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ES 2 525477 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos anti-factor D humanizados
Antecedentes de la invencion

El sistema del complemento desempefia un papel central en el aclaramiento de complejos inmunitarios y la
respuesta inmunitaria a agentes infecciosos, antigenos foraneos, células infectadas por virus y células tumorales.
Sin embargo, el complemento también estd implicado en la inflamacion patolégica y en enfermedades
autoinmunitarias. Por lo tanto, la inhibicién de la activacion excesiva o incontrolada de la cascada del complemento
podria proporcionar beneficios clinicos a pacientes con tales enfermedades y afecciones.

El sistema del complemento abarca dos rutas de activacion distintas, denominadas rutas clasica y alternativa (V.M.
Holers, en Clinical Immunology: Principles and Practice, ed. R. R. Rich, Mosby Press; 1996, 363-391). La ruta clasica
es una cascada dependiente de calcio/magnesio que es activada normalmente por la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo. La ruta alternativa es una cascada dependiente de magnesio que es activada por depdsito y
activacion de C3 sobre ciertas superficies susceptibles (p. ej., polisacaridos de la pared celular de levaduras y
bacterias, y ciertos materiales biopoliméricos). La activacion de la ruta del complemento genera fragmentos
biolégicamente activos de proteinas del complemento, p. €j., las anafilotoxinas C3a, C4a y C5a y complejos de
ataque a la membrana (MAC) C5b9, que median las actividades inflamatorias que implican la quimiotaxis de
leucocitos, la activacion de macréfagos, neutréfilos, plaquetas, mastocitos y células endoteliales, la permeabilidad
vascular, la citolisis, y la lesion tisular.

El Factor D es una serina proteasa altamente especifica esencial para la activaciéon de la ruta alternativa del
complemento. Escinde el factor B unido a C3b, generando la enzima C3b/Bb que es el componente activo de las
convertasas C3/C5 de la ruta alternativa. El Factor D puede ser una diana adecuada para la inhibicion, ya que su
concentracion en plasma en seres humanos es muy baja (1,8 pg/ml), y se ha demostrado que es la enzima limitante
de la activacion de la ruta del complemento alternativa (P.H. Lesavre y H.J. Miller-Eberhard J. Exp Med., 1978; 148:
1498-1510; J.E. Volanakis et al., New Eng J Med., 1985; 312: 395-401).

Se ha demostrado que la regulacién a la baja de de la activacion del complemento es eficaz en el tratamiento de
varias indicaciones de enfermedades en modelos animales y en estudios ex vivo, p. €], lupus eritematoso
generalizado y glomerulonefritis (Y. Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.; 1996, 93: 8563-8568), artritis reumatoide (Y.
Wang et al, Proc Natl Acad Sci., 1995; 92: 8955-8959), bypass cardiopulmonar y hemodialisis (C.S. Rinder, J. Clin
Invest., 1995; 96: 1564-1572), rechazo hiperagudo en trasplante de 6rganos (T.J. Kroshus et al, Transplantation,
1995; 60: 1194-1202), infarto de miocardio (J. W. Homeister et al., J. Immunol: 1993; 150: 1055-1064; H. F.
Weisman et al., Science, 1990; 249: 146-151), lesion por reperfusion (E. A. Amsterdam et al, Am J. Physiol., 1995;
268: H448-H457), y sindrome de dificultad respiratoria del adulto (R. Rabinovici et al., J. Immunol, 1992; 149: 1744-
1750). Ademas, otras afecciones inflamatorias y enfermedades de complejos autoinmunitarios/inmunitarios también
estan estrechamente asociadas con la activacion del complemento (V.M. Holers, idem., B. P. Morgan Eur J. Clin.
Invest, 1994: 24: 219-228), incluyendo lesiéon térmica, asma grave, choque anafilactico, inflamacioén intestinal,
urticaria, angioedema, vasculitis, esclerosis multiple, miastenia grave, glomerulonefritis membranoproliferativa y
sindrome de Sjogren.

E. J. Tanhehco et al. (Transplant Proc. 1999: 31: 2168-2171) describen el anticuerpo anti-factor D monoclonal
murino 166-32 que inhibe la ruta alternativa del sistema del complemento humano.

M. Harboe et al. (Clin. Ex. Immunol. 2004: 138: 439-446) utilizan el anti-factor D monoclonal murino para estudiar el
papel cuantitativo de la amplificacion de la ruta alternativa en la activacién del complemento terminal inducida por la
ruta clasica.

Existe una necesidad de anticuerpos terapéuticos en el campo de los trastornos mediados por el complemento y los
anticuerpos humanizados de la presente invencién proporcionan anticuerpos de alta afinidad Utiles para satisfacer
esta necesidad.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere en general a anticuerpos que comprenden secuencias de dominio variable de
cadena pesada Yy ligera derivadas de las secuencias de dominio variable de cadena pesada y ligera del anticuerpo
murino 166-32, que es un anticuerpo capaz de inhibir las actividades bioldgicas asociadas con el Factor D. Por
ejemplo, a una concentracion de 18 pg/ml (equivalente a aproximadamente 1,5 veces la concentracion molar del
factor D humano en la sangre; la razén molar de anticuerpo anti-Factor D con respecto al Factor D es de
aproximadamente 1,5:1), se puede observar la inhibicién significativa de la actividad del complemento alternativa por
el anticuerpo (véase, p. €j., la Patente de los Estados Unidos Num. 6.956.107)

En particular, la invencion se refiere a un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de anticuerpo que comprenden:
(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
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97% con el SEQ ID NO: 5 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 6.

(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 7 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 8;

(iii) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 9 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 10; o

(iv) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 11 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 12.

En otra realizacion, la identidad de secuencia es de al menos 98% o al menos 99%.

En una realizacion, el anticuerpo anti-Factor D o un fragmento del mismo comprende el dominio variable de la
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 7, en donde el aminoacido de la
posicion 104 del SEQ ID NO: 7 es una valina o una leucina.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de la invencién o un
fragmento del mismo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un vector que comprende el acido nucleico de la invencion y una célula
anfitriona que comprende dicho vector.

En otro aspecto, la invenciéon se refiere a una composicién que comprende el anticuerpo de la invencién o un
fragmento del mismo y al uso de dicha composicidon para el tratamiento de una enfermedad ocular mediada por el
complemento tal como la degeneracion macular asociada con la edad o la retinopatia diabética.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para la produccion de un anticuerpo anti-Factor D o un
fragmento del mismo, que comprende cultivar la célula anfitriona de la invencion en un medio; y purificar el
anticuerpo o fragmento alli expresados.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento del mismo obtenido mediante
dicho método.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1Ay 1B representan la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada variable (Figura 1A) y la cadena
ligera variable (Figura 1B) del MAb Murino 166-32.

Las Figuras 2A y 2B representan la secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (Figura 2A) y la
cadena ligera variable (Figura 2B) del MAb Murino 166-32.

La Figura 3 representa la comparacion de la cadena pesada del MAb murino 166-32.
La Figura 4 representa la comparacion de la cadena ligera del MAb murino 166-32.

La Figura 5 representa las secuencias de aminoacidos de la Cadena Pesada Variable y la Cadena Ligera Variable
para cada clon de humanizado anticuerpo Nim. 56, Num. 111, Nim. 250 y Num. 416.

La Figura 6 representa los resultados del analisis hemolitico para el clon del Fab de anticuerpo humanizado Num.
56, Nim. 111, Nam. 250 y Nim. 416.

La Figura 7 representa la inhibicion de la actividad del complemento alternativa por los clones del Fab de anticuerpo
humanizado Nim. 56, Num. 111, Num. 250 y Nim. 416.

La Figura 8A-B (marcos consenso pesado variable (VH)) y Figura 9A-B (marcos consenso ligero variable (VL))
representan secuencias ilustrativas del marco consenso humano aceptor que se pueden utilizar para poner en
practica la presente invencion con los siguientes identificadores de secuencia: (Figura 8A-B) marco consenso del
subgrupo | VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 28), marco consenso del subgrupo | VH humano
menos las regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NOS: 29-31), marco consenso del subgrupo Il VH humano
menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 32), marco consenso del subgrupo Il VH humano menos las regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOS: 33-35), marco consenso del subgrupo Il VH humano menos las CDR de
Kabat (SEQ ID NO: 36), marco consenso de subgrupo Il VH humano menos las regiones hipervariables extendidas
(SEQ ID NOS: 37-39), marco consenso del subgrupo VIl VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 55),
marco consenso del subgrupo VII VH humano menos regiones hipervariables extendidas (SEC ID NO: 56-58), marco
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aceptor VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 40), marco aceptor VH humano menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 41-42), marco aceptor 2 VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO:
43) y marco aceptor 2 VH humano menos las regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NOS: 44-46) y (Figura 9A-
B) marco consenso del subgrupo | de VL kappa humano (SEQ ID NO: 47), marco consenso del subgrupo Il de VL
kappa humano (SEQ ID NO: 48), marco consenso del subgrupo Il kappa humano (SEQ ID NO: 49) y marco
consenso del subgrupo IV kappa humano (SEQ ID NO: 50).

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de anticuerpo que comprenden:

(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 5 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 6.

(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 7 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 8;

(iii) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 9 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 10; o

(iv) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 11 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 12.

En otra realizacion, la identidad de secuencia es de al menos 98% o al menos 99%.

En una realizacion, el anticuerpo anti-Factor D o un fragmento del mismo comprende el dominio variable de la
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 7, en donde el aminoacido de la
posicion 104 del SEQ ID NO: 7 es una valina o una leucina.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de la invencién o un
fragmento del mismo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un vector que comprende el acido nucleico de la invencion y una célula
anfitriona que comprende dicho vector.

En otro aspecto, la invenciéon se refiere a una composicién que comprende el anticuerpo de la invencién o un
fragmento del mismo y al uso de dicha composicion para el tratamiento de una enfermedad ocular mediada por el
complemento tal como la degeneracion macular asociada con la edad o la retinopatia diabética.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para la produccion de un anticuerpo anti-Factor D o un
fragmento del mismo, que comprende cultivar la célula anfitriona de la invencion en un medio; y purificar el
anticuerpo o fragmento alli expresados.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento del mismo obtenido mediante
dicho método.

Definiciones

Los términos utilizados en toda esta solicitud se deben interpretar con el significado habitual y tipico para los
expertos normales en la técnica. Sin embargo, los solicitantes desean que los siguientes términos tengan la
definicion concreta definida a continuacion.

La frase "sustancialmente idéntica" con respecto a una secuencia de polipéptidos de una cadena de anticuerpo
puede ser interpretada como una cadena de anticuerpo que muestra una identidad de secuencia de al menos 70%,
u 80%, o0 90% o 95% con la secuencia de polipéptidos de referencia. El término con respecto a una secuencia de
acido nucleico puede ser interpretada como una secuencia de nucleétidos que muestra una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente 85%, 0 90%, o0 95% o 97% con la secuencia de acido nucleico de referencia.

Se debera interpretar que el término "identidad" o "homologia" representan el porcentaje de residuos de aminoacidos
de la secuencia candidata que son idénticos a los residuos de una secuencia correspondiente con la cual se
comparan, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario para lograr el maximo
porcentaje de identidad para la secuencia completa, y sin considerar ninguna sustitucion conservativa como parte de
la identidad de secuencia. Ni las extensiones ni las inserciones N- o C-terminales deberan ser consideradas
reductoras de la identidad u homologia. Los métodos y programas informaticos para el alineamiento son bien
conocidos en la técnica. La identidad de secuencia se puede medir utilizando un soporte légico para el analisis de
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secuencias.

El término "anticuerpo" se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales completos), anticuerpos policlonales, y anticuerpos multiespecificos (p. €j.,
anticuerpos biespecificos). Los anticuerpos (Ab) y las inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteinas que tienen las
mismas caracteristicas estructurales. Mientras que los anticuerpos presentan especificidad de unién a una diana
especifica, las inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que carecen de
especificidad por la diana. Los anticuerpos y las inmunoglobulinas nativos son generalmente glicoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos
cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (V4) seguido de
varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (V.) y un dominio constante
en su otro extremo.

Segun se utiliza en la presente memoria, "anticuerpo anti-Factor D humano" significa un anticuerpo que se une
especificamente al factor D humano de tal manera que inhibe o reduce sustancialmente la activacion del
complemento.

El término "variable" en el contexto de los dominios variables de anticuerpos, se refiere al hecho de que ciertas
porciones de los dominios variables difieren ampliamente en la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la union
y especificidad de cada anticuerpo concreto para su diana concreta. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye
homogéneamente a lo largo de los dominios variables de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos
denominados regiones determinantes de complementariedad (CDR) también conocidas como regiones
hipervariables (HVR), en los dominios variables tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada. Las porciones
mas altamente conservadas de los dominios variables se denominan marco (FR). Los dominios variables de las
cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, adoptando en gran medida una
configuracion de lamina (3, conectadas por tres CDR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman
parte de, la estructura de lamina 3. Las CDR de cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por las
regiones FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a la diana de los
anticuerpos (véase Kabat et al.). Segun se utiliza en la presente memoria, la numeracién de los residuos de
aminoacidos de la inmunoglobulina se realiza de acuerdo con el sistema de numeracion de residuos de aminoacidos
de inmunoglobulinas de Kabat et al., (Sequences of Proteins of Immunologicas Interest, National Institute of Health,
Bethesda, Md. 1987), a menos que se indique lo contrario.

El término "region hipervariable", "HVR", o "HV", cuando se usan en la presente memoria, se refiere a las regiones
de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente
definidos. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en la VH (H1, H2, H3), y tres
en la VL (L1, L2, L3). Estan en uso varias delineaciones de la region hipervariable y se incluyen en la presente
memoria. Las regiones determinantes de la complementariedad de Kabat (CDR) se basan en la variabilidad de
secuencia y son las mas comunmente utilizadas (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunologicas Interest, 52
Ed. Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia se refiere en cambio a la
ubicacion de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol Biol 196: 901-917 (1987)). Las regiones hipervariables
de AbM representan un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y son utilizadas
por el soporte légico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de
"contacto" se basan en un analisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Los residuos de cada una de
estas regiones hipervariables se indican a continuacion.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
L1 L24-L34 L24-L34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96
H1 H31-H35b H26-h35b H26-H32 H30-h35b
(Numeracioén de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracién de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las regiones hipervariables pueden comprender "regiones hipervariables extendidas" como sigue: 24-36 o 24-34
(L1), 46-56 o 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la VL y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102 (H3) en la
VH. Los residuos del dominio variable se numeran de acuerdo con Kabat et al., mas arriba para cada una de estas
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definiciones.

Los residuos del "marco” o "FR" son aquellos residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable o de los residuos de la CDR definidos en la presente memoria.

Los términos "numeracion de residuos del dominio variable como en Kabat" o " numeracién de la posicién de
aminoacidos como en Kabat", y variaciones de los mismos, se refieren al sistema de numeracion utilizado para los
dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilaciéon de anticuerpos de
Kabat et al., Sequences of Proteins of Inmunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991). Utilizando este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal real puede
contener menos o mas aminoacidos correspondientes a un acortamiento de, o insercién en, un FR o una CDR del
dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de un solo aminoacido
(residuo 52a de acuerdo con Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (p. €j., residuos 82a, 82b, y
82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 del FR de la cadena pesada. La numeracion de residuos de
Kabat se puede determinar para un anticuerpo dado mediante alineamiento en regiones de homologia de la
secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada por Kabat "convencional".

El sistema de numeracion de Kabat se utiliza generalmente cuando se refiere a un residuo del dominio variable
(aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena ligera y los residuos 1-113 de la cadena pesada) (p. €j., Kabat et
al., Sequences of Inmunological Interest., 5% Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.
(1991)). El "sistema de numeracion EU" o "indice de la EU" se utiliza generalmente para referirse a un residuo en
una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (p. €j., el indice de la EU referido en Kabat et al, mas
arriba; la region bisagra del dominio constante de cadena pesada incluye aproximadamente los residuos 216 a 230
(numeracion de EU) de la cadena pesada). El "indice EU como en Kabat" se refiere a la numeracion de residuos del
anticuerpo EU de IgG1 humana. A menos que se indique lo contrario en la presente memoria, las referencias a los
numeros de residuos en el dominio variable de los anticuerpos representan la numeracién de los residuos por el
sistema de numeracion de Kabat. A menos que se indique lo contrario en la presente memoria, las referencias a los
numeros de residuos en el dominio constante de los anticuerpos representa la numeracion de los residuos por el
sistema de numeracion EU (p. €j., véase la Solicitud Provisional de los Estados Unidos Num. 60/640.323, Figures for
EU numering).

El término "fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcion de un anticuerpo completo, generalmente la region de
union a la diana o variable. Los ejemplos de los fragmentos de anticuerpo incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab'),
y Fv. La frase "fragmento o analogo funcional " de un anticuerpo es un compuesto que tiene actividad biolégica
cualitativa en comun con un anticuerpo completo. Por ejemplo, un fragmento o analogo funcional de un anticuerpo
anti-Factor D humano es aquel que se puede unir al Factor D de tal manera que evita o reduce sustancialmente la
activacion del complemento. Segun se utiliza en la presente memoria, "fragmento funcional" con respecto a los
anticuerpos, se refiere a fragmentos Fv, F(ab) y F(ab').. Un fragmento "Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo
que contiene un sitio completo de reconocimiento y unién a la diana. Esta region consiste en un dimero de un
dominio variable de cadena pesada y ligera en una estrecha asociacion, no covalente (dimero Vy - V). Es en esta
configuracion en la que las tres CDR de cada dominio variable interactuan para definir un sitio de union a la diana en
la superficie del dimero V y - V L. Colectivamente, las seis CDR confieren especificidad de unién a la diana al
anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR
especificas para una diana) tiene la capacidad de reconocer y unirse a la diana. Los fragmentos de anticuerpo "Fv
de cadena sencilla" o "sFv" comprenden los dominios Vy y Vi de un anticuerpo, en donde estos dominios estan
presentes en una Unica cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido Fv comprende adicionalmente un
conector polipeptidico entre los dominios Vy y Vi que permite que el sFv forme la estructura deseada para la unién
a la diana.

El fragmento Fab contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la
cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab en la adicion de unos pocos residuos en el
extremo carboxilo del dominio CH1 de cadena la pesada incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra del
anticuerpo. Los fragmentos F(ab') se producen por escision del enlace disulfuro en las cisteinas de la bisagra del
producto de digestion con pepsina de F(ab'), . Los acoplamientos quimicos adicionales de fragmentos de anticuerpo
son conocidos por los expertos normales en la técnica.

El término "anticuerpo monoclonal" segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblaciéon son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un Unico sitio diana.
Ademas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un Unico determinante sobre la diana. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos porque pueden ser sintetizados por el cultivo de hibridoma, no contaminado por otras inmunoglobulinas.
El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como el obtenido de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere la produccion del anticuerpo mediante cualquier
método concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para su uso en la presente invencion se pueden aislar
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de bibliotecas de anticuerpos en fagos utilizando las técnicas bien conocidas. Los anticuerpos monoclonales
parentales que se van a utilizar de acuerdo con la presente invencion se pueden elaborar mediante el método del
hibridoma descrito por primera vez por Kohler y Milstein, Nature 256, 495 (1975), o se pueden elaborar mediante
métodos recombinantes.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. €j. murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas
de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de unién
a la diana de los anticuerpos) que contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulinas no humanas. En
general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente al menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina
no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina
humana. El anticuerpo humanizado puede comprender también al menos una porcién de una regidon constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de un molde seleccionado de inmunoglobulina humana.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos en él de una fuente que no es
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan frecuentemente como residuos "importados”,
que por lo general se toman de un dominio variable "importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science. 239: 1534-1536 (1988)], sustituyendo las CDR o secuencias de
CDR de roedor por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, tales anticuerpos
"humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente de los Estados Unidos Num. 4816567), en donde
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente
de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en
los que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos por residuos de sitios
analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se van a utilizar en la elaboracion de
los anticuerpos humanizados puede en algunos casos ser importante para reducir la antigenicidad y/o la respuesta
HAMA (anticuerpo anti-ratbn humano) cuando el anticuerpo se destina a uso terapéutico en seres humanos. La
reduccion o eliminacién de una respuesta HAMA es generalmente un aspecto significativo del desarrollo clinico de
agentes terapéuticos adecuados. Véanse, p. €j., Khaxzaeli et al., J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80:937; Jaffers et al.,
Transplantation (1986), 41:572; Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135:1530; Sears et al., J. Biol. Response Mod.
(1984), 3:138; Miller et al., Blood (1983), 62:988; Hakimi et al., J. Immunol. (1991), 147:1352; Reichmann et al.,
Nature (1988), 332:323; Junghans et al., Cancer Res. (1990), 50:1495. Segun se describe en la presente memoria,
la invencién proporciona anticuerpos que se humanizan de tal manera que la respuesta HAMA se reduce o elimina.
Las variantes de estos anticuerpos se pueden obtener adicionalmente utilizando métodos rutinarios conocidos en la
técnica, algunos de los cuales se describen adicionalmente mas adelante. De acuerdo con el método denominado
de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se escruta frente a toda la biblioteca
de secuencias conocidas de dominios variables humanos. La secuencia del dominio V humano que es mas cercana
a la del roedor se identifica y la region marco humana (FR) dentro de la misma se acepta para el anticuerpo
humanizado (Sims et al, J. Immunol 151: 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol Biol., 196:. 901 (1987)). Otro método
utiliza una regidon marco concreta derivada de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un
subgrupo concreto de cadenas ligeras o pesadas. Se puede utilizar el mismo marco para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc Natl Acad Sci USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol 151: 2623
(1993)).

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo como se describe en la presente memoria puede
servir como una secuencia de partida (parental) para la diversificacion de las secuencias marco y/o hipervariables.
Una secuencia de marco seleccionada a la cual esta conectada una secuencia hipervariable de partida es referida
en la presente memoria como marco humano aceptor. Si bien los marcos humanos aceptores pueden ser, o derivar,
de una inmunoglobulina humana (regiones VL y/o VH de la misma), los marcos humanos aceptores pueden ser, o
derivar de, una secuencia marco consenso humana ya que se ha demostrado que tales marcos tienen una
inmunogenicidad minima, o nula, en pacientes humanos. Un "marco humano aceptor" para los fines de la presente
memoria es un marco que comprende la secuencia de aminoacidos de un marco VL o VH derivado de un marco de
inmunoglobulina humana, o de un marco consenso humano. Un marco humano aceptor "derivado de" un marco de
inmunoglobulina humana o un marco consenso humano puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de
los mismos, o puede contener cambios de secuencias de aminoacidos preexistentes. Cuando estan presentes
cambios de aminoacidos preexistentes, preferiblemente estan presentes no mas de 5 y preferiblemente 4 o menos, o
3 0 menos, cambios de aminoacidos preexistentes. En una realizaciéon, el marco humano aceptor de VH es idéntico
en secuencia a la secuencia marco VH de inmunoglobulina humana o la secuencia marco consenso humana. En
una realizaciéon, el marco humano aceptor VL tiene una secuencia idéntica a la secuencia marco VL de
inmunoglobulina humana o secuencia marco consenso humana. Un "marco consenso humano" es un marco que
representa el residuo de aminoacido que aparece mas frecuentemente en una seleccién de secuencias marco VL o
VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la seleccién de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es
de un subgrupo de secuencias de dominios variables. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como
en Kabat et al. En una realizacion, para la VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat ef al. En una
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realizacion, para la VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat et al.

Cuando el aceptor deriva de una inmunoglobulina humana, se puede seleccionar opcionalmente una secuencia
marco humana que se selecciona basandose en su homologia con la secuencia marco donadora mediante la
alineamiento de la secuencia de marco donadora con diversas secuencias marco humanas de una coleccion de
secuencias marco humanas, y seleccionar la secuencia marco mas homoéloga como aceptor. EI marco humano
aceptor puede ser, o derivar de, secuencias de la linea germinal de anticuerpos humanos disponibles en las bases
de datos publicas.

Por ejemplo, los marcos consenso humanos pueden ser, o derivar de, secuencias marco consenso del subgrupo VI
de VH y/o de subgrupo | de VL kappa.

El molde del marco humano utilizado para la generacién de un anticuerpo anti-Factor D de la invencion puede
comprender secuencias marco de un molde que comprende una combinacion de VI-4.1b + (familia VH7) y JH4d
para la cadena VH (Figura 3) y/o una combinacién de DPK4 (familia Vkl) y JK2 para la cadena VL (Figura 4).

Por lo tanto, el marco humano aceptor de VH puede comprender una, dos, tres o todas de las secuencias marco
siguientes: FR1 que comprende QX1QLVQSGXoELKKPGASVKVSCKAS (aminoéacidos 1-25 del SEQ ID NO: 27), en
donde X1 esloV, X, es P o S; FR2 que comprende WVX3;QAPGQGLE (aminoacidos 36-46 del SEQ ID NO: 27), en
donde X3 es K 0 R; FR3 que comprende RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAXsYYCXsR (aminoacidos 67-98 del
SEQ ID NO: 27), en donde X4 es To V, Xs es E 0 A; FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (aminoacidos 105-115
del SEQ ID NO: 8 o aminoacidos 105-115 del SEQ ID NO: 27).

Los ejemplos de los marcos de consenso de VH incluyen:

marco consenso del subgrupo | de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 28);

marco consenso del subgrupo | de VH humano menos las regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 29-31);
marco consenso del subgrupo Il de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 32);

marco consenso del subgrupo Il de VH humano menos regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 33-35);
marco consenso del subgrupo Ill de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 36);

marco consenso del subgrupo Il de VH humano menos regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 37-39);
marco consenso del subgrupo VII de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 55);

marco consenso del subgrupo VIl de VH humano menos las regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 56-58);
marco aceptor de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 40);

marco aceptor de VH humano menos las regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 41-42);

marco aceptor 2 de VH humano menos las CDR de Kabat (SEQ ID NO: 43); o

marco aceptor 2 de VH humano menos regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 44-45).

El marco humano aceptor de VH puede comprender una, dos, tres o todas de las siguientes secuencias marco:
FR1 que comprende QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKAS (aminoacidos 1-25 del SEQ ID NO: 8),

FR2 que comprende WVRQAPGQGLE (aminoacidos 36-46 del SEQ ID NO: 8),

FR3 que comprende RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCER (aminoéacidos 67-98 del SEQ ID NO: 8),
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCE (aminoacidos 67-97 del SEQ ID NO: 8),
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYC (aminoacidos 67-96 del SEQ ID NO: 8),
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCS (SEQ ID NO: 51), o
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCSR (SEQ ID NO: 52)

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (aminoacidos 105-115 del SEQ ID NO: 8 o aminoacidos 105-115 del SEQ ID
NO: 27).

El marco humano aceptor de VL puede comprender una, dos, tres o todas de las siguientes secuencias marco:
FR1 que comprende DIQXs TQSPSSLSX; SVGDRVTITC (aminoacidos 1-23 del SEQ ID NO: 26), en donde Xs es V
8
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oM, X7esMoA;

FR2 que comprende WYQQKPGKXgPKLLIXg (aminoacidos 35-49 del SEQ ID NO: 26), en donde Xg es P o V, Xg es
SoY;

FR3 que comprende GVPSRFSX10SGSGX1DFTLTISSLQPEDVATYYC (aminoacidos 57-88 del SEQ ID NO: 26), en
donde X1pesSoG, Xi1esAoT;

FR4 que comprende FGQGTKX12EIK (SEQ ID NO: 54), en donde X2 es Vo L.

Los ejemplos de marcos consenso de VL incluyen:

marco consenso del subgrupo | de VL kappa humano (SEQ ID NO: 47);

marco consenso del subgrupo Il de VL kappa humana (SEQ ID NO: 48);

marco consenso del subgrupo |l de VL kappa humano (SEQ ID NO: 49); o

marco consenso del subgrupo IV de VL kappa humano (SEQ ID NO: 50)

El marco humano aceptor de VL puede comprender una, dos, tres o todas de las siguientes secuencias marco:
FR1 que comprende DIQVTQSPSSLSASVGDRVTITC (aminoacidos 1-23 del SEQ ID NO: 7),

FR2 que comprende WYQQKPGKVPKLLIS (aminoacidos 35-49 del SEQ ID NO: 7),

FR3 que comprende GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC (aminoacidos 57-88 del SEQ ID NO: 7),
FR4 que comprende FGQGTKLEIK (aminoacidos 98-107 del SEQ ID NO: 7), o FGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 53).

Si bien el aceptor puede tener una secuencia idéntica a la secuencia marco humana seleccionada, ya sea ésta de
una inmunoglobulina humana o de un marco consenso humano, la secuencia aceptora puede comprender también
sustituciones de aminoacidos preexistentes con respecto a la secuencia de inmunoglobulina humana o la secuencia
marco consenso humana. Estas sustituciones preexistentes son preferentemente minimas; normalmente diferencias
de cuatro, tres, dos o un aminoacidos solamente con respecto a la secuencia de inmunoglobulina humana o la
secuencia marco consenso.

Los residuos de la region hipervariable del anticuerpo no humano se incorporan a los marcos humanos aceptores VL
y/o VH. Por ejemplo, se pueden incorporar residuos correspondientes a los residuos de las CDR de Kabat, los
residuos de los bucles hipervariables de Chothia, los residuos Abm, y/o residuos de contacto. Opcionalmente, se
incorporan los residuos de la region hipervariable extendida como sigue:

24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3), 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95 -102 (H3).
Los anticuerpos anti-Factor D de la invencion comprenden las siguientes regiones hipervariables (CDR):

(i) En un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 5, la
CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 16, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 17 y la CDR 3 se define por el SEQ ID
NO: 18; y en un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO:
6, la CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 13, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 14 y la CDR 3 se define por el
SEQ ID NO: 15;

(ii) En un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 7, la
CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 16, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 17 y la CDR 3 se define por el SEQ ID
NO: 19; y en un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO:
8, la CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 13, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 14 y la CDR 3 se define por el
SEQ ID NO: 20;

(iii) En un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 9, la
CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 16, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 21 y la CDR 3 se define por el SEQ ID
NO: 22; y en un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO:
10, la CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 23, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 14 y la CDR 3 se define por el
SEQ ID NO: 20; y

(iv) En un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 11, la
CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 16, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 24 y la CDR 3 se define por el SEQ ID
NO: 19; y en un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO:
12, la CDR 1 se define por el SEQ ID NO: 25, la CRD 2 se define por el SEQ ID NO: 14 y la CDR 3 se define por el
SEQ ID NO: 20;
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También se describe en la presente memoria un anticuerpo que comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o
seis HVR seleccionadas entre (a) una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 25; (b) una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos del
SEQ ID NO: 14; (c) una HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 15
y el SEQ ID NO: 20; (d) una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 16; (e) una HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 17, el SEQ ID NO: 21 y el SEQ
ID NO: 24; y (f) una HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre SECT ID NO: 18, SEQ
ID NO: 22 y SEQ ID NO: 19.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D que comprende al menos una, dos, tres,
cuatro, cinco o seis HVR seleccionadas entre (a) una HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91% , 92%, 93%, 34%, 95%, 96%. 97%, 98% o0 99% con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 25; (b) una HVR-H2 que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 14; ¢) una HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 33%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre los SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 20;
(d) una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con una secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 16; (e)
una HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ
ID NO: 17, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 24; y (f) una HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 18, el SEQ ID NO: 22 y el SEQ ID NO: 19. Una HVR
que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94% , 95%, 96%, 97%, 98% o 99% puede contener sustituciones, inserciones o deleciones con respecto a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de aminoacidos conserva la capacidad
para unirse al Factor D. Por ejemplo, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado o suprimido de la
secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO; 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24. Adicionalmente se describe en la presente memoria un
anticuerpo que comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR seleccionadas entre (a) una HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 13 y el SEQ ID NO: 25; (b) una
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 14; (c) una HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 15 y el SEQ ID NO: 20; (d) una HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 16; (e) una HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminodacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 17, el SEQ ID NO: 21 y el SEQ ID NO: 24; y (f) una HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el SEQ ID NO: 18, el SEQ ID NO: 22 y el SEQ ID NO:
19.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada
seleccionado del SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 y un anticuerpo que comprende un
dominio variable de cadena ligera seleccionado entre el SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO:
11. Por ejemplo un anticuerpo puede comprender un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEC ID
NO: 6 o un dominio variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 5. En una realizacion, un anticuerpo de
la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 6 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 5. También se describe en la presente memoria un
anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 8 o un dominio
variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 7. En una realizacion, un anticuerpo de la invencion
comprende una dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 8 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 7. Adicionalmente se describe en la presente memoria un anticuerpo
que comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 10 o un anticuerpo que
comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 9. En una realizacién un anticuerpo
de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 10 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 9. Adicionalmente se describe en la presente memoria un
anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 12 o un dominio
variable de cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 11. En una realizacién un anticuerpo de la invencion
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende el SEQ ID NO: 12 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende el SEQ ID NO: 11.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D que comprende un dominio variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% , 98% o0 99% con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en los SEQ ID NO: 6, 8, 10 y 12. Una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos 90%, 91%, 92% , 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% puede contener sustituciones, inserciones, o
deleciones respecto a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de aminoacidos
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conserva la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, un total de 1 a 10 aminoacidos puede haber sido
sustituido, insertado o suprimido en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 6, 8, 10
0 12. Las sustituciones, inserciones o deleciones se pueden producir en regiones fuera de las HVR (es decir, en los
FR). Un anticuerpo anti-Factor D puede comprender un dominio variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 6, 8, 10 0 12.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D que comprende un dominio variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% , 98% o0 99% con una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en los SEQ ID NO: 5, 7, 9 y 11. Una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% contiene sustituciones,
inserciones, o deleciones con respecto a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa
secuencia de aminoacidos conserva la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, un total de 1 a 10 aminoacidos
puede haber sido sustituido, insertado o eliminado en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los
SEQ ID NO: 5, 7, 9 y 11. Las sustituciones, inserciones o deleciones se pueden producir en regiones fuera de las
HVR (es decir, en las FR). Un anticuerpo anti-Factor D puede comprender un dominio variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 5,7,9y 11.

Un anticuerpo anti-Factor D puede comprender cualquier secuencia de dominio variable marco adecuada, siempre
que el anticuerpo conserve la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, los anticuerpos anti Factor-D pueden
comprender una secuencia marco del dominio variable de cadena pesada que es una combinacién de VI.4.1 b +y
JH4d (Véase la Figura 3). Alternativamente, los anticuerpos anti-Factor D pueden comprender una secuencia
consenso marco de la cadena pesada del subgrupo VII humana. Los anticuerpos anti-D factor de la invencion
pueden comprender una secuencia marco del dominio variable de cadena pesada que comprende FR1 que
comprende los aminoacidos 1-25 del SEQ ID NO: 8, FR2 que comprende los aminoacidos 36-46 del SEQ ID NO: 8,
FR3 que comprende los aminoacidos 67 a 98 del SEQ ID NO: 8 y FR4 que comprende los aminoacidos 105-115 del
SEQ ID NO: 8. En una realizacion de estos anticuerpos, la secuencia del dominio variable de la cadena pesada
comprende una o varias sustituciénes en la posicion 40 y/u 88 (numeracion de Kabat). En una realizacion de estos
anticuerpos, la posicion 40 es cisteina (C) o alanina (A) y/o la posicion 88 es cisteina (C) o alanina (A). Los
anticuerpos anti-D factor también pueden comprender una secuencia marco de dominio variable de cadena ligera
que es una combinacion de DPK4 y JK2 (Véase la Figura 4). Alternativamente, los anticuerpos anti-Factor D pueden
comprender una secuencia consenso marco de cadena ligera kappa | (kl) humana. Los anticuerpos anti-Factor D de
la invencion pueden comprender una secuencia marco del dominio variable de cadena ligera que comprende FR1
que comprende los aminoacidos 1-23 del SEQ ID NO: 7, FR2 que comprende los aminoacidos 35-49 del SEQ ID
NO: 7, FR3 que comprende los aminoacidos 57-88 del SEQ ID NO: 7 y FR4 que comprende los aminoacidos 98-107
del SEQ ID NO: 7. En algunos de estos anticuerpos, la secuencia de marco variable de cadena ligera comprende
una o mas sustituciones en la posicién 15, 43 y/o 104 (numeracion de Kabat). En algunos de estos anticuerpos, la
posicion 15 es cisteina (C) o valina (V), la posicion 43 es cisteina (C) o alanina (A) y/o la posicion 104 es valina (V) o
leucina (L).

Adicionalmente, un anticuerpo anti-Factor D de la invencién puede comprender cualquier secuencia del dominio
constante adecuada, siempre que el anticuerpo conserve la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los anticuerpos anti-Factor D de la invencidon comprenden al menos una porcién de un
dominio constante de cadena pesada. En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencion comprenden
un dominio constante de cadena pesada de una cualquiera o una combinacién de una cadena pesada q, d, €, Y, O J.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Cu), las
inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases o isotipos. Hay cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, 1gD,
IgE, 1gG, e IgM, que tienen cadenas pesadas denominadas aq, d, €, Y, y M, respectivamente. Las clases y y a se
dividen adicionalmente en subclases basandose en diferencias relativamente minoritarias en secuencia y funcién de
Ch, p. €j., los seres humanos expresan las siguientes subclases: 1gG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgA1, e IgA2. En una
realizacioén, los anticuerpos anti-Factor D de la invencién comprenden un dominio constante de la cadena pesada
que comprende sustituciones en las posiciones de aminoacidos que dan como resultado un efecto deseado sobre la
funcién efectora (p. ej. afinidad de union). En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencion
comprenden un dominio constante de la cadena pesada que comprende sustituciones en las posiciones de
aminoacidos que no dan como resultado un efecto sobre la funcidon efectora (p. €j., afinidad de unién). En una
realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencién comprenden un dominio constante de la cadena pesada de
tipo 1gG (p. €j. 1gG1, IgG2, IgG3 o IgG4) y comprenden adicionalmente una sustitucion en la posicion 114
(numeracion de Kabat; equivalente a 118 en la numeracion EU), 168 (numeracion de Kabat; equivalente a 172 en la
numeracion EU), 172 (numeracion de Kabat; equivalente a 176 en la numeracion EU) y/o 228 (numeracion EU). En
una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencion comprenden un dominio constante de cadena pesada
del tipo 1gG (p. €j. 1IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4) y comprenden adicionalmente una sustitucion en la posicion 114 en
donde la posicion 114 es cisteina (C) o alanina (A), la posicion 168 es cisteina (C) o alanina (A), la posicion 172 es
cisteina (C) o alanina (A) y/o la posicion 228 es una prolina (P), arginina (R) o serina (S).

Adicionalmente, por ejemplo, en algunas realizaciones, los anticuerpos anti-Factor D de la invencion comprenden al
menos una porcion de un dominio constante de la cadena ligera. En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de
la invencion comprenden un dominio constante de cadena ligera de una cualquiera o una combinacién de una
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cadena ligera kappa o lambda, ya que la cadena ligera de cualquier especie de vertebrado pueden asignarse a uno
de dos tipos claramente distintos, denominados kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes. En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencién comprenden un dominio
constante de la cadena ligera que comprende sustituciones en las posiciones de aminoacidos que dan como
resultado un efecto deseado sobre la funcion efectora (p. e€j., afinidad de unién). En una realizacion, los anticuerpos
anti-Factor D de la invencion comprenden un dominio constante de la cadena ligera que comprende sustituciones en
las posiciones de aminoacidos que no dan como resultado un efecto sobre la funcién efectora (p. €j., afinidad de
union). En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencion comprenden un dominio constante de la
cadena ligera de tipo kappa y comprenden adicionalmente una sustitucion en la posicion 110, 144, 146 y/o 168
(numeracion de Kabat). En una realizacion, los anticuerpos anti-Factor D de la invencién comprenden un dominio
constante de cadena ligera de tipo kappa y comprenden adicionalmente una sustitucion en la posicién 110 en donde
110 es cisteina (C) o valina (V), en la posicion 144 en donde 144 es cisteina (C) o alanina (A), en la posicion 146 en
donde 146 es isoleucina (l) o valina (V) y/o en la posicion 168 en donde 168 es cisteina (C) o serina (S).

También se describen en la presente memoria anticuerpos que compiten con el anticuerpo murino 166-32 y/o el clon
del anticuerpo anti-Factor D humanizado Ndm. 56, Nim. 111, Nium. 250 o Num. 416, y/o un anticuerpo que
comprende secuencias de dominio variable o HVR de un clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado Num. 56,
Num. 111, Nam. 250 o Num. 416. También se proporcionan anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el
anticuerpo murino 166-32 y/o el clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado Num. 56, Num. 111, Nim. 250 o Num.
416, y/o un anticuerpo que comprende secuencias del dominio variable o HVR del clon del anticuerpo anti-Factor D
humanizado NUm. 56, Num. 111, Num. 250 o Num. 416.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad monovalente del anticuerpo
para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una fragmento Fab para el Factor D) es menor, por ejemplo al
menos 1 vez o 2 veces menor que la afinidad monovalente de un anticuerpo quimérico (p. €j., la afinidad del
anticuerpo quimeérico como un fragmento Fab a Factor D), que comprende, consiste o consiste esencialmente en un
dominio variable de cadena ligera del SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada del SEQ ID NO: 1.

Adicionalmente se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad bivalente del
anticuerpo para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) es menor, por ejemplo al
menos 1 vez o 2 veces menor que la afinidad bivalente de un anticuerpo quimérico (p. €j., afinidad del anticuerpo
quimérico como una IgG para el Factor D), que comprende, consiste o consiste esencialmente en un dominio
variable de cadena ligera del SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada del SEQ ID NO: 1.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad monovalente del
anticuerpo para el Factor D (p. ej., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) es mayor, por
ejemplo al menos 1 vez o 2 veces mayor que la afinidad monovalente de un anticuerpo quimérico (p. €j., afinidad del
anticuerpo quimérico como un fragmento Fab para el Factor D), que comprende, consiste o consiste esencialmente
en un dominio variable de cadena ligera del SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada del SEQ ID NO: 1.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad bivalente del anticuerpo para el
Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) es mayor, por ejemplo al menos 1 vez o 2
veces mayor que la afinidad bivalente de un anticuerpo quimérico (p. e€j., afinidad del anticuerpo quimérico como una
IgG para el Factor D), que comprende, consiste o consiste esencialmente en un dominio variable de cadena ligera
del SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada del SEQ ID NO: 1.

La afinidad del anticuerpo anti-Factor D de la invencién en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser 1,0 nM (1,0x10° M) o mejor. La afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el
Factor D) puede ser 0,5 nM (0,5x10° M) o mejor. La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente Para el Factor
D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser 1,0 pM (1,0x10"“ M) o mejor.
La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab para el Factor D) puede ser 0,5 pM (0,5x10™'? M) o mejor.

La afinidad del anticuerpo de la invencién en su forma blvalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como
una IgG para el Factor D) puede ser 1,0 nM (1,0x10° M) o mejor. Adicionalmente la afinidad del anticuerpo en su
forma blvalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser 0,5 nM
(0,5x10°° M) 0 mejor. Adicionalmente la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D (p. ej., afinidad
del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser 1,0 pM (1,0x10"? M) o mejor. La afinidad del anticuerpo en
su forma blvalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser 0,5 pM
(0,5x10™2 M) 0 mejor.

La afinidad del anticuerpo anti-Factor D de la invencién en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., aflnldad del
anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede estar entre 0,5 mM (0,5x10° M) y 0,5 pM (0,5x10™2 M).
La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del antlcuerpo como un
fragmento Fab para el Factor D) puede estar entre 15 nM (15x10° M) y 0,1 nM (0,1x10° M). La afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el
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Factor D) puede estar entre 55 nM (5,5x10° M) y 1 nM (1x10° M). La afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede estar
entre 0,5 pM (0,5x10™2 M) y 2 pM (2x1072 M).

La afinidad del anticuerpo de la invencion en su forma bivalente para el Factor D (p. eg finidad del anticuerpo como
una IgG para el Factor D) puede estar entre 0,5 mM (0,5x10° M) y 0,5 pM (0,5x10" M). La afinidad del anticuerpo
en su forma bivalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede estar
entre 10 nM (10x10° M) y 0,05 nM (0,05x10™ M). La afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D
(p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede estar entre 5,5 nM (5,5x10° M) y 1 nM (1x10°
M). La afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG
para el Factor D) puede estar entre 0,5 pM (0,5x10™? M) y 2 pM (2x107 M).

Por ejemplo, la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 3,7 nM (3,7x10° M) 0 0,37 nM (3,7x107° M).
La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 3,3 nM (3,3x10° M) o 0,33 nM (3,3x10"® M). La
afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento
Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 5,1 nM (5,1x10° M) o 0,51 nM (5,1x10™'® M). La afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el
Factor D) puede ser aproximadamente 2,7 nM (2,7x10° M). La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente
para el Factor D (p. e€j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser
aproximadamente 1,4 nM (1,4x10° M). La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. ej.,
afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 1,4 pM (1,4 x

10'12M). La afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una
IgG para el Factor D) puede ser aproximadamente 1,1 pM (1,‘Ix‘|0'12 M). La afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser
aproximadamente 0,19 nM (0,19x10° M). La afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D (p. €j.,
afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser aproximadamente 0,08 nM (0,08x10° M). La
afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento
Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 12,3 nM (12,3x10'9 M). La afinidad del anticuerpo en su forma
bivalente para el Factor D (p. ej., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser
aproximadamente 9,0 nM (9,0x10'9 M).

La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 1,4 pM (1 4x107™"? M) +/- 0,5. La afinidad del anticuerpo
en su forma bivalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser
aproximadamente 1,1 pM (1 ,1x107™"? M) +/- 0,6. La afinidad del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D
(p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) puede ser aproximadamente 0,19 nM
(0,19x10° M) +/- 0,01. La afinidad del anticuerpo en su forma bivalente para el Factor D (p. ej., afinidad del
anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser aproximadamente 0,08 nM (0,08x10 M) +/- 0,01. La afinidad
del anticuerpo en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para
el Factor D) puede ser aproximadamente 12,3 nM (12,3x10” M) +/- 2. La afinidad del anticuerpo en su forma
bivalente para el Factor D (p. ej., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) puede ser
aproximadamente 9,0 nM (9,0x10'9 M) +/- 1.

El anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. ej., afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) de aproximadamente 3,7 nM (3,7x10° M) +/- 2. El anticuerpo
anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab para el Factor D) de aproximadamente 3,3 nM (3,3x10"°M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D
puede tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. ej., afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab para el Factor D) de aproximadamente 5,1 nM (5,1x10° M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede
tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab
para el Factor D) de aproximadamente 2,7 nM (2,7x10 9 M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede tener una
afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el
Factor D) de aproximadamente 1,4 nM (1,4x10°° M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su
forma monovalente para el Factor D (p. ej., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) de
aproximadamente 1,4 pM (1,4x10'12 M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma
bivalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) de aproximadamente 1,1
pM (1 ,1x107™"? M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor
D (p. ej., afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab para el Factor D) de aproximadamente 0,19 nM (0,19x10°
M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D pueden tener una afinidad en su forma bivalente para el Factor D (p. e€;j., afinidad
del anticuerpo como una IgG para el Factor D) de aproximadamente 0,08 nM (0,08x10° M) +/- 2. El anticuerpo anti-
Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente para el Factor D (p. €j., afinidad del anticuerpo como un
fra%mento Fab para el Factor D) de aproximadamente 12,3 nM (12,3x

10” M) +/- 2. El anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma bivalente para el Factor D (p. €j.,
afinidad del anticuerpo como una IgG para el Factor D) de aproximadamente 9,0 nM (9,0x10™ M) +/- 2.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 525477 T3

Como esta establecido en la técnica, la afinidad de unién de un ligando a su receptor se puede determinar utilizando
cualquiera de una variedad de analisis, y se puede expresar en términos de una variedad de valores cuantitativos.
Por consiguiente, la afinidad de union se puede expresar como valores de Kd y refleja la afinidad de unién intrinseca
(p- €j., con efectos de avidez minimizados). En general y preferiblemente, la afinidad de unién se mide in vitro, ya
sea en un entorno libre de células o asociado a células. Como se describe en mayor detalle en la presente memoria,
la diferencia de veces en la afinidad de unién se puede cuantificar en términos de la razén del valor de afinidad de
union monovalente de un anticuerpo humanizado (p. e€j., en forma de Fab) y el valor de afinidad de unidn
monovalente de un anticuerpo de referencia/comparador (p. €j., en forma Fab) (p. €j., un anticuerpo murino que tiene
secuencias de la region hipervariable donadoras), en donde los valores de la afinidad de unidon se determinan en
condiciones de analisis similares. Por lo tanto, por ejemplo, la diferencia de veces en la afinidad de unién se puede
determinar como la razén de los valores de Kd del anticuerpo humanizado en forma de Fab y dicho anticuerpo Fab
de referencia/comparador. Por ejemplo, si un anticuerpo (A) tiene una afinidad que es "3 veces menor" que la
afinidad de un anticuerpo de referencia (M), si el valor de Kd para A es 3x, el valor de Kd de M seria 1x, y la razén de
Kd de A con respecto a Kd de M seria 3:1. Por el contrario, si un anticuerpo (C) tiene una afinidad que es "3 veces
mayor" que la afinidad de un anticuerpo de referencia (R), si el valor de Kd para C es 1x, el valor de Kd para R seria
3%, y la razén de Kd de C con respecto a Kd de R seria 1:3. Se puede utilizar cualquiera de diversos analisis
conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en la presente memoria, para obtener mediciones de la afinidad de
union, incluyendo, por ejemplo, Biacore, radioinmunoanalisis (RIA) y ELISA.

Adicionalmente, los valores de Kd para un anticuerpo pueden variar dependiendo de las condiciones del analisis
concreto utilizado. Por ejemplo, las mediciones de la afinidad de unidn se pueden obtener en un analisis en donde el
Fab o el anticuerpo estan inmovilizados y se mide la unién del ligando, es decir, el Factor D, o alternativamente, el
ligando, es decir, el Factor D, para el Fab o el anticuerpo estd inmovilizados y se mide la union del Fab o el
anticuerpo. Las mediciones de la afinidad de unién también se pueden obtener en un analisis en donde las
condiciones de regeneracion pueden comprender (1) glicina 10 mM o MgCl, 4M a pH 1,5, y (2) pH entre un pH de
1,0 y un pH de 7,5, incluyendo un pH de 1,5, un pH de 5,0, un pH de 6,0 y un pH de 7,2. En una realizacion, las
mediciones de la afinidad de unién se pueden obtener en un analisis en donde las condiciones de unién pueden
comprender (1) PBS o solucién salina tamponada con HEPES y (2) Tween-20, es decir, Tween 20 al 0,1%. En una
realizacion, las mediciones de la afinidad de unién se pueden obtener en un analisis en donde la fuente del ligando,
es decir, el Factor D, puede ser de fuentes disponibles comercialmente. En una realizacion, las mediciones de la
afinidad de unién se pueden obtener en un analisis en donde (1) el Fab o el anticuerpo se inmovilizan y se mide la
union del ligando, es decir, el Factor D, (2) las condiciones de regeneracion comprenden MgCl, 4M a pH 7,2 y (3) las
condiciones de unién comprenden solucion salina tamponada con HEPES, pH 7,2 que contiene Tween 20 al 0,1%.
En una realizacion, las mediciones de afinidad de unién se pueden obtener en un analisis en donde (1) el ligando, es
decir, el Factor D, esta inmovilizado y se mide la unién de Fab o anticuerpo, (2) las condiciones de regeneracion
comprenden glicina 10 mM a pH 1,5 y (3) las condiciones de unién comprenden tampoén PBS.

Los términos "célula", "linea celular" y "cultivo celular" incluyen la progenie. También se entiende que toda la
progenie puede no ser precisamente idéntica en el contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o
inadvertidas. Se incluyen las progenies variantes que tienen la misma funcién o propiedad bioldgica, escrutadas en
la célula transformada originalmente. Las "células anfitrionas" utilizadas en la presente invencién son generalmente
anfitriones procariotas o eucariotas.

El término "vector" representa un constructo de ADN que contiene una secuencia de ADN que esta conectada
operablemente a una secuencia de control adecuada capaz de efectuar la expresion del ADN en un anfitrion
adecuado. Tales secuencias de control incluyen un promotor para efectuar la transcripcién, una secuencia operadora
opcional para controlar tal transcripcién, una secuencia que codifica sitios de unién del ARNm al ribosoma
adecuados, y secuencias que controlan la terminacién de la transcripcién y la traduccion. El vector puede ser un
plasmido, una particula de fago, o simplemente un inserto gendmico potencial. Una vez transformado en un anfitrion
adecuado, el vector puede replicarse y funcionar independientemente del genoma anfitrién, o puede, en algunos
casos, integrarse en el propio genoma. En la presente memoria descriptiva, "plasmido” y "vector" se utilizan a veces
indistintamente, ya que el plasmido es la forma mas comunmente utilizada de vector. Sin embargo, se pretende que
la invencién incluya otras formas de vectores que cumplen funciones equivalentes y que son, o puedan llegar a ser
conocidos en la técnica.

La palabra "marca" cuando se utiliza en la presente memoria se refiere a un compuesto o composicion detectables
que se pueden conjugar directamente o indirectamente a una molécula o proteina, p. €j., un anticuerpo. La marca
puede ser detectable por si misma (p. ej., marcas de radioisétopos o marcas fluorescentes) detectables o, en el caso
de una marca enzimatica, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composiciéon sustrato que es
detectable.

Segun se utiliza en la presente memoria, "fase sdlida" representa una matriz no acuosa a la cual se puede adherir un
anticuerpo. Los ejemplo de fases solidas incluidas en la presente memoria incluyen aquella formadas parcial o
enteramente de vidrio (p. €j., vidrio de poro controlado), polisacaridos (p. €j., agarosa), poliacrilamidas, poliestireno,
poli(alcohol vinilico) y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase solida puede comprender
el pocillo de una placa de andlisis; en otras es una columna de purificacién (p. €j., una columna de cromatografia de
afinidad).
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Generacién de anticuerpos
Seleccion y transformacion de células anfitrionas

Las células anfitrionas adecuadas para la clonacién o expresion del ADN en los vectores de la presente memoria
son células procarioticas, de levadura o eucariéticas superiores. Los procariotas adecuados para este propdsito
incluyen organismos tanto Gram-negativos como Gram-positivos, por ejemplo, enterobacterias tales como E . coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, y Shigella, asi como Bacilos, Pseudomonas, y
Streptomyces. Un anfitrién de clonacion en E. coli preferido es E. coli 294 (ATCC 31446), aunque son adecuadas
otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31537), y E. coli W3110 (ATCC 27325). Estos ejemplos son
ilustrativos en lugar de limitantes.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariéticos tales como los hongos filamentosos o las levaduras son
anfitriones de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican anticuerpos. Saccharomyces cerevisiae
es el mas comunmente utilizado entre los microorganismos anfitriones eucarioticos inferiores. Sin embargo, otros
varios géneros, especies y cepas estan comunmente disponibles y son Utiles en la presente memoria, tales como
Schizosaccharomyces pombe; Kluyveromyces; Candida; Trichoderma; Neurospora crassa; y hongos filamentosos
tales como, p. €j., anfitriones Neurospora, Penicillium, Tolypocladium y Aspergillus, tales como A. nidulans y A. niger.

Las células anfitrionas adecuadas para la expresion de anticuerpos glicosilados derivan de organismos
multicelulares. En principio, cualquier cultivo de células eucariotas superiores es factible, ya sea cultivo de
vertebrados o invertebrados. Los ejemplos de las células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos,
Luckow et al., Bio/Technology 6, 47-55 (1988); Miller et al., Genetic Engineering, Setlow et al. comps. Vol. 8, pags.
277-279 (Plenam Publishing 1986); Mseda et al., Nature 315, 592-594 (1985). Se han identificado numerosas cepas
de baculovirus y variantes y las correspondientes células anfitrionas de insectos permisivas de anfitriones tales como
Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Esta
publicamente disponible una variedad de cepas virales para la transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de
Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y tales virus se pueden utilizar en la presente
memoria como virus de acuerdo con la presente invencion, en particular para la transfeccién de células de
Spodoptera frugiperda. Por otra parte, los cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia,
tomate y tabaco, también se pueden utilizar como anfitriones.

Las células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrados, en cultivo (cultivo de tejidos) se ha
convertido en un procedimiento rutinario. Véase Tissue Culture, Academic Press, Kruse y Patterson, eds. (1973).
Los ejemplos de las lineas celulares anfitrionas de mamiferos utiles son rifidn de mono; linea de rifiédn embrionario
humano; células de rifidén cria de hamster; células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al, Proc Natl
Acad Sci USA 77: 4216 (1980)); células de Sertoli de raton; células de carcinoma de cuello uterino humano (HeLa);
células de rifidn canino; células de pulmén humano; células de higado humano; tumor mamario de ratén; y células
NSO.

Las células anfitrionas se transforman con los vectores descritos anteriormente para la produccion de anticuerpos y
se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir promotores,
seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Las células anfitrionas utilizadas para producir la variante de anticuerpo de esta invencion se pueden cultivar en una
variedad de medios. Los medios comercialmente disponibles, tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial
Minimo (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma) son
adecuados para el cultivo de células anfitrionas. Ademas, cualquiera de los medios descritos por Ham et al., Meth.
Enzymol. 58: 44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), Patentes de los Estados Unidos Nums.
4.767.704; 4.657.866; 4.560.655; 5.122.469; 5.712.163; 0 6.048.728 se puede utilizar como medio de cultivo para las
células anfitrionas. A cualquiera de estos medios se le puede afiadir segun sea necesario un suplemento de
hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico),
sales (tales como X-cloruros, en donde X es sodio, calcio, magnesio; y fosfatos), tampones (tales como HEPES),
nucledtidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como el farmaco GENTAMICINA™), elementos
traza (definidos como compuestos inorganicos presentes habitualmente a concentraciones finales en el rango
micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro suplemento
necesario a concentraciones apropiadas que serian conocidas por los expertos en la técnica. Las condiciones de
cultivo, tales como la temperatura, el pH, y similares, son las utilizadas previamente con la célula anfitriona
seleccionada para la expresion, y seran evidentes para el experto normal en la técnica.

Purificacién de anticuerpos

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el espacio
periplasmico, o secretar directamente al medio. Si la variante de anticuerpo se produce intracelularmente, como
primera etapa, los desechos particulados, ya sea células anfitrionas o fragmentos lisados, se puede eliminar, por
ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992) describen un
procedimiento para aislar anticuerpos que se secretan al espacio periplasmico de E. coli. En resumen, la pasta
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celular se descongela en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
durante aproximadamente 30 minutos. Los desechos celulares se puede eliminar mediante centrifugacion. Cuando
la variante de anticuerpo se secreta en el medio, los sobrenadantes de tales sistemas de expresion se concentran
generalmente primero utilizando un filtro de concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como PMSF en
cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para evitar el crecimiento
de contaminantes adventicios.

La composicién de anticuerpo preparada a partir de las células se puede purificar utilizando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxiapatita, elecroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la técnica de
purificacion preferida la cromatografia de afinidad. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende
de la especie y el isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en la variante de anticuerpo.
La proteina A se puede utilizar para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas4 de IgG1, 1IgG2 o IgG4
humanas (Lindmark et al., J. Immunol Meth 62: 1-13 (1983)). Se recomienda la proteina G para todos los isotipos de
ratén y para la IgG3 humana (Guss et al., EMBO J. 5: 1567-1575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de
afinidad es frecuentemente agarosa, pero hay otras matrices disponibles. Las matrices mecanicamente estables,
tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinil)benceno permiten velocidades de flujo mas rapidas y
tiempos de procesamiento mas cortos que los que pueden ser alcanzados con la agarosa. Cuando la variante de
anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABXTM (J. T. Baker, Phillipsburg, N. J.) es util para la
purificacién. Otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como fraccionamiento en una columna de
intercambio idnico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en
Sepharose ™-heparina sobre una resina de intercambio aniénico o cationico (tal como una columna de &acido
poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE, y precipitacién con sulfato amoénico también estan disponibles en
funcion de la variante de anticuerpo que se vaya a recuperan.

Después de cualquiera de las etapas de purificacion preliminares, la mezcla que comprende la variante de
anticuerpo de interés y los contaminantes se puede someter a una cromatografia de interaccion hidréfoba a pH bajo
utilizando un tampon de elucion a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, preferiblemente realizada a bajas
concentraciones de sal (p. ej., una concentracion de sal de aproximadamente 0-0,25 M).

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas del polipéptido o anticuerpo se pueden preparar para su almacenamiento en forma
de formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas mezclando el polipéptido que tiene el grado de pureza deseado
con portadores, excipientes o estabilizadores "farmacéuticamente aceptables" opcionales tipicamente empleados en
la técnica (todos los cuales son denominados "excipientes"). Por ejemplo, agentes tamponadores, agentes
estabilizantes, conservantes, agentes para conferir isotonicidad, detergentes no idnicos, antioxidantes y otros
aditivos diversos. (Véase Remington's Pharmacutical Sciences, 162 edicién, A. Osol, de Ed. (1980)). Tales aditivos
deben ser no toxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas.

Los agentes tamponadores ayudan a mantener el pH en el intervalo que se aproxima a las condiciones fisiologicas.
Estan presentes preferiblemente a una concentracion que varia de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50
mM. Los agentes tamponadores adecuados para uso con la presente invencion incluyen acidos tanto organicos
como inorganicos y sales de los mismos tales como tampones de citrato (p. €j., mezcla de citrato monosdédico-citrato
disédico, mezcla de acido citrico-citrato trisddico, mezcla de acido citrico-citrato monosaddico, etc.), tampones de
succinato (p. ej., mezcla de acido succinico-succinato monosodico, mezcla de acido succinico-hidroxido sodico,
mezcla de acido succinico-succinato disodico, etc.), tampones de tartrato (p. €., mezcla de acido tartarico-tartrato
sodico, mezcla de acido tartarico-tartrato potasico, mezcla de acido tartarico-hidroxido sédico, etc.), tampones de
fumarato (p. €j., mezcla de acido fumarico-fumarato monosaédico, etc.), tampones de fumarato (p. €j., mezcla de
acido fumarico-fumarato monosdédico, mezcla de acido fumarico-fumarato disédico, mezcla fumarato monosddico-
fumarato disédico, etc.), tampones de gluconato (p. €j., mezcla de acido glucénico- gliconato sédico, mezcla de acido
gluconico-hidréxido sédico, mezcla de acido glucénico-gluconato potasico, etc.), tampon de oxalato (p. €j., mezcla de
acido oxalico-oxalato sédico, acido oxalico-hidroxido sodico, mezcla de acido oxalico-oxalato potasico, etc.),
tampones de lactato (p. ej., mezcla de acido lactico-lactato sédico, mezcla de acido lactico-hidréxido sédico, mezcla
de acido lactico-lactato potasico, etc.) y tampones de acetato (p. ej., mezcla de acido acético-acetato sdédico, mezcla
de acido acético-hidroxido sadico, etc.). Adicionalmente, se pueden citar los tampones de fosfato, tampones de
histidina y sales de trimetilamina tales como Tris.

Se pueden afadir conservantes para retrasar el crecimiento microbiano, y se pueden afiadir en cantidades que
oscilan de 0,2% a 1% (p/v). Los conservantes adecuados para uso con la presente invencion incluyen fenol, alcohol
bencilico, meta-cresol, metilparabeno, propilparabeno, cloruro de octadecildimetilbencilamonio, haluros de
benzalconio (p. e€j., cloruro, bromuro, yoduro), cloruro de hexametonio, alquilparabenos tales como metil- o propil-
parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol y 3-pentanol.

Los agentes para conferir isotonicidad a veces conocidos como "estabilizadores" se pueden afadir para asegurar la
isotonicidad de las composiciones liquidas de la presente invencién e incluyen alcoholes de azucares
polihidroxilados, preferiblemente alcoholes de azucares trihidroxilados o superiores, tales como glicerina, eritritol,
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arabitol, xilitol, sorbitol y manitol.

Los estabilizadores se refieren a una amplia categoria de excipientes que pueden cuya funcién puede variar de un
agente de carga a un aditivo que solubiliza el agente terapéutico o ayuda a prevenir la desnaturalizacién o la
adherencia a la pared del recipiente. Los estabilizadores tipicos pueden ser alcoholes de azlcares polihidroxilados
(enumerados anteriormente); aminoacidos tales como arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina, histidina,
alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina, acido glutamico, treonina, etc., azucares organicos o alcoholes de
azucares, tales como lactosa, trehalosa, estaquiosa, manitol, sorbitol, xilitol, ribitol, mioinositol, galactitol, glicerol y
similares, incluyendo ciclitoles, tales como inositol; polietilenglicol; polimeros de aminoacidos; agentes reductores
que contienen azufre, tales como urea, glutation, acido tioctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol, alfa-monotioglicerol y
tiosulfato de sodio; polipéptidos de bajo peso molecular (es decir, <10 residuos); proteinas tales como albumina de
suero humano, albumina de suero bovino, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como
polivinilpirrolidona, monosacaridos tales como xilosa, manosa, fructosa, glucosa; disacaridos tales como lactosa,
maltosa, sacarosa y trisacaridos tales como rafinosa; polisacaridos tales como dextrano. Los estabilizadores pueden
estar presentes en el intervalo de 0,1 a 10.000 partes en peso por parte en peso de la proteina activa.

Se pueden afadir tensioactivos no iénicos o detergentes (también conocidos como "agentes humectantes") para
ayudar a solubilizar el agente terapéutico asi como para proteger la proteina terapéutica contra la agregacion
inducida por agitacion, lo que también permite que la formulacion se exponga a esfuerzo de cizallamiento superficial
sin causar la desnaturalizacion de la proteina. Los tensioactivos no idnicos adecuados incluyen polisorbatos (20, 80,
etc.), polioxameros (184, 188, etc.), polioles Pluronic®, monoéteres de polioxietilensorbitan (Tween®-20, Tween®-80,
etc.). Los tensioactivos no ionicos pueden estar presentes en un intervalo de aproximadamente 0,05 mg/ml a
aproximadamente 1,0 mg/ml, preferiblemente de aproximadamente 0,07 mg/ml a aproximadamente 0,2 mg/ml.

Los excipientes diversos adicionales incluyen agentes de carga (p. €j., almidén), agentes quelantes (por ejemplo
EDTA), antioxidantes (p. ej., acido ascorbico, metionina, vitamina E) y co-disolventes. La formulacion de la presente
memoria también puede contener mas de un compuesto activo segun sea necesario para la indicacion concreta que
se esta tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se afectan adversamente entre
si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar adicionalmente un agente inmunosupresor. Tales moléculas estan
presentes combinadas adecuadamente en cantidades que son eficaces para el propodsito pretendido. Los
ingredientes activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, A. Osal, Ed.
(1980).

Las formulaciones que se van a utilizar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente,
por ejemplo, mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles. Se pueden preparar preparaciones de
liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen la variante de anticuerpo, cuyas matrices estan en
forma de articulos conformados, p. €j., peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida
incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli(alcohol vinilico)), polilactidas
(Patente de Estados Unidos. Num. 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de etilo, acetato de
etileno-vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicdlico tales como LUPRON
DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato de
leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Si bien los polimeros tales como acetato de etileno-vinilo y acido
lactico-acido glicolico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan
proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el
organismo durante un tiempo prolongado, se pueden desnaturalizar o agregar como resultado de la exposicion a la
humedad a 37°C dando como resultado una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la
inmunogenicidad. Se pueden idear estrategias racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo
implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion de ensalces S - S
intermoleculares a través de intercambio tio-disulfuro, se puede lograr la estabilizacion modificando los residuos
sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos
apropiados, y desarrollando composiciones de matrices poliméricas especificas.

La cantidad de polipéptido terapéutico, anticuerpo o fragmento del mismo que sera eficaz en el tratamiento de un
trastorno o afeccion concretos dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y se puede determinar mediante
técnicas clinicas convencionales. Cuando sea posible, es deseable determinar la curva de dosis-respuesta y las
composiciones farmacéuticas de la invencion primero in vitro, y a continuacién en sistemas de modelos animales
Utiles antes de probarlas en seres humanos.

En una realizacion preferida, se administra una soluciéon acuosa de polipéptido terapéutico, anticuerpo o fragmento
del mismo mediante inyeccién subcutanea. Cada dosis puede variar de aproximadamente 0,5 pg a
aproximadamente 50 ug por kilogramo de peso corporal, o mas preferiblemente, de aproximadamente 3 ug a
aproximadamente 30 pg por kilogramo de peso corporal.
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El programa de dosificacion para la administracion subcutanea puede variar de una vez al mes a diariamente
dependiendo de varios factores clinicos, incluyendo el tipo de enfermedad, la gravedad de la enfermedad, y la
sensibilidad del sujeto al agente terapéutico.

Usos para el anticuerpo humanizado

Los anticuerpos humanizados descritos en la presente memoria son Utiles en analisis de diagnéstico, p. €j., para
detectar la expresion de una diana de interés en células, tejido, o suero especificos. Para las aplicaciones de
diagnéstico, la variante de anticuerpo se marcara tipicamente con un radical detectable. Se encuentran disponibles
numerosas marcas. Las técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia se han descrito anteriormente. El
sustrato quimioluminiscente se excita electronicamente por medio de una reacciéon quimica y a continuacion puede
emitir luz que se puede medir (utilizando un quimioluminémetro, por ejemplo) o dona energia a un aceptor
fluorescente. Los ejemplos de marcas enzimaticas incluyen luciferasas (p. €j., luciferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana; Patente de Estados Unidos. Num. 4.737.456), Luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, malato
deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (p. €j., glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa,
microperoxidasa, y similares. Las técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos se describen en O'Sullivan et al.,
Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay, en Methods in
Enzym. (Ed. J. Langone y H. Van Vunakis), Academic press, Nueva York, 73: 147-166 (1981).

Algunas veces, la marca se conjuga indirectamente con la variante de anticuerpo. El experto en la técnica sera
consciente de diversos mecanismos para lograr esto. Por ejemplo, la variante de anticuerpo puede conjugarse con
biotina y cualquiera de las tres amplias categorias de marcas mencionadas anteriormente puede conjugarse con
avidina, o viceversa. La biotina se une selectivamente a avidina y por lo tanto, la marca se puede conjugar con la
variante de anticuerpo de esta manera indirecta. Alternativamente, para conseguir la conjugacion indirecta de la
marca con la variante de anticuerpo, la variante de anticuerpo se conjuga con un pequefio hapteno (por ejemplo
digloxina) y uno de los diferentes tipos de marcas mencionadas anteriormente se conjuga con una variante de
anticuerpo anti-hapteno (p. ej., anticuerpo anti-digloxina). Por lo tanto, se puede lograr la conjugacion indirecta del
marcador con la variante de anticuerpo.

Alternativamente, la variante de anticuerpo no necesita estar marcada, y la presencia de la misma se puede detectar
utilizando un anticuerpo marcado que se une a la variante de anticuerpo.

Los anticuerpos descritos y reivindicados en la presente memoria se pueden emplear en cualquier método de
analisis conocido, tal como andlisis de unién competitiva, analisis sandwich directos e indirectos, y analisis de
inmunoprecipitacion. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Los analisis de unién competitiva se basan en la capacidad de un patrén marcado para competir con la muestra de
ensayo por la unién a una cantidad limitada de variante de anticuerpo. La cantidad de diana en la muestra de ensayo
es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que se une a los anticuerpos. Para facilitar la determinacion de
la cantidad de patrén que se une, los anticuerpos generalmente se insolubilizan antes o después de la competicion.
Como resultado, el patrén y la muestra de ensayo que se unen a los anticuerpos se pueden separar
convenientemente del patron estandar y la muestra de ensayo que permanecen sin unir.

Los analisis sandwich implican el uso de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a una porcién inmunogénica
diferente, o epitopo, o a la proteina que se va a detectar. En un analisis sandwich, la muestra de ensayo que se va a
analizar se une a un primer anticuerpo que esta inmovilizado sobre un soporte soélido, y después de eso un segundo
anticuerpo se une a la muestra de ensayo, formando de ese modo un complejo de tres partes insoluble. Véase, p.
€j., la Patente de los Estados Unidos Num. 4.376.110. El segundo anticuerpo puede estar marcado a su vez con un
radical detectable (analisis sandwich directos) o se puede medir utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que
esta marcado con un radical detectable (analisis sandwich indirecto). Por ejemplo, un tipo de analisis sandwich es un
analisis ELISA, en cuyo caso el radical detectable es una enzima.

Para la inmunohistoquimica, la muestra de tumor puede ser fresca o congelada o puede estar incluida en parafina 'y
fijada con un conservante tal como formalina, por ejemplo.

Los anticuerpos también se pueden utilizar para analisis de diagnostico in vivo. Generalmente, la variante de
anticuerpo esta marcada con un radionucledtido (tal como 111In, 99Tc, 14C, 131I, 3H, 32p o 35S) de modo que el tumor
puede localizarse utilizando inmunoescintiografia. Por ejemplo, se puede utilizar un anticuerpo anti-IgE de alta
afinidad para detectar la cantidad de IgE presente en, por ejemplo, los pulmones de un paciente asmatico.

El anticuerpo de la presente invencién se puede proporcionar en un kit, es decir, una combinaciéon de reactivos
envasada en cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar el analisis de diagndstico. Cuando la
variante de anticuerpo esta marcada con una enzima, el kit puede incluir sustratos y cofactores requeridos por la
enzima (p. €j., un precursor de sustrato que proporciona el croméforo o fluoréforo detectables). Ademas, se pueden
incluir otros aditivos, tales como estabilizadores, tampones (p. e€j., un tampén de bloqueo o tampdn de lisis) y
similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos pueden variar ampliamente para proporcionar
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concentraciones en solucién de los reactivos que optimicen sustancialmente la sensibilidad del analisis.
Concretamente, los reactivos se pueden proporcionar en forma de polvos secos, generalmente liofilizados,
incluyendo excipientes que en disolucidon proporcionaran una solucion de reactivo que tenga la concentracion
apropiada.

Usos in vivo para el anticuerpo

Se contempla que los anticuerpos de la presente invencion se puedan utilizar para tratar un mamifero. El anticuerpo
se puede administrar a un mamifero no humano con el fin de obtener datos preclinicos, por ejemplo. Los mamiferos
no humanos ilustrativos que se van a tratar incluyen primates no humanos, perros, gatos, roedores y otros
mamiferos en los que se realizan estudios preclinicos. Tales mamiferos pueden ser modelos animales establecidos
para una enfermedad que se va a tratar con el anticuerpo o se pueden utilizar para estudiar la toxicidad del
anticuerpo de interés. En cada una de estas realizaciones, se pueden realizar estudios de las escalas de dosis en el
mamifero.

El anticuerpo o polipéptido se administran mediante cualquier medio adecuado, incluyendo administracion
parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea para el tratamiento
inmunosupresor local, intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administraciéon intramuscular,
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. Ademas, la variante de anticuerpo se administra de forma
adecuada mediante infusidon de pulsos, concretamente con dosis decrecientes de la variante de anticuerpo.
Preferiblemente, la dosificacion se administrar mediante inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas
o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada del anticuerpo o polipéptido dependera
del tipo de enfermedad que se vaya a tratar, de la gravedad y curso de la enfermedad, de si la variante de anticuerpo
se administra con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia previa, del historial clinico del paciente y de la
respuesta al anticuerpo, y de la discrecion del médico a cargo.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 0,1 mg/kg a 150 mg/kg (p. €j., 0,1-20
mg/kg) de anticuerpo es una dosis candidata inicial para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante
una o mas administraciones separadas, ya sea mediante infusién continua. Una dosificacion diaria tipica podria
oscilar de aproximadamente 1 mg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente.
Para las administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se
mantiene hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden ser
utiles otros regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente mediante técnicas y
analisis convencionales. Un régimen de dosificacion ilustrativo se describe en el documento WO 94/04188 .

Las composiciones de anticuerpos se pueden formular, dosificar y administrar de una manera coherente con la
buena practica médica. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno concreto que se esté
tratando, el mamifero concreto que se esté tratando, la afeccién clinica del paciente individual, la causa del trastorno,
el sitio de suministro del agente, el método de administracion, el programa de administracion, y otros factores
conocidos por los médicos. La "cantidad terapéuticamente eficaz" del anticuerpo que se va a administrar se regira
por tales consideraciones, y es la cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar, o tratar una enfermedad o
trastorno. El anticuerpo se formula opcionalmente, aunque no es necesario, con uno o mas agentes utilizados
actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la
cantidad de anticuerpo presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores comentados
mas arriba. Estos se utilizan generalmente a las mismas dosificaciones y con las rutas de administracién utilizadas
aqui anteriormente o aproximadamente de 1 a 99% de las dosificaciones empleadas hasta ahora.

Los anticuerpos de la presente invenciéon que reconocen el Factor D como su diana se pueden utilizar para tratar
trastornos mediados por el complemento. Estos trastornos estan asociados con la activacién del complemento
excesiva o incontrolada. Estos incluyen: activacion del complemento durante las operaciones de bypass
cardiopulmonar; la activacion del complemento por isquemia-reperfusion después de un infarto de miocardio agudo,
aneurisma, derrame cerebral, choque hemorragico, lesién por aplastamiento, fallo multiorganico, choque
hipobolémico e isquemia intestinal. Estos trastornos también pueden incluir enfermedades o afecciones tales como
afecciones inflamatorias, quemaduras graves, endotoxemia, choque séptico, sindrome de dificultad respiratoria en el
adulto, hemodialisis; choque anafilactico, asma grave, angioedema, enfermedad de Crohn, anemia de células
falciformes, glomerulonefritis postestreptocdcica y pancreatitis. El trastorno puede ser el resultado de una reaccion
adversa a un medicamento, alergia a medicamentos, sindrome de fuga vascular inducido por IL-2 o alergia media de
contraste radiografico. También incluye enfermedades autoinmunitarias tales como lupus eritematoso generalizado,
miastenia grave, artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer y esclerosis multiple. La activacién del complemento
también esta asociada con el rechazo de trasplantes. Recientemente ha habido una fuerte correlacién demostrada
entre la activacion del complemento y enfermedades oculares tales como la degeneracion macular relacionada con
la edad, retinopatia diabética.
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Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacion.
Ejemplo 1: Humanizaciéon de MAb murino para Factor D 166-32

Las secuencias de la regién de cadena pesada variable (V) y de la region variable de cadena ligera (V.) del mAb
166 a 32 murino se compararon con las secuencias de la linea germinal del anticuerpo humano disponibles en las
bases de datos publicas. Se utilizaron varios criterios a la hora de decidir sobre un molde como se describe en la
etapa 1 anterior, incluyendo la longitud total, la posiciéon de la CDR similar dentro del marco, la homologia general, el
tamafio de la CDR, etc. Todos estos criterios tomados en conjunto proporcionaron un resultado por elegir el molde
humana 6ptimo como se muestra en el alineamiento de secuencia entre las secuencias de cadena pesada y ligera
del MAb 166-32 y las respectivas secuencias del molde humano humanos representadas en las Figuras 3 y 4.

En este caso, se utilizd mas de un molde de marco humano para disefiar este anticuerpo. El molde humano elegido
para la cadena Vy fue una combinacién de VI-4.1b + (locus 7-04.1) (Nam. de acceso X62110) (familia VH7) y JH4d
(Véase la Figura 3). El molde humano seleccionado para la cadena V. fue una combinacién de DPK4 (familia VK 1)
combinado con JK2 (Véase la Figura 4).

Una vez que se hubo seleccionado el molde, se construyd una biblioteca de Fab mediante sintesis de ADN y PCR
solapante. La biblioteca estaba compuesta de las CDR del MAb 166-32 sintetizado sintetizadas con los respectivos
moldes humanos seleccionados. Los nucledtidos solapantes que codificaban las secuencias V4 y V. parciales se
sintetizaron en el intervalo de aproximadamente 63 a aproximadamente 76 nucleétidos con solapamientos de 18 a
21 nucledtidos. Los vectores que expresaban una biblioteca de Fab humanizados contra el antigeno Factor D se
construyeron, y se transformaron en E. coli DH10B, a continuacion se cultivaron en placa sobre césped bacteriano
XL-1B.

La calidad de la biblioteca se evalué para determinar el tamafio (el nimero de clones independientes) y la diversidad
(la distribucién de las mutaciones). Los clones individuales con doble insercién de cadena tanto ligera como pesada
fueron aproximadamente 14 de los 20 secuenciados. Las mutaciones por titubeo "wobble" del marco se distribuyeron
uniformemente.

La amplificacion mediante PCR del gen V. y Vy se realizé utilizando un cebador directo biotinilado que contenia la
secuencia especifica para la region marco FR1 y una secuencia saliente hibridada con el extremo de la secuencia
lider (gen Ill) y un cebador inverso de la regién constante conservada (Ck o CH1) en condiciones de PCR
convencionales. El producto de la PCR se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa, o por medio de un kit
comercial de purificacion de PCR para eliminar los cebadores biotinilados no incorporados y una PCR no especifica.

Ejemplo 2: Escrutinio de la Biblioteca

Se utilizé Capture Filter Lift para el escrutinio primario. El tamafio del escrutinio real es mas de 3 veces mas grande
que el tamafio de la biblioteca tedrica. Los candidatos se escrutaron adicionalmente mediante analisis ELISA de un
solo punto. Los mejores aglutinantes se confirmaron adicionalmente mediante titulacion directa del antigeno
utilizando Factor D basado en la concentracion de Fab.

Escrutinio Levantamiento por Captura "Capture Lift"

Se utilizé Capture Filter Lift Assay para el escrutinio primario para determinar la union de Fab al Factor D. Se cultivd
un alto titulo de fagos y se incubd a 37°C hasta su uso (aproximadamente 6-8 horas). Se diluy6 anti-kappa humana
de cabra hasta 10 yg/ml en 10 ml de PBST; Los filtros de nitrocelulosa para levantar las placas se prepararon de
acuerdo con los procedimientos de levantamiento de placas convencionales y a continuacion se sumergieron en 10
ml de tampdn de bloqueo durante 2 hrs en un agitador. Los filtros se enjuagaron 3 veces con PBST. Los filtros se
aplicaron a un césped de placa y se incubaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 15-24 horas. Los
filtros se retiraron a continuacion de las placas y se lavaron con TBST 3x.

El Factor D (50 pg/ml) se diluyé en PBST a 0,1 yg/ml y se afiadieron 4 ml por filtro. Los filtros se incubaron en la
disolucion durante 2 horas en un agitador a temperatura ambiente seguido de enjuagado 3x, 5 minutos cada vez. Se
afiadié 166-222-HRP diluido (1:10.000 con PBST) a un volumen de 4 ml por filtro y los filtros se incubaron durante 1
hr en un agitador. Los filtros se enjuagaron 4x. Los filtros se secaron y a continuacidon se sumergieron en sustrato
TMB seguido de inmersion en agua para detener la reaccion. Se identificaron los clones positivos.

Ejemplo 3: Escrutinio ELISA de un solo punto

Se utilizé un analisis ELISA de un solo punto para el escrutinio secundario. Placas Immulon |l se recubrieron con
anti-Fab humano de cabra (1:12.000, 50 pl/pocillo) durante la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, las
placas se lavaron 4x con un lavador de placas. Se afiadié tampdn de bloqueo a un volumen de 100 ul por pocillo y
las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron a continuacion 4x.

Cada Fab a escrutar se afadié a un volumen de 50 pl por pocillo (ya sea a partir de 15 ml de preparacion
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periplasmica o de sobrenadante) y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 4x seguido de la
adicion de 50 pl/pocillo de factor D biotinilado a 0,01 yg/ml. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente y a continuacion se lavaron 4x. Se afiadioé Estreptavidina-HRP (1:10.000 en PBST) y se incubd durante 1
hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 5x y a continuacién se revelaron mediante la adicion de sustrato
TMB a 50 pl/pocillo. Se afiadié tampén de parada a un volumen de 50 ul cuando estuvieron bien reveladas (10-45
min) y las placas se leyeron a 450 nm.

Ejemplo 4: Secuenciacion de los clones de anti-Factor D humanizados

Se secuenciaron dieciséis clones humanizados con buena afinidad de union por el factor D humano (véase la Tabla
1). Entre estos, la posicién 2 (100% humano) y 49 (100% de raton) en la cadena ligera, y la posicion 93 (100% de
ratén) en la cadena pesada estan altamente conservadas lo que indica que son importantes en el mantenimiento de
la capacidad de unién del anticuerpo.

Tabla 1. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de clones humanizados de la biblioteca de humanizacion

VK 2 4 13 43 49 64 69 VH 2 9 38 93 97
Ratoén T V M P S S A I P K T E
Humano I M A \Y Y G T \Y S R Vv A
7 I M M V S S T I P K \Y E
30 I V A V S S A V P K T E
45 I V M V S G A I S R \Y E
46 I V M V S S T I S R \Y E
47 I V A V S S T I S R \Y E
48 I V M V S S T V P R \Y E
50 I V M V S G A V P R T E
51 I M M \Y S G T I S K T E
56 I Vv A Vv S G T Vv P K T E
57 I M M \Y S S A \Y S R \Y E
58 I V M P S G A V P R \Y, E
59 I V A P S S T V P K \Y, E
60 I V M P S G T V P R \Y E
63 I V M \Y S S T V S R T E
74 I V M \Y S S T I S R \Y E

El Clon Num. 56 se evalué mediante analisis BlAcore y analisis de inhibicion hemolitica. El analisis BIAcore mostré
que el clon Num. 56 tiene una afinidad similar a Factor humano D como Fab 166-32 quimérico (véase la Tabla 4). El
analisis de inhibicion hemolitica mostré que el clon Num. 56 es algo mas potente que el Fab 166-32 quimérico
(véase la Figura 6). EI Clon Num. 56 contiene dos residuos murinos en el marco de cadena ligera y cuatro residuos
murinos en la cadena pesada (véase la Tabla 1). Basandose en estos resultados, se llevé a cabo una mayor
optimizacion.
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Tabla 2. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de anticuerpos optimizados de la biblioteca de
humanizacién/optimizacién de los CDR3

Posiciones VK 2 4 13 43 49 64 69 CDR-L3 | 92 93 97
166-32 T V M P S S A D N T
Molde Humano I M A \Y Y G T

104 I \Y M P S S T D N T
109 I \Y A \Y S G A M N T
111 I \Y A \Y S G T D S T
112 I \Y A \Y S G T D S T
114 I V A V S G T D C T
121 I V A V S S A D N T
125 I V A P S S T D N T
130 I \Y A \Y S S T D N S
Posiciones VH 2 9 38 93 97 CDR-H3 | 98 99 100
166-32 I P K T E \Y D N
Molde Humano \Y S R V A

104 \Y S R \Y E \Y D T
109 V S R \Y E \Y N N
111 V S R \Y E \Y N N
112 \Y S R \Y, E \Y N N
114 \Y S K \Y E \Y N N
121 I S R \Y E \Y N T
125 S R \Y E P D N
130 S R \Y E \Y, D H

Los clones Num. 111 y Num. 114 se caracterizaron mediante analisis BlIAcore (véase la Tabla 4). Los clones Num.
104, NUm. 111, Num. 114 y Num. 130 también se caracterizaron mediante analisis de inhibicion hemolitica (véase la
Figura 6). Estos clones tienen afinidades mas altas que 166-32 quimérico, y son mas potentes que Fab quimérico en
la inhibicion de la ruta alternativa, como se muestra mediante el analisis de inhibicion hemolitica (Figura 7). El clon
Num. 111 contiene los mismos dos residuos murinos en la cadena ligera (posicion 4 y 49) que el clon Num. 56.
También contiene el residuo murino conservado en la posicién 97 de la cadena pesada que se encuentra en el clon
Num. 56. Hay una mutacion beneficiosa en la CDRS3 tanto de cadena pesada como ligera en el clon Num. 111. De
dos bibliotecas independientes escrutadas (biblioteca de humanizacion y biblioteca de humanizacién/optimizacion de
las CDR3), los autores de la presente invencion encontraron que los mejores clones tenian residuos consenso
similares.

Para optimizar adicionalmente la afinidad del clon Num. 111, se construyd una biblioteca de anticuerpos mediante la
introduccion de mutaciones individuales en la CDR-H1 y la CDR-L2 simultaneamente. En resumen, se utilizé el
enfoque de mutagénesis dirigida al sitio para construir tales bibliotecas recociendo oligonucleétidos que codifican
mutaciones individuales con el molde del clon NUum. 111. Se secuenciaron un total de 24 clones con afinidad muy
alta por el Factor D humano. Entre los 24 clones, se identificaron varias mutaciones beneficiosas redundantes. Los
clones Num. 250, Nim. 315, Num. 345 y Nim. 416 se seleccionaron para el analisis BlAcore (véase la Tabla 4). Los
datos BlAcore mostraron que estos clones tenian mayor afinidad por el Factor D humano que el clon inicial Num.
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111. Los clones NUm. 250, Num. 315, Num. 348 y NUum. 416 también se sometieron a ensayo en el analisis de
inhibicién hemolitica (véase la Figura 6) y la inhibicion de la ruta alternativa (Figura 7).

Ejemplo 5: Analisis de hemdlisis AP

La funcion biolégica de los clones humanizados se determiné utilizando el ensayo de inhibicién hemolitica y analisis
BlAcore (Véase el Ejemplo 6 de mas abajo). El analisis hemolitico se realiz6 de acuerdo con el siguiente
procedimiento. Veinte pl de glébulos rojos de conejo (RRBC) diluidos 1:20 (0,5 ml + 9,5 mI tampén GVB/Mg-EGTA)
en 20 ml de solucion salina (NaCl al 0,9%) a una dilucion de aproximadamente 1:2x10 * se contaron mediante un
contador Coulter. La concentracion celular se ajustd a continuacion a aproximadamente 2-5 x10* células/ml. Cada
placa recibié aproximadamente 500x10° RRBC/placa o aproximadamente 1 ml de RRBC/placa (500x‘|06/2 5x10* )

Las células se diluyeron en 6 ml de tampéon GVB/Mg-EGTA/placa, se mezclaron y se lavaron 3 veces mediante
centrifugacion a 1360 rpm x 4 min a 4°C. El sedimento de RRBC se suspendié en 3 ml de tampén GVB/Mg-
EGTA/placa y se mantuvo sobre hielo.

El suero humano de un congelador a -80°C se descongel6 inmediatamente antes de su uso. El suero se diluy6 a una
concentraciéon de 20% de suero en tampon de GVB/Mg-EGTA, 5 mi/placa (al final es 10%) y se mantuvo sobre hielo.

Tabla 3

1 2 3 S SB
GVB/Mg-EGTA: s50ul 50 ul 50 pl 50 ul 50ul
mAb: Mezcla de 50 ul 50l > 50 pl 5 50 ul S
Suero Hu al 20%: soul 50 50 pl 50ul 50ul

Sacudir 30 seg. a 5-6°, después mantener a RT durante 7 min.

| RBC de conejo: 3oul 3oul 3oul 3oul

Las muestras se sacudieron durante 30 segundos a 5-6°C y a continuacion durante 40 minutos a 37°C. Las
muestras se enfriaron a 5-6°C mientras se sacudian y a continuacion se centrifugaron a 2.000 rpm x 3 min a 4°C.
Aproximadamente 80 ul de sobrenadante se transfirieron a una placa de 96 pocillos de fondo plano y se leyé el valor
de DO a 590 nm utilizando un lector de placas convencional. El porcentaje de inhibicion se calculé como sigue: % de
inhibicion = {[(S-SB) - (U-SB)J/(S-SB)} x 100%. (U = muestra 1, 2 o 3 (columnas 1, 2 o 3 de la Tabla 3,
respectivamente).

Ejemplo 6: Andlisis cinético de Fab anti-Factor D humano por medio de BiaCore

Inmovilizacién- el factor D humano (Advanced Research Inc, 0,1 mg/ml) se inmovilizé directamente sobre el chip
CM5 (Biacore) utilizando un método de acoplamiento con amina. El procedimiento se describe brevemente como
sigue: (1) El flujo constante (PBS) es a 5 pl/min. (2) Inyeccion de 35 pyl de EDC/NHS (1:1). (3) Inyeccion de 35 pul de
factor D humano en tampdn de acetato, pH 4,5. (4) Bloqueo del grupo activado mediante inyeccion de 35 pl de
etanolamina. (5) Limpieza de la superficie mediante 5 yl de Glicina 10 mM, pH 1,5. El nivel de inmovilizaciéon del
ligando (factor D humano) es de aproximadamente 1000 UR. La ronda de ensayo utilizando factor D humano a
(huDi, 40 pl, 31,5 g/ml) proporcion6 una respuesta relativa alrededor de 900 UR.

Anédlisis cinético- Todos los Fab anti-factor D humano se diluyeron en tampén PBS. Cada muestra se preparé en una
serie de concentraciones: 12,5 nM, 25 nM, 50 nM, 75 nM, 100 nM, 125 nM, y 150 nM, con pulsos de inyeccion de 40
pl a alta tasa de adquisicion. La regeneracion se completo aplicando pulsos de 5 pl de glicina 10 mM a pH 1,5. Los
parametros cinéticos se obtuvieron ajustando las trazas de unién de los Fab a un modelo de unién 1:1 a una cinética
de seudo-primer orden utilizando BlAvaluation version 3.0. Los resultados se presentan en la Tabla 4 de mas abajo.
Todo los datos se obtienen mediante la rutina de ajuste global.
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Tabla 4 Resultados de BlAcore

Clon de Fab ka (M-1s-1) kd (s-1) Kd (M)

Fab 315 anti-factor D 7,1x10° 2,7x10™ 3,7x10™"°
Fab 416 anti-factor D 8,2x10° 1,8x10™ 3,3x10™"°
Fab 345 anti-factor D 6,8x10° 3,6x10™ 5,1x10™"°
Fab 250 anti-factor D 5,7x10° 1,9x10™ 3,3x10™"°
Fab 56 anti-factor D 3,6x10° 9,8x10™* 2,1x10°
Quimérico 4,4x10° 1,2x107 2,7x10°
Fab 111 anti-factor D 3,3x10° 3,7x10™ 1,14x10°

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar utilizando solamente la experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas descritas en la presente memoria.
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<400> 1

GIn
1

Thr
Gly

Gly

Leu
Glu

val

Ile

val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg
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<210> 2

<211> 107

GIn

Lys

Asn

35
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Arg

Ile

Glu

ser
115

<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE MAB 166-32

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

val GlIn
5
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Thr Tyﬁ
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85

Gly val

ser

Lys

Gln

Thr

55

ser

Lys

Asp

Gly

Ala

Ala

40
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Asn
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Pro

Glu

Glu

Glu

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90
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Leu
Tyr
Lys
Thr
ser
75

Met

Gln

Lys
Thr
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Tyr
60

Ala
Ala

Gly

25

Lys

Phe

Leu

45

Ala
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Thr

Thr
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Thr
30
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95

Leu
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Met
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<400> 2
Glu Thr Thr val Thr GIn Sser Pro Ala Ser Leu Ser Met Ala Ile Gly
1 S 10 15 .
Glu Lys val Thr Ile Arg Cys Ile Thr Ser Thr Asp Ile Asp Asp Asp
20 25 30
Met Ash Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Glu Pro Pro Lgs Leu Leu Ile
ST 3% 40 4
Ser Gly Gly Asn Thr Leu Arg Pro Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Ser
50 ‘ S5 60
ser Gly Tyr Gly Ala Asp Phe val Phe Thr Ile Asp Asn Met Leu Ser
65 70 75 80
Glu Asp val Ala Asp Tyr Tyr Cys Leu GIn Ser Asp Asn Leu Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 3
<211> 345
<212> DNA
<213> ARTIFICIAL
<220>
<223> DOMINIO DE CADENA PESADA VARIABLE DE MAB 166-32
<400> 3
cagatccagt tggtgcagtc tggacctgag ctgaagaagc ctggagagac agtcaagatc
tcctgcaagg cttctgggta taccttcaca aactatggaa tgaactgggt gaagcagget
ccaggaaagg gtttaaagtg gatgggctgg ataaacacct acactggaga gacaacatat
gctgatgact tcaagggacg gtttgtcttc tctttggaaa cctctgccag cactgectat
ttggagatca acaacctcaa aaatgaggac atggctacat atttctgtga aagagagggg
ggggttgaca actggggcca aggcaccact ctcacagtct cctca
<210>4
<211> 321
<212> DNA
<213> ARTIFICIAL
<220>
<223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE MAB 166-32
<400> 4
gaaacaactg tgacccagtc tcctgcatcc ctgtccatgg ctataggaga aaaagtcacc
atcagatgca taaccagcac tgatattgat gatgatatga actggtacca gcagaagcca
ggggaacctc ctaagctcct tatttcagga ggcaatactc ttcgtcctgg agtcccatce
cgattctcca gcagtggcta tggtgcagat tttgttttta caattgacaa catgctctca
gaagatgttg cagattacta ctgtttgcaa agtgataact tgccgtacac gttcggaggg
gggaccaggc tggaaataaa a
<210>5

26

60
120
180
240
300
345

60
120
180
240
300
321



ES 2 525477 T3

<211> 207
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL
<220>
5 <223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #56

<400> 5

ﬁsp Ile GIn val Ehr GIn Ser Pro Ser ggr Leu Ser Ala Ser Xg] Arg

Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys Ile zgr ser Thr Asp Ile Agp Asp Asp
3

Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

ser Gly Gly Asn Thr Leu Arg Pro Gly val Pro Ser Arg phe ser Gly
: S0 SS 60

Ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala ggr Tyr Tyr Cys Leu gAn ser Asp Asn Leu ggo Tyr

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
] 100 105 . )
0

<210>6
<211> 115
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL
15
<220>
<223> DOMINIO DE CADENA PESADA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #56

<400> 6

20
GIn val Gln Leu val GIn Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 S 10 , 15

ser val Lys ¥81 ser Cys Lys Ala ggr Gly. Tyr Thr phe ggr Asn Tyr

Gly Met Asn Trp val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Egp Ile Asn Thr Tyr ;gr Gly Glu Thr Thr ggr'A1a Asp Asp Phe

Lys Gly Arg Phe val phe Ser Leu Asp Thr Ser val Ser Thr Ala Tyr

70 75 80

Leu GIn Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu ggp Thr Ala Thr Tyr ;gr Cys

Glu Arg Glu Gly Gly val Asp Asn Trp Gly Gin Gly Thr Leu val Thr
100 105 110

val ser ser
115

25 <210>7
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<212> PRT
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<220>
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<223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #111

<400> 7

Asp Ile
1

Asp Arg
Met Asn
ser Gly

50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr ﬁhe

<210> 8

Gln

val

Trp

35

Gly

Ser

val

Gly

<211> 115
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>

val

Thr

20

Tyr

AsSnh

Gly

Ala

GlIn
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

TYyr

Thr

ser

Cys

Lys

Arg

55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Ile
Pro
40

Pro
Thr

cys

Leu

ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser Leu ser
10

Ser Thr Asp
Lys val Pro
val pPro Ser

60

Thr Ile Ser
75

Gln Ser Asp
90

Ile Lys

Ala

Ile

Arg

ser

ser

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val Gly
15

Asp Asp
Leu Ile
ser Gly
GIn Pro

80

Pro Tyr
95

<223> DOMINIO DE CADENA PESADA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO # 111

<400> 8

Gln val
1

ser val
Gly Met
Gly Trp

50

Lys Gly
Leu GIn

Glu Arg

val ser

GlIn

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Glu

Ser
115

Leu
val
20

Trp
Asn
Phe

Ser

Gly

val
S

ser
val
Thr
val
Ser

85

Gly

GIn

cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

val

ser

Lys

Gln

Thr

55

ser

Lys

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Asn

Pro

Ser.

Pro

Glu

Asp

Glu

Glu Leu Lys

10

Gly Tyr Thr

Gly GIn Gly

Thr Thr Tyr
60

Thr ser val

75
Asp Thr Ala
90

Gly GIn Gly

28

Lys
Phe
Leu
45

Ala
ser

v§1

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

TYyr

Leu
110

Gly Ala

15

Asn Tyr

Trp Met

Asp Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys

val Thr
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<210>9

<211> 107

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #250

<400> 9

Asp Ile GIn val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ggr ITe Thr Cys Ile ;gr Ser Thr Asp Ile égp AsSp Asp

Met Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys val Pro Lgs Leu Leu Ile
35 40 4

ser ggs Gly Asn Thr Leu égg Pro Gly val Pro Zgr Arg Phe ser Gly

ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 ‘ 75 80

Glu Asp val Ala ;gr Tyr Tyr Cys Leu ggn Ser Asp Ser Leu g;o Tyr

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 10

<211> 115

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> DOMINIO DE CADENA PESADA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #250

<400> 10
Gin val GIn Leu val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 S 10 15

ser val Lys val ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr phe ;gr Asn Tyr
20

Gly Leu Asn Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

Lys Gly Arg phe val Phe Ser Leu Asp Thr Ser val Ser Thr A1a Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Ile Ser gsr Leu Lys Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr ggr Cys

Glu Arg Glu Gly Gly val Asn Asn Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr
100 . 105 110

val Ser Ser
115
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<210> 11

<211> 107

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> DOMINIO DE CADENA LIGERA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #416

<400> 11

Asp Ile Gln val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ile Thr Ser Thr Asp Ile Asp Asp Asp
20 . 25 30
Met Asn Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys val Pro Lgs Leu Leu Ile
35 : 40 4

Ser Asp Gly Asn Thr Leu Arg Pro Gly val Pro Ser Arg Phe ser Gly

50 55 ' 60

ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 ‘ 75 80

Glu Asp val Ala Tgr Tyr Tyr Cys Leu ggn ser Asp Ser Leu Pro Tyr
8 : 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 .

<210> 12

<211> 115

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> DOMINIO DE CADENA PESADA VARIABLE DE CLON HUMANIZADO #416

<400> 12
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Gly
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val

val

Met
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50

Gly

Gin

Arg

ser

<210> 13
<211>10
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H1 DE MAB 166-32

<400> 13

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Glu

ser
115

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

ser

Gly

val
5
ser

val

Thr

‘val

Gly

ser

Gln

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

val

ser

Lys

Gln

Gly

Ala

Ala

© 40

Thr

55

ser

Lys

Asn

Gly

Leu

Ala

Asn
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Pro

f.’I"O

Glu

Asp

Glu

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
ASD
90

Gly

Gly Tyr Thr pPhe Thr Asn Tyr Gly Met Asn
1 5 10

<210> 14
<211>19
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H2 DE MAB 166-32

<400> 14

Leu

TYyr

Gln

Thr

ser

75

Thr

Gln

Lys

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

TYyr

Leu
110

Gly

15

ser

Trp

Asp

Ala

Tyr

val

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Ccys

Thr

»{rp Met Gly Trp §1e Asn Thr Tyr Thr ggy Glu Thr Thr Tyr ?ga Asp

Asp Phe Lys

<210>15
<211>6

<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H3 DE MAB 166-32

<400> 15

iﬂu Gly Gly val ésp Asn
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<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L1 DE MAB 166-32

<400> 16

§1e Thr ser Thr /5\sp Ile Asp Asp Asp Tgt Asn

<210>17

<211>7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L2 DE MAB 166-32

<400> 17

?W Gly Asn Thr lgeu Arg Pro

<210>18

<211>9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L3 DE MAB 166-32

<400> 18

lieu GIn Ser Asp ésn Leu Pro Tyr Thr

<210>19

<211>9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L3 DE CLON HUMANIZADO #111

<400> 19

ieu Gln Ser Asp ger Leu Pro Tyr Thr

<210> 20

<211>6

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H3 DE CLON HUMANIZADO #111

<400> 20

g'lu Gly Gly val g\sn Ash
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<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L2 DE CLON HUMANIZADO #250

<400> 21

T’s Gly Asn Thr lgeu Arg Pro
<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L3 DE CLON HUMANIZADO #250

<400> 22

lieu GIln Ser Asp éer Leu Pro Tyr Thr

<210> 23
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H1 DE CLON HUMANIZADO #250

<400> 23

Gly Tyr Thr Phe ‘ls'hr Asn Tyr Gly Leu i\(s)n
1

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-L2 DE CLON HUMANIZADO #416

<400> 24

?sp Gly Asn Thr geu Arg Pro

<210> 25
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDR-H1 DE CLON HUMANIZADO #416

<400> 25

Gly Tyr Thr phe Thr Ser Tyr Gly Met Asn
1 y S Y y 10

<210> 26
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<211> 107
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> PRODUCTO COMPUESTO DE CADENAS LIGERAS VARIABLES DE CLONES HUMANIZADOS

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (43)..(43)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (49)..(49)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (64)..(64)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (69)..(69)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 26

Asp ITe GIn xXaa Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1

Asp Arg val '{Br Ile Thr Cys Ile Thr Ser Thr Asp

25

Met Ash Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Lys Xaa Pro

35 , 40

Xaa Asp Gly Asn Thr Leu Arg Pro Gly val Pro Ser

50 55 60

ser Gly Ser Gly Xaa Asp Phe Thr teu Thr Ile Ser

65 70 75
Glu Asp val Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Ser Asp
85 90 .
Thr phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 27
<211> 115
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

34

Xaa

Ile

Lys

Arg

ser

Ser

ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Asp

Leu

ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Xaa

Pro
80

Tyr
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<220>

<223> PRODUCTO COMPUESTO DE CADENAS PESADAS VARIABLES DE CLONES HUMANIZADOS

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (38)..(38)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (93)..(93)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (97)..(97)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 27

GIn Xaa GIn Leu \Sla'l GIn ser Gly Xaa g;l)u Leu LyS
1

Sser val Lys val Ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr
20

Gly Met ggn Trp val Xaa Gln 23a Pro Gly GIn Gly

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Thr Tyr
50 55 60

L)SIS Gly Arg phe val Phe Ser teu Asp Thr ger val

Leu Gln Ile Ser ggr Leu Lys Ala G'Iu‘g(s)p Thr Ala

Xaa Arg Glu Gly Gly val Asn Asn Igg Gly GlIn Gly

val ser Ser
118

<210> 28

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 28

35

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Xaa

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu
110

2
ser
Trp
Asp
Ala

Tyr

val

Ala

Tyr

Met

Phe

TYr

Cys

Thr
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GIn val GIn Leu val Gln Ser
1 5
Ser val Lys \2/81 Ser Cys Lys

Arg Gln g}a Pro Gly Gln Gly

Thr Ala Asp Thr ser Thr ser
50 - SS

Arg ser Glu Asp Thr Ala val
65 70

Thr Leu val Thr X§1 ser ser

<210> 29

<211> 81

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 29

Gln val Gln Leu \5/a1 Gln Ser
1

Ser val Lys \2/31 ser Cys Lys

GIn Gly lggu Glu Trp Met Arg

ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu
S0 55

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp

65 70

Ser

<210> 30

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 30

Gly
Ala
Leu
40

Thr

Tyr

Gly
Ala
val
40

ser

Gly

ES 2 525477 T3

Ala
ser
25

Glu

Ala

Tyr

Ala
ser
25

Thr

Ser

Gln

Glu
10

Gly
Trp

Tyr

Cys

Glu
10

Trp
Ile

Leu

Gly

val

Tyr

Met

Met

Ala
75

val

val

Thr

Arg

Thr
75

Lys

Thr

Gly

Glu

60

Arg

Lys

Arg

Ala

ser

60

Leu

36

Lys

Phe

Arg

45

Leu

Trp

Lys

Gln

Asp

45

Glu

val

Pro Gly
15

Thr Trp

30

val Thr

Ser Ser.

Gly G1n

Pro Gly
15

Ala Pro

30

Thr ser

Asp Thr

Thr val

Ala

val

Ile

Leu

Gly
80

Ala

Gly

Thr

Ala

Ser
80
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Gln val GIln Leu ga1 Gln Ser
1 .

ser val Lys \2/81 Ser Cys Lys
GIn Gly ggu Glu Trp Met Arg

ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu
50 55

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly
65 ' 70

<210> 31
<211>79

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 31

GIn val GIln Leu ga1 GIn ser

1

Ser val Lys gg] Ser Cys Lys

Gln Gly Leu Glu Trp Met Arg
35

ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu
50 55

val Tyr Tyr Cys Trp Gly Gin
65 70

<210> 32

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 32

Gly
Ala
val
40

Ser

Glin

Gly
Ala
val
40

Ser

Gly

ES 2 525477 T3

Ala
ser
25

Thr

ser

Gly

Ala

ser

Thr

Ser

Thr

Glu
10

Trp

Ile

Leu

Thr

Glu

10

Trp

Ile

Leu

Leu

val

val

Thr

Arg

Leu
75

val

val

Thr

Arg

val
75

Lys

Arg

Ala

ser

60

val

Lys

Arg

Ala

Ser

60

Thr

37

Lys Pro Gly Ala
15
Gln Ala Pro Gly
30
Asp Thr Ser Thr
45
Glu Asp Thr Ala

Thr val ser ser
80

Lys Pro Gly Ala
15
Gln Ala Pro Gly
30
Asp Thr ser Thr
45
Glu Asp Thr Ala

val Ser Ser
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20

GIn val Gln Leu g'ln Glu Ser Gly

Thr Leu Ser sgu Thr Cys Thr val

Gln Pro Gly Gly Leu

40

Pro

Arg
35

Lys

val Thr ser

50

Asn
55

Ser Asp Lys GIn

Thr ATa Ala Asp Thr Ala val

. Tyr
65 70

Thr Leu val Thr X§1 ser ser

<210> 33

<211> 81

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 33

(J::1n val GIn Leu g]n Glu Ser

Thr Leu Ser sgu Thr cys Thr

Lys Gly %gu Glu Trp Ile Arg

40

Ser Leu Leu

Lys
55

Asn Gln Phe
S0

cys Ala Arg

70

val Tyr Tyr Trp
65

ser

<210> 34

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 34

Gly

val

val

Ser

Gly

ES 2 525477 T3

Pro

Ser

Glu

Phe

Tyr

Pro

ser

25

Thr

Ser

GIn

Gly
10

Gly

Trp

Ser

Cys

Gly Leu
10

Trp Ile
Ile ser
val Thr

Gly Thr
75

Leu

Gly

Ile

Leu

Ala
75

ser Gln
15

val Lys Pro

Ser val ser Trp Ile
30

Gly Arg val Thr Ile
45

teu Ser Ser val

Trp Gly G1n Gly
80

val Lys Pro Ser Gln
15

Arg Gln Pro Pro Gly
30

val Asp Thr ser Lys
45

Ala Asp Thr Ala
60

Leu val Thr val Ser
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?nvﬂ anml?nGhl%r

Thr Leu ser lz.Su Thr Cys Thr
Lys Gly ggu Glu Trp Ile Arg-
Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu
. 50 S5

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly
65 70

<210> 35
<211>79

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 35

g]n val GIn Leu g]n Glu ser

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr

20

Lys Gly ggu Glu Trp Ile Arg
Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu
50 55

val Tyr Tyr Cys Trp Gly Gln
65 70

<210> 36

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 36

ES 2 525477 T3

Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser GlIn
_ 10 15

val ser Trp Ile Arg Gln ;50 Pro Gly

val Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys
40 | 45

ser ser val Thr 22’:1 Ala Asp Thr Ala

Gln Gly Thr Leu val Thr val ser Ser
75 80

Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
10 ' 15

val ser Trp I1é Arg GIn Pro Pro Gly

25 30

val Thr Ile ser val Asp Thr Ser Lys
40 45

ser Ser val Thr gga Ala Asp Thr Ala

Gly Thr Leu ¥g1 Thr val Ser Ser
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Glu val Gln Leu val Glu ser
1 5
Sser Leu Arg Egu Ser Cys Ala

Arg GlIn /?:;I;a Pro Gly Lys Gly

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
50 55

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
65 70

Thr Leu val Thr gg] ser ser

<210> 37

<211> 81

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 37

g1u val Gln Leu gal Glu Ser
Sser Leu Arg Egu Ser Cys Ala

Lys Gly l3.<sau Glu Trp val Arg

Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met

50 55
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp
65 - 70

ser

<210> 38

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 38

Gly
Ala
Leu
40

Thr

Tyr

Gly

Ala

Phe
40

Asn

Gly

ES 2 525477 T3

Gly’

Ser

Glu

Leu

Tyr

Gly

ser
25

Thr

Ser

Gln

Gly
10

Gly

Trp

Tyr

Cys

Gly
10

Trp

Ile

Leu

Gly

Leu
Phe
val
Leu

Ala
75

Leu
val

ser

Arg

Thr
75

val

Thr

ser

Glin

60

Arg

val

Arg

Arg

Ala
60

Leu

40

Gln

Phe

Arg

45

Met

Trp

Gln

Gln

Asp
45

Glu

val

Pro
Ser
30

Phe

Asn

Gly

Pro

Ala
30

AsSn

Asp

Thr

Gl

15y
Trp
Thr

Ser

Gln

Gly
15
Pro

ser

Thr

Val

Gly
val
Ile
teu

Gly
80

Gly
Gly

Lys

Ala

ser
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Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly
20 25 30
Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
35 40 45p Y

Asn Thr Léu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
50 55 60

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly G1n Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
65 4 70 75 80

<210> 39
<211>79

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 39

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly
20 ' 25 30
Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
35 40 . 45

Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
50 . S5 60

val Tyr Tyr Cys Trp 9gy Gln Gly Thr Leu ¥g1 Thr val Ser Ser

65

<210> 40

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 40

41
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Glu val Gln tLeu \5/31 Glu Ser
1 .

Ser Leu Arg sgu Ser Cys Ala

Arg GIn gga Pro Gly Lys Gly

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn
50 SS

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
65 70

Thr Leu val Thr §§1 ser Sser

<210> 41

<211> 81

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 41

Glu val Gl1n Leu ga1 Glu ser
1

Ser Leu Arg Egu ser Cys Ala
Lys Gly ggu Glu Trp val Arg

Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met
S0 55

val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp
65 70

ser

<210> 42

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 42

Gly
Ala
Leu
40

Thr

Tyr

Gly
Ala
Phe
40

Asn

Gly

ES 2 525477 T3

Gly
Ser
25

Glu

Ala

Tyr

Gly

ser

Thr

Ser

Gln

Gly Leu
10y

Gly Phe
Trp val

Tyr Leu

Cys ser
75

Gly Leu
10

Trp val
Ile ser

Leu Arg

Gly Thr
75

val

Asn

ser

Gln

60

Arg

val

Arg

Ala

Ala

60

Leu

42

Gln

Ile

Arg

45

Met

Trp

Gln

GlIn

Asp

45

Glu

val

Pro

Lys

Phe

Asn

Gly

Pro
Ala
30

Thr

Asp

Thr

Gly
15

Trp
Thr

Ser

Gln

Gly
15

Pro
ser

Thr

val

Gly

val

Ile

Leu

Gly
80

Gly

Gly

Lys

Ala

Ser
80
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Glu val GIn Leu val Glu Ser

1 5

Ser Leu Arg sgu Ser Cys Ala

Lys Gly ;gu Glu Trp val Arg

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met
50 S5

val Tyr Tyr Cys Ser Trp Gly
65 70

<210> 43

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 43

gm val Gln Leu val Glu ser

Ser Leu Arg ESU Ser Cys Ala
Arg Gln gﬂsa Pro Gly Lys Gly

Ser Ala Asp Thr ser Lys Asn
50 55

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
65 70

Thr Leu val Thr X§1 ser Ser

<210> 44
<211> 81

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 44

Gly Gly Gly
10
Ala Ser Trp
25

pPhe Thr 1le

40

Asn

Gln

Gly
Ala
Leu
40

Thr

Tyr

ES 2 525477 T3

Ser Leu

Gly Thr

Gly Gly
10

ser-Gly

25

Glu Trp

Ala Tyr

Tyr Cys

Leu val GlIn
val Arg Gln
Sgr Ala Asp
Arg 28a Glu

Leu val Thr
75

Leu val Gln

Phe Asn Ile

val Ser Arg

45

Leu Gln Met
60

Ala Arg Trp
75

43

Pro Gly Gly
1S

Ala pPro Gly

30

Thr ser Lys

Asp Thr Ala

val ser Ser
80

Pro Gly Gly
15

Lys Trp val

30

Phe Thr Ile

Asn Ser Leu

Gly Gln Gly
80
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Glu val GIn Leu \sla'l Glu Ser
1 .

Ser Leu Arg kgu Ser Cys Ala

Lys.Gly lgtseu Glu Trp val Arg

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met
50 55

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp

65 70

-Sser

<210> 45

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 45

g]uya] GIn teu \51a1 Glu Ser
Ser Leu Arg lz.gu Ser Cys Ala
Lys Gly ;gu Glu Trp val Arg
Asn 'ggr Ala Tyr Leu GIn hslleszt

val Tyr Tyf‘ Cys Ala Trp Gly
65 70

<210> 46
<211>79

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 46

Gly
Ala
Phe
40

Asn

Gly

Gly
Ala
Phe
40

Asn

Gln

ES 2 525477 T3

Gly
Ser
25

Thr

ser

Gln

Gly
ser
25

Thr

ser

Gly

Gly
10

Trp
Ile

Leu

Gly

Gly
10

Trp
Ile

Leu

Thr

Leu

val

Ser

Arg

Thr
75

Leu

val

ser

Arg

Leu
75

val
Arg
Ala
Ala

60

Leu

val
Arg
Ala
Ala

60

val

44

GIn

Gln

Asp

45

Glu

val

Gln

Gln

Asp

45

Glu

Thr

Pro

Ala

30

Thr

Asp

Thr

Pro

Ala

30

Thr

Asp

val

Gly
15

Pro
Ser

Thr

val

Gly

Gly

Lys

Ala

ser

80

Gly
15

Pro
ser

Thr

Ser

Gly
G1y
Lys
Ala

Ser
80



10

15

20

25

Glu val GIn Leu val Glu Ser
1 S
ser Leu Arg Sgu ser Cys Ala

Lys Gly ;gu Glu Trp val Arg

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met
50 SS

val Tyr Tyr Cys Trp Gly GlIn

65 70

<210> 47

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 47

?sp ITe GIn Met ghr Gln ser
Asp Arg val ggr Ile Thr Cys
Pro Lys ggu Leu Ile Tyr Gly

ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
50 55

gge Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe

<210> 48

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 48

Gly
Ala
Phe
40

Asn

Gly

Pro
Trp
val
40

Thr

Gly

ES 2 525477 T3

Gly Gly Leu
10

ser Trp val

25

Thr Ile ser

Ser Leu Arg

Thr Leu val

Ser Ser Leu
10

Tyr Gln GIn

25

Pro Ser Arg

Ile ser Ser

Gln Gly Thr
75

val Gln Pro Gly Gly
15

Arg Gln Ala Pro Gly
30

Ala Asp Thr Ser Lys
45P y

Ala Glu Asp Thr Ala
60

Thr val ser Ser

Ser Ala Ser
Lys Pro GTy
30
Phe ser Gly
45
Leu GIn Pro
60

Lys val Glu

val Gly
15

Lys Ala
Ser Gly
Glu Asp

Ile Lys
80

ésp 1le val Met Ehr Gln Ser Pro Leu ggr Leu Pro val Thr ;go Gly

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
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20

25

30

20

Pro Gln ggu Leu Ile Tyr Gly
ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
50 SS

val Gly val Tyr Tyr Cys Phe
65 Y 70

<210> 49

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 49

g]b Ile val Leu Ehr GIn ser
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
Pro Arg ggu Leu Ile Tyr Gly
ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

50 55

Phe Ala val Tyr fyr Cys Phe
65 <L 70

<210> 50

<211> 80

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 50

?Sp ITle val Met ghr Gln Ser
Glu Arg Ala ggr Ile Asn Cys
Pro Lys ;gu Leu Ile Tyr Gly

ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

50 55
val Ala val Tyr Tyr Cys Phe
65 70

<210> 51
<211> 31
<212> PRT

val
40
Lys

Gly

Pro
Trp
Ile
40

Thr

Gly

Pro
Trp

val
40

Thr

Gly

ES 2 525477 T3

25 30

Pro Asp Arg Phe igr Gly ser Gly
I1le ser Arg gg] Glu Ala Glu Asp

GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
75 80

Gly Thr Leu Ser teu Ser Pro Gly
10 1S

Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ala

25 300

Pro Asp Arg Phe igr_ely Ser Gly

Ile Ser Arg ggu Glu Pro Glu Asp

GIn Gly Thr Lys.Va1 Glu Ile Lys
75 80

Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
10 15

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro

25 30

Pro Asp Arg Phe igr Gly ser Gly

Ile Ser ser égu GIn Ala Glu Asp

Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
75 80
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<213> ARTIFICIAL
<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 51

Arg Phe val Phe Ser Leu Asp Thr Ser val Ser Thr Ala Tyr Leu GlIn
1 5 10 15

Ile Ser Ser_Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser
20 25 30

<210> 52

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 52

grg Phe val phe ger Leu Asp Thr Ser \1/81 Ser Thr Ala Tyr Leu Gln
, 15

Ile ser ser Iz.(e)u Lys Ala Glu Asp }'gr Ala val Tyr Tyr %{5 ser Arg

<210> 53
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 53

Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 5 : 10

<210> 54
<211>10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 54

phe Gly GIn Gly Thr Lys Xaa Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 55

<211> 87

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> La secuencia es sintetizada
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<400> 55

6In val GIn Leu val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 1S

ser val Lys \2/81 ser Cys Lys Ala gtsar Gly Tyr Thr Phe 13‘8r Trp val

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Arg Phe val pPhe
35 40 45

Ser Leu Asp Thr ser val gg_r Thr Ala Tyr Leu gJ)n Ile Ser Ser Leu
50

Lys Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Gln Gly
65 70 75 80

Thr ser teu Thr \ég'l ser ser

<210> 56
<211> 81
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 56

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
ser val Lys \Z/S'I Ser Cys Lys Ala ggzr Trp val Arg GlIn é;l)a Pro Gly

GIn Gly ligu Glu Trp Met Arg zge val Phe Ser Leu ﬁgp Thr ser val

ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala
50 55 60

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly GIn Gly Thr Ser Leu Thr val ser

65 70 ) 75 80

Ser

<210> 57
<211> 80
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> La secuencia es sintetizada

<400> 57
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15

GIn val
Ser val
Gln Gly

Ser Thr
50

val Tyr
65

<210> 58
<211>79

GlIn mugﬂ Gln Sser
Lys val Ser Cys Lys
20

Leu Glu Trp Met Arg
35

Ala Tyr Leu Gin Ile
55

Tyr Cys Ala Trp Gly
70

<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> La secuencia es sintetizada

<400> 58

GIn val
1
ser val

Gln Gly

ser Thr
S0

val Tyr
65

GIn Leu §a1 Gln Ser
Lys val ser Cys Lys
20

Leu G1d Trp Met Arg
35

Ala Tyr Leu GIn Ile
55

Tyr Cys Trp Gly Gln
‘ 70

Gly
Ala
Phe
40

ser

Gln

Gly
Ala
Phe
40

sSer

Gly

ES 2 525477 T3

ser
ser
val
ser

Gly

ser
Ser
25

val

ser

Thr

Glu

10

Trp

Phe

Leu

Thr

Glu

10

Trp

Phe

Leu

Ser

Leu

val

ser

Lys

Ser
75

Leu

val

Ser

Lys

Leu
75

Lys

Arg

Leu

Ala

60

Leu

Lys

Arg

Leu

Ala

60

Thr

49

Lys

GlIn

Asp

45

Glu

Thr

Lys

Gln
As
28"

Glu

val

Pro

Ala

30

Thr

Asp

val

Pro

Ala

30

Thr

Asp

Ser

Gly
15

Pro
ser

Thr

ser

Gly
15

Pro
ser

Thr

Ser

Ala

Gly

val

Ala

ser
80

Ala

Gly

val

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 525477 T3

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo ANTI-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo que comprende:

(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 5 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 6.

(ii) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 7 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 8;

(i)  un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 9 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 10; o

(iv)  un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 97% con el SEQ ID NO: 11 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 12.

2. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacién 1 que comprende
un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 5 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 6.

3. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1 que comprende
un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 7 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 8.

4. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1 que comprende
un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 9 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 10.

5. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1 que comprende
un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
97% con el SEQ ID NO: 11 y un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
con una identidad de al menos 97% con el SEQ ID NO: 12.

6. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3
que comprende el dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,
en donde el aminoacido de la posicion 104 del SEQ ID NO: 7 es una valina o una leucina.

7. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde la identidad de secuencia es de al menos 98%.

8. El anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde la identidad de secuencia es de al menos 99%.

9. Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo o un fragmento de uniéon al antigeno del mismo de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 9.
11. Una célula anfitriona que comprende el vector de la reivindicacion 10.

12. Una composicion que comprende el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8.

13. Una composicion que comprende el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento de trastornos mediados por el complemento,
en donde el trastorno es una enfermedad ocular tal como la degeneracién macular relacionada con la edad o la
retinopatia diabética.

14. Un método para la produccion de un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién a antigeno del mismo que
comprende:

(i) cultivar la célula anfitriona de la reivindicacion 11 en un medio; y

50
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(ii) purificar el anticuerpo o fragmento alli expresado.

15. Un anticuerpo anti-Factor D o un fragmento de unién a antigeno del mismo obtenido mediante el método de la
reivindicacion 14.
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FIGURA 1A

Secuencia de Aminoacidos de la Cadena Pesada Variahle del MAb Murino 166-32

QICLVOSGPELKKPGETVKISCKASGY TFTNYGMMWVKQAPGKGLEKWMGWINT
YTGETTYADDFKGRAVFSLETSASTAYLEINNLKNEDMATYFCEREGGYDNWG
QGTTLTVSS (SEQ 1D NO:- 1)

FIGURA 1B

Secuencia de Aminoacidos de la Cadena Ligera Variable del MAb Murino 166-32
ETTVTQSPASLESMAIGERVTIRCITSTDIDDDMNW Y QOKPGEFPELLISGGNTLR

PGVPSRFSSSGYGADFVFTIDNMLSEDVADYYCLQSDNLPYTFGGGTRLEIK
(SEQ 1D NO: 2)
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FIGURA 2A

Secuencia de Acido Nucleico Murino para la Regidn Variable de la Cadena Pesada del MAb 166-32
CAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGATA
GTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTCACAAACTATGGAATGA
ACTGGGTGAAGCAGGCTCCAGGAAMGGETT TAMMGTGGATGGGCTGGATAMA
ACACCTACACTGGAGAGACAACATATGCTGATGACTTCAAGGGACGGTTTGT
CTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGGAGATCAACAACCTCA
AAAATGAGGACATGGCTACATATTTCTGTGAAAGAGAGGGGGGGGTTGACAA
CTGGGGECCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 3)

FIGURA 2B

Secuencia de Acido Nucleico Murino para la Region Variable de la Cadena Ligera del MAb 166-32

GAAACAACTGTGACCCAGTCTCCTGCATCCCTGTCCATGECTATAGGAGAAAA
AGTCACCATCAGATGCATAACCAGCACTGATATTGATGATOATATGAACTGGT
ACCAGCAGAAGCCAGGGOAACCTOCCTAAGCTCCTTATTTCAGGAGGCAATACT
CTTCGTCCTGGAGTCCCATCCCGATTCTCCAGCAGTGGCTATGGETGCAGATTTT
GTTTTTACAATTGACAACATGCTCTCAGAAGATGTTGCAGATTACTACTGTITG
CAAAGTGATAACTTGOCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAGGCTGGAAATAA

AA (SEQIDNO: 4)
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FIGURA 5

Ham.56 VK
DIOVTQSPSSLE5ASVRDRVTITCilstdiddd mnWYQOKP GKVPKLLISganlmGYPERFSGEGSGETD
FTLTISSLOPEDVATYYClasdnipytF GG TKLEIK

Nim.56 vH

QVOLVQSGPELKKPGASVKVSCKASqfinygmnWVKQAPGQGLEwmgwintytgettyaddfkGRFVF
SLDOTSVSTAYLQISSLKAEDTATYY CEReqaudnWGEQGTLYVTVSS

Nim.111 VK
DIQVTQSPSELSASVGDRVTITC stdidddmnWYQQKPGKYPKLLISganiipGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDVATYY ClgsdslpFGRGTKLEIK

Him.111vVH
VOLVOSGPELKKPGASVENSCEASgftnyrmnWWROAPGOGL Ewmgwintoettyaddik GREVE
SLOTSVETAYLQISSLKAEDTAVYY CEReagvnnWEOGTLVTVSS

Niim.250 VK
DIQVTOSPSSLSASVGDRYTITCitstdidddmn\WYQOKPGKVPKLLIShgntip GVPSRFSGSGSGETD
FTLTISSLOPEDVATYYClgsdsipdFGOGTKLEIK

Nim.250 VH

QVOLVOSGPELKKPGASVKVSCKASgytmyginWWVROAPGOGLEwmgwintvigettvaddikGRFVFS
LDTSVSTAYLGISSLKAEDTAVYYCEReoqunnWGQETLVTVSS

Nim.416 VK

DOV TOSPSSLSASYEDRYTITC  sdidddmoW Y QOKPGRYPELLISdanilp GVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLOQPEDVATY Y ClgsdsipdFGRGTKLEIK

Miim.116 VH
QVALVOSGPELKKPGASVKVSCKASgytiisygmnWYROAPGQGLEwmgwintyigettyaddikGRFVF
SLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCEReqaynnWGQAGTLVTVSS
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