

Lys

Thr

Tyr

715

Ala

Gln

Glu

Arg

Ala

Leu

Met

620

Cys

Ser

Pro

Trp

val

700

Glu

Ala

Arg

Trp

Thr
780

Ala

val

605

Met

Arg

His

Pro

Ile

685

Phe

Leu

Ile

Phe

Pro

765

Ala

Leu
590

Gly

Trp

Asp

Trp

Phe

670

Ile

Val

Asp

Leu

Cys

750

Leu

Ile

575

vVal

Ala

Ala

Val

Val

655

Lys

Asp

Leu

Phe

val

735

Lys

Asp

Lys

Ser

Leu

Trp

Cys

640

Glu

Leu

Asn

Ser

Ser

720

Leu

Leu

Glu

Ser
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<400> 17
gac att
Asp Ile
1

gag aga
Glu Arg

gge aca
Gly Thr

aaa ctc
Lys Leu
50

agg ttc
Arg Phe
65

cgg gtg
Arg Val

aaa ctt
Lys Leu

<210> 18
<211> 111

<212> PRT

gtg
Val

gece
Ala

agt
Ser
35

cte
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro

cte
Leu

acc
Thr
20

tta

Leu

atc
Ile

ggce
Gly

gcc
Ala

tgg

100

<213> Homo sapiens

<400> 18

acce
Thr

cte
Leu

atg
Met

ttt
Phe

agt

Ser

gag
Glu
85

acg
Thr

caa
Gln

tce
Ser

cag
Gln

ggt
Gly

999
Gly
70

gat
Asp

tte
Phe

tect
Ser

tgc
Cys

tgg
Trp

gca
Ala
55

tct

Ser

gtt
vVal

ggt
Gly

ES 2488615 T3

cca
Pro

aga
Arg

tac
Tyr
40

tece

Ser

gg9
Gly

gga
Gly

gga
Gly

get
Ala

gce
Ala
25

caa
Gln

aac
Asn

aca
Thr

atg
Met

gge
Gly
105

act
Thr
10

agt
Ser

cag
Gln

gta
Vval

gac
Asp

tat
Tyr
20

ace
Thr

ttg
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu

tte
Phe
75

tte
Phe

aag
Lys

56

tct
Ser

agt

Ser

cca
Pro

tect
Ser
60

ace
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

ctg
Leu

gtt
Val

gga
Gly

gg9
Gly

cte
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

tct
Ser

gaa
Glu
30

cag
Gln

gte
val

aag
Lys

caa
Gln

atc
Ile
110

cca
Pro
15

tac
Tyr

cca
Pro

cct
Pro

atc
Ile

agt
Ser
95

aaa
Lys

999
Gly

tat
Tyr

cee
Pro

gac
Asp

age
Ser
80

agyg
Arg

48

96

144

192

240

288

333
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Asp Ile Val Leu

Glu Arg Ala Thr
20

Gly Thr Ser Leu
35

Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly

Arg Val Glu Ala

Lys Leu Pro Trp
100

<210>19

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(354)

<400> 19

Thr

Leu

Met

Phe

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

Gln

Gly

Gly

70

Asp

Phe

ES 2488615 T3

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Pro

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Met

Gly
105

57

Thr.

10

Ser

Gln

val

Asp

Tyr

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Phe

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Leu

val

Gly

45

Leu

Gln

Glu

Ser

Glu

30

Gln

val

Lys

Gln

Ile
110

Pro

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Arg
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cag
Gln

tca
Ser

ggt
Gly

gga
Gly

aag
Lys
65

atg
Met

gca
Ala

act
Thr

gtt
val

gtg
val

ata
Ile

tgg
50
gac

Asp

gaa
Glu

aga
Arg

gtc
val

<210> 20
<211> 118

<212> PRT

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn
35

att
Ile

agg
Arg

cte
Leu

ctg
Leu

aca
Thr
115

ctg gtg cag
Leu Val Gln

ttg tcec tgc
Leu Ser Cys
20

tgg gtg agg
Trp Val Arg

tat cct aga
Tyr Pro Arg

gce aca atce
Ala Thr Ile
70

tee age ctg
Ser Ser Leu
85

act ggt ggg
Thr Gly Gly
100

gtc tce tca
Val Ser Ser

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Gly Ile Asn
35

Gly Trp Ile

50

5

20

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gat
Asp
55

act
Thr

aga

aca
Thr

ES 2488615 T3

gga
Gly

gct
Ala

gce
Ala
40

ggt
Gly

gta
val

tet
Ser

tte
Phe

Leu Val Gln Ser

Leu Ser Cys Lys

Trp Val Arg Gln

Tyr Pro Arg Asp

55

tect
Ser

tet
Ser
25

cect
Pro

agt
Ser

gac
Asp

gaa
Glu

ctt
Leu
105

Gly

Ala

Ala

40

Gly

gag
Glu
10

ggc
Gly

gga
Gly

act
Thr

aca
Thr

gac
Asp

gac
Asp

Ser

Ser

25

Pro

Ser

ctg
Leu

tte
Phe

cag
Gln

aac
Asn

tce
Ser
75

act
Thr

tat
Tyr

Glu Leu

10

Gly Phe

Gly Gln

Thr Asn

58

aag
Lys

acc
Thr

gga
Gly

tte
Phe
60

gce

Ala

gcg
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu

aat
Asn

age
Ser

gtec
val

ggc
Gly

cect
Pro

aca
Thr
30

gag
Glu

gag
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

cag
Gln
110

gg99
Gly
15

acc
Thr

tgg
Trp

aat
Asn

gcg
Ala

ttc
Phe
95

gge
Gly

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

60

Phe Asn

gcg
Ala

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

ace
Thr

48

96

144

192

240

288

336

354

Pro Gly ala

15

Thr Thr Tyr

30

Glu Trp Ile

Glu Asn Phe
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15

Lys Asp Arg Ala

65

Met Glu lLeu Ser

Ala Arg Leu Thr
100

Thr Val Thr Val

115

<210> 21

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21
Asp Ile Val Leu
1

Gln Arg Ala Thr
20

Gly Thr Ser Leu
35

Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly
65

Pro Val Glu Glu

Lys Leu Pro Trp
100

<210> 22

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22

Asp Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr

ES 2488615 T3

Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
75

70

80

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
95

85

90

Gly Gly Thr Phe Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
110

Ser Ser

Thr Gln

Ile Ser

Met Gln

Phe Gly

Ser Gly

70

Asp Asp

Thr Phe

Thr Gln
5

Leu Ser

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ile

Gly

Ser

Cys

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Val

Gly

Pro

Arg

105

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Met

Gly
105

Ala

Ala

Ser
10

Ser

Gln

val

Asp

Tyr

90

Thr

Ser
10

Ser

59

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Phe

Lys

Leu

Glu

Ala Val Ser

Ser Val Glu
30

Pro Gly Gln
45

Ser Gly Val

60

Ser Leu Asn

Cys Gln Gln

Leu Glu Ile
110

Ala Leu Ser

Ser Val Glu

Leu
15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Leu
15

Tyr

Gly

Tyr

Pro

val

His

80

Arg

Gly

Tyr



Gly Thr

Lys Leu
30

Arg Phe
65

Arg Val

Lys Leu

<210> 23
<211> 118
<212> PRT

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

20

Leu

Ile

Gly

Glu

Trp
100

<213> Mus musculus

<400> 23

Met

Phe

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Gly

Gly

70

Asp

Phe

ES 2488615 T3

Trp

Ala
55

Ser

val

Tyr

40

Ser

Gly

Gly

25

Gln Gln

Asn Val

Thr Asp

Met Tyr

90

Gly Thr
105

60

Lys

Glu

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

30

Gln

val

Lys

Gln

Ile
110

Pro Pro

Pro Asp

Ile Ser
80

Ser Arg
95

Lys



Gln Val Gln Leu
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REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo neutralizante, o una de sus porciones de unién al antigeno, que comprende una secuencia de
aminoacidos del dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO:1, o una secuencia que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO:1, y una secuencia de aminoacidos del dominio variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:4, o una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO:4, en el que el anticuerpo o la porcion de unién al antigeno se une especificamente al
dominio extracelular del receptor de tipo Toll 2 y antagoniza la funcién del receptor de tipo Toll 2, en el que dicho
antagonismo es mediado independientemente de la union del anticuerpo, o de una de sus porciones de unién al
antigeno, a CD32.

2.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 segun la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de la
cadena ligera se une a un dominio constante kappa.

3.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 segun la reivindicacién 1 o 2, en el que el dominio variable
de la cadena pesada se une a un dominio constante derivado de un anticuerpo de la subclase de la inmunoglobulina
G, isotipo 4.

4 .- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 segun la reivindicacion 3, en el que el resto aminoacido 241
de una regioén de bisagra de la cadena pesada esta sustituido de un resto serina a un resto prolina.

5.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

6.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5.

7.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 o la porcion de unién al antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humanizado.

8.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 o la porcion de unién al antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo es un anticuerpo aislado.

9.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 o la porcion de unién al antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo o la porcion de unién al antigeno se une al receptor de tipo Toll 2
humano con una Kp de 3 x 10® M o menor.

10.- El anticuerpo neutralizante del receptor de tipo Toll 2 o la porcidn de unién al antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el dominio variable de cadena ligera comprende SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8 y
SEQ ID NO:9, y el dominio variable de cadena pesada comprende SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11 y SEQ ID NO:12.

11.- Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo o la porcién de unién al antigeno de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12.- Un vector de expresién que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 11.
13.- Una célula hospedante que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 12.

14.- Un método para preparar el anticuerpo del receptor de tipo Toll 2 segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, que comprende las etapas de expresar el anticuerpo en la célula hospedante de la reivindicacion 13, y aislar el
anticuerpo de la célula hospedante.

15.- Un anticuerpo, o una de sus porciones de unién al antigeno, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10, para su uso para tratar o prevenir una enfermedad o un trastorno inflamatorio, respiratorio o autoinmunolégico
que esta mediado por la activacién del receptor de tipo Toll 2, en el que la enfermedad o el trastorno inflamatorio,
respiratorio o autoinmunoldgico se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, respuesta alérgica, psoriasis, dermatitis, esclerosis multiple, aterosclerosis, lesion por
isquemia-reperfusion, isquemia-reperfusion que se origina de un transplante de érganos, enfermedad ocular,
uveities, degeneracion macular relacionada con la edad, inflamacion renal y diabetes.

16.- Una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo, o una de sus porciones de unién al antigeno, segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

63



ES 2488615 T3

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVEYYGTSLMQWYQ
QKPGQPPKLLIFGASNVESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGMYFCQQSRKLPWTFGGGTKVEIK

Figura 1A - SEQ ID NO:1

64



ES 2488615 T3

10 20 30 40 50 60 70 80 30 100
GACATTGTGCTCACCCARTCTCCAGCTACT TTCTCTCTGTCTCCAGGGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCAGAGCCAGTGARRGTGTTGAATACTATGGCA
D I VLTOQSUPATLSUL S PGEUBRATTLSU CRAZSESVEYYGC
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QVQLVQSGSELKKPGASVKLSCKASGFTFTLYGINWVRQAP
GQGLEWIGWIYPRDGSTNFNENFKDRATITVDTSASTAYMEL
SSLRSEDTAVYFCARLTGGTFLDYWGQGTTVTVSS

Figura 2A — SEQ ID NO:4
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CAGGTTCAGCTGGTGCAGT CTGGATCTGAGCTGAAGAAGCCTGGGCCETCAGTGAACT TG TCCTGCAAGGCTTCTGEC TTCACCTTCACRACCTACGSTA
Q Vg L V Q 8 6 8 EL K K P GG A S V KL 8 C KA AWSOGUPTVFTT VYOG
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Figura 2B
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DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVEYYGTSLMQWYQ
QKPGQPPKLLIFGASNVESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGMYFCQQSRKLPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

Figura 3 - SEQ ID NO:2
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GACATTGTGCTCACCCAATCTCCAGCTACTTTGTCTCTGTCTCCAG
GGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCACAGCCAGTGARAGTGTTGAATA
CTATGGCACAAGTTTAATGCAGTGGTACCAACAGARACCAGGACAG
CCACCCARACTCCTCATCTTTGGTGCATCCAACGTAGAATCTGGGG
TCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGEGTCTGCGGACAGACTTCACCCT
CAAGATCAGCCGGCTGGAGGCCCAGGATGTTGGAATGTATTTCTGT
CAGCAANGTAGGAAACTTCCCTGGACCTTCCGGTGGAGGCACCAAGG
TGGAAATCAAACGTGAGTAGAATTTAAACTTTGCTTCCTCAGTTGG
ATCCCGCAATTCTAAACTCTGAGGGGGTCGGATGACGTGGCCATTC
TTTGCCTARAAGCATTGAGTTTACTGCRAAGGTCAGAAARAGCATGCAA
AGCCCTCAGAATGGCTGCAAAGAGCTCCARCARARCAATT TAGAAC
TTTATTARAGGAATAGGGGGARGCTAGGAAGAARCTCAARAACATCAA
GATTTTARATACGCTTCTTGGTCTCCTTGCTATAATTATCTGGGAT
AAGCATGCTGTTTTCTGTCTGTCCCTAARCATGCCCTGTGATTATCC
GCAAACAARCACACCCAAGGGCAGAACTTTGTTACTTAAACACCATC
CTGTTTGCTTCTTTCCTCAGGARCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGT TGAAATCTGGAACTGCCTCTG
TTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAARGTACA
GTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTARCTCCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCA
CCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGARAACACAARGTCTACGC
CTGCGARGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAGAGC
TTCAARCAGGGGAGAGTGTTAG

Figura 4 - SEQ ID NO:3
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QVOLVOSGSELKKPGASVKLSCKASGFTFTTYGINWVROAPGOGLEWIGWIYPRD
GSTNFNENFKDRATITVDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFCARLTGGTFLDYWGQ
GTTVTVSSASTRKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVILQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY

GPPCPPCPAPEFLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENK
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSI

EKTISKAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSLGK

Figura 5 - SEQ ID NO:5
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CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGATCTGAGCTGAAGRAGCCTGGGGCGTCAGTGAAGTTG
TCCTGCARGGCTTCTGGCTTCACCTTCACAACCTACGGTATARACTGGGT GAGGCAGGCC
CCTGGACAGGGACTTGAGTGGAT TGGATGGATTTATCCTAGAGATGGTAGTACTAACTTC
AATGAGRATTTCAAGGACAGGGCCACAATCACTGTAGACACATCCGCCAGCACAGCGTAC
ATGGAACTCTCCAGCCTGAGATCTGAAGACACTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGACTGACT
GGTGGGACATTCCTTGACTATTIGGGGCCAGGGCACCACTGTCACAGTCTCCTCAGGTAAG
CTTTCTGGGGCAGGCCGGGCCTGACT TTGGCTGGGGECAGGGAGGGGGLTAAGGTGACGT
AGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACCCTGCATG
GACCATCGCGGATAGACAAGAACCGAGGGGCCTCTGCGCCCTGGGCCCAGCTCTGTCCCA
CACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCTTCCACCARGGGCCCATCCGTCTTCC
CCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCA
AGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGARCTCAGGCGCCCTCGACCAGCGGLG
TGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAATGTAGATCACRAGCCCA
GCARACACCARGGTGGACAAGAGAGT TGGTGAGAGGCTAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTG
CTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCACCCCGECTGTGCAGCCCCAGCCCAG
GGCAGCAAGGCAGGCCCCATCTGTCTCCTCACCTGGAGGCCTCTGACCACCCCACTCATG
CTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGATTTTTCCACCAGGCTCCGGGCAGCCACAGGCTGGATGC
CCCTACCCCAGGCCCTGCGCATACAGGGGCAGGTGCTGCGCTCAGACCTGCCAAGAGCCA
TATCCGGGAGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCC
TCAGCTCAGACACCTTCTCTCCTCCCAGATCTGAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGA
GTCCAPATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCCAGEGTAAGCCAACCCAGGCCTCGCCCTC
CAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGE
GTGCTGACGCATCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAG
TCTTCCTGTTCCCCCCAARACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCA
CGTGCGTGGT.GGTGGACGT GAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGG
ATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGCGAGCAGT TCARCAGCACGT
ACCGTGTGGTCAGEGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARCGGCAAGGAGTACA
AGTGCAAGGTCTCCAACARAGGCCTCCCGTCGCTCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGTGGGACCCACGGGEGT GCGAGGGCCACATGGACAGAGGTCAGCTCGGCCCACCCTCT
GCCCTEGGAGTGACCGCTGTGCCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAG
GTGTACACCCTGCCOCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC
CTGGTCAARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCOTGGRGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGCGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTAC
AGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAA
TGA

Figura 6 - SEQ ID NO:8
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lgviislske
dlgrcvnlga
llgnpyktlg
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ikkftfrnvk
titircrlhip
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Figura 7 - Secuencia de aminoacidos del TLR2 humano
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rcsageslse
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| Figura 8 - Secuencia de aminoacidos del TLR2 murino
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Figura 11
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Variante 21 Rojo - No tefiido

Acontecimiento

q que indica competicion con

Negro = 1ug/mlOPN301 solo (biotinilado) +SAPECyT
Desplazamiento dependiente de la dosis  Verde - 1ug/mimigG1 solo (bictinilado) ~ +SA-PECY?
Azul = 1ug/miOPN301 + Tug/ml OPN305-21 +SA-PECy7
Morado - Tug/ml OPN301 + 10ugimi OPN305-21 +5A-PECyT

1:10

Aot

T - vy

10° : 10* 10°
Altura FL3

concentraciones crecientes de variante

Isotipo IgG4 humano

Acontecimiento

Rojo - No tefiido

Negro — Tug/mlOPN301 solo (biotinilado) +SA-PECyYT

F
i Verde — 1ug/mImigG1 solo (biotinilado) +SA-PECYT
Azul = 1ugimlOPN301 + 1ug/mlhigG4 +SA-PECy7
] Morado — 1ug/mlOPN301 + 10ug/ml higG4 +SA-PEC-¥T
1 No se observa desplazamiento comparado con
el histograma negro, lo cual indica
que no hay competicion.
“1o° w0 10° “10° 10°

Altura FL3
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Figura 12
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Granulocitos (R3)

64

No tefiido - rojo (pico oscuro a la derecha)

Solo anti-hlgG4 de ratén FITC - negro

hlgG4 + anti-hlgG4 de raton FITC - verde (pico mas claro)
OPN305 + anti-hlgG4 de ratén FITC - azul (pico a la derecha)

Acontecimientos

Vacio

Figura 13(A)
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16

Monocitos (R2)

No tehido - rojo (pico a la izquierda)

Solo anti-hlgG4 de ratén FITC - negro (pico oscuro central)
hlgG4 + anti-hlgG4 de ratén FITC - verde (pico claro central)
OPN305 + anti-hlgG4 de ratén FITC - azul (pico a la derecha)

Acontecimientos

Figura 13(B)
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32

Linfocitos (R1)

No teiido - rojo

Solo anti-hlgG4 de ratén FITC - negro
hlgG4 + anti-hlgG4 de ratén FITC - verde
| OPN305 + anti-hlgG4 de ratén FITC - azul

Acontecimientos

10*

Figura 13{C)
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2

Acontecimientos

Figura 14(A)
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Granulocitos (R3)

Vacio

No teiido - rojo (primer pico)

Biotina OPN301 + SAPECyY7 - negro (cuarto pico)
Biotina 301 + 10x OPN305-20 - verde (segundo pico)
Biotina OPN301 + 10x hlgG4 - azul (tercer pico de | a D)
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16

Acontecimientos

Figura 14(B)
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Monocitos (R2)

102 10

No teinido - rojo (primer pico (de izquierda a derecha))
Biotina OPN301 + SAPECy7 - negro (cuarto pico)
Biotina 301 + 10x OPN305-20 - verde (segundo pico)
Biotina OPN301 + 10x hlgG4 - azul (tercer pico)
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T2.5 1 DIVLTQSPESLAVSLGQRATISCHASESVEYYGTSLHQWYQQKPGQPPKLLIFGASNVES
OPN-305 1 DIVLTQSPASLALSLGERATLSCRASESVEYYGTSLMOWYQOKPGQPPKLLIFGASNVES

gk d ke arkdk dhdrdk Ak ook ok bk kb ok ok e ek ek e ok b e e e o ek b

T2.5 €1 GVPVRFSGSGSGTDFSLNIHPVEEDDIVMYFCOOSRKLPWTFGGGTKLEIK
OPN-305 %1 GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEEEDVGMYFCQQSRKLPWTFGGGTKVEIK

deedk etk dkdrd ek ko dedede o el ok ok de ke e v e ok ke e e e e vk ke e o b

89,2% de identidad en solapamiento de 111 restos; puntuacién: 523,0; frecuencia de hueco: 0,0%

Figura 19
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T2.5 1 QVOLOQSGPELVNPGASVKLSCKASGFTETTYGINWVKQGPGQGLEWIGWI YPRDGSTNFE

OPN-305 1 QVRLVDSGSELKKPGASVKLSCKASGFTFTTYGINWVRQAPGQGLEWIGWI YPRDGSTNE
Rkhd dhkk ko kkkokk ok kb kA kb Ak A ke R F RARARE AR R AR R ARk kR d

T2.5 61 NENFKDXAALTVDTSSSTAYMELHSLTSEDSAVYFCARLTGGTFLDYWGQGTTLTVSS

OPN-305 61 NENFKDRATITVDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYFCARLTGGTFLDYWGQGTTVTVSS
hokbkdk ok hkkkh hkdedkokuh kk hkk kb dbdkhdkkh ko dh bbbk k Rk

88,1% de identidad en solapamiento de 118 restos; puntuacién: 563,0; frecuencia de hueco: 0,0%

Figura 20
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