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DESCRIPCION
Polipéptido CRIg para la prevencion y el tratamiento de trastornos asociados al complemento.
Campo de la invencion

La presente invencion concierne a un receptor especifico de macréfagos recientemente descubierto, CRIg
(anteriormente denominado STIgMA), y a su uso en la prevencion y/o el tratamiento de afecciones oculares
asociadas al complemento, tales como la degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) y la
neovascularizacién coroidal (NVC).

Antecedentes de lainvencién

El sistema del complemento es una cascada compleja de enzimas constituido por una serie de glucoproteinas
séricas que normalmente existen en forma de proenzima inactiva. Tres rutas principales, la ruta clasica y la ruta
alternativa, que convergen al nivel de C3, pueden activar el complemento, donde dos convertasas de C3 similares
escinden C3 en C3a y C3b. También se ha descrito una ruta adicional, la ruta de la lectina de unién a manosa
(LUM).

Los componentes de la ruta clasica se identifican con una C y un numero (por ejemplo, C1, C3). Debido a la
secuencia en la que estos se identificaron, los cuatro primeros componentes estan numerados C1, C4, C2 y C3. Los
componentes de la ruta alternativa se indican con letras (por ejemplo B, P, D). Los fragmentos de escisién se
designan con una letra mindscula después de la designacion del componente (por ejemplo, C3a y C3b son
fragmentos de C3). El fragmento C3b inactivo se designa como iC3b. Las cadenas polipeptidicas de las proteinas
del complemento se designan con una letra griega después del componente (por ejemplo, C3a y C3p, las cadenas o
y B de C3). Las abreviaturas de los receptores de la membrana celular de C3 son CR1, CR2, CR3 y CRA4.

La ruta clasica del sistema del complemento es un efector principal de la rama humoral de la respuesta inmunitaria
humana. El desencadenante activador de la ruta clasica y de la ruta LUM (lectina de unidon a manosa) es el
anticuerpo de IgG o de IgM unido a antigenos o a lectinas en las células diana. La union del anticuerpo al antigeno
expone un sitio del anticuerpo que es un sitio de unién para el primer componente del complemento, C1. C1 se une
a las regiones expuestas de al menos dos anticuerpos unidos a antigeno, y como resultado, se activan sus
subunidades Cl1r y Cls. La subunidad Cls activada es responsable de la escision de los dos siguientes
componentes del complemento implicados, C4 y C2. C4 se escinde en dos fragmentos, de los cuales la molécula
mas grande de C4b, se une a la membrana diana cercana, mientras que la molécula pequefia de C4a se retira. Un
sitio expuesto en C4b depositado esta disponible para interaccionar con el siguiente componente del complemento,
C2. Inmediatamente como en la etapa anterior, C1s activado escinde la molécula de C2 en dos partes, de las cuales
permanece el fragmento C2a, mientras el fragmento mas pequefio C2b, se retira. C4b2a, también conocida como
convertasa C3, permanece unida a la membrana. Esta convertasa C3 convierte el siguiente componente del
complemento, C3 en su forma activa.

La activacion de la ruta alternativa del complemento comienza cuando C3b se une a la pared celular y a otros
componentes celulares de los patdgenos y/o a anticuerpos de IgG. Después, el factor B se combina con C3b unido a
la célula y forma C3bB. C3bB se separa después en Bb y Ba mediante el factor B, para la formacion de la
convertasa de C3 de la ruta alternativa, C3bBb. La properdina, una proteina sérica, se une después a C3bBb y
forma C3bBbP que actia como una convertasa de C3, que separa enzimaticamente moléculas de C3 en C3a y C3b.
En este punto, se activa la ruta alternativa del complemento. Parte de C3b se une a C3bBb para formar C3bBb3b,
que es capaz de separar moléculas de C5 en C5a y C5b.

La ruta alternativa es una ruta de autoamplificacion y es importante en la eliminacion y el reconocimiento de
bacterias y otros patdgenos en ausencia de anticuerpos. La ruta alternativa también puede amplificar la activacion
del complemento después de la activacion inicial del complemento mediante cualquiera de la ruta de la lectina y/o
clasica. La etapa limitante de la velocidad de activacion de la ruta alternativa en seres humanos es la accion
enzimatica del factor D en la escision del factor B para formar la convertasa de C3 de la ruta alternativa, C3bBb.
(Stahl et al., American Journal of Pathology 162: 449-455 (2003)). Existen pruebas contundentes sobre el papel de la
activacion y deposicion del complemento en la artritis inducida por adyuvante (AlA), y en la artritis inducida por
colageno (AIC) y en diversas otras enfermedades y afecciones.

Recientemente, el control defectuoso de la ruta alternativa se ha implicado en el desarrollo de enfermedades renales
y oculares, incluyendo el sindrome urémico hemolitico (SUH) y la DMRE (Zipfel et al., Mol. Immunol. 43: 97-106
(2006), disponible en linea en www.sciencedirect.com). Se ha descubierto que C3 es esencial para el desarrollo de
NVC en ratones (Bora et al., J. Immunol. 174(1): 491-7 (2005)).

También es muy conocido el papel del sistema del complemento en afecciones inflamatorias y dafio asociado a
tejidos, enfermedades inmunitarias y enfermedades asociadas al complemento.


http://www.sciencedirect.com/
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Se ha sugerido que la ruta alternativa juega un papel importante en la inflamacién (Mollnes et al., Trends in
Immunology 23: 61-64 (2002)), en el dafio tisular local y remoto después de isquemia y reperfusion (Stahl et al.,
anteriormente mencionado); sindrome de diestrés respiratorio del adulto (SDRA, Schein et al.; Chest 91: 850-854
(1987)); activacion del complemento durante la cirugia de derivacion cardiopulmonar (Fung et al, J Thorac
Cardiovasc Surg 122: 113-122 (2001)); dermatomiositis (Kissel, JT et al, NEJM 314: 329-334 (1986)); y pénfigo
(Honguchi et al. J Invest Dermatol 92: 588-592 (1989)). La ruta alternativa del complemento también se ha implicado
en enfermedades autoinmunitarias, tales como, por ejemplo, nefritis lUpica y glomerulonefritis y vasculitis resultante
(véase, por ejemplo, Watanabe et al., J. Immunol. 164: 786-794 (2000)); y artritis reumatoide, tal como artritis
reumatoide juvenil (Aggarwal et al., Rheumatology 29: 189-192 (2000); y Neumann E. et al, Arthritis Rheum. 4: 934-
45 (2002)).

El aumento local de la deposicion y activacion del complemento se correlaciona con la gravedad de la enfermedad
(Atkinson, J Clin Invest 112: 1639-1641 (2003)). Se han sometido a ensayo antagonistas del receptor de Cb5a, tales
como péptidos y moléculas organicas pequefias, para el tratamiento de la artritis (Woodruf et al., Arthritis &
Rheumatism 46(9): 2476-2485 (2002)), y diversas otras enfermedades inmunoinflamatorias (Short et al., Br J
Pharmacol 126: 551-554 (1999); Finch et al., J Med Chem 42: 1965-1074 (1999)); y compafiias, tales como Promics
(Australia), han llevado a cabo ensayos clinicos en seres humanos para ensayar la eficacia de antagonistas de C5a
en indicaciones similares. C5a también esta implicado en dermatomiositis y pénfigo (Kissel, JT et al, NEJM 314:329-
334 (1986)). Se ha mostrado que los anticuerpos monoclonales anti-C5a que reducen la disfuncion endotelial
coronaria inducida por derivacion cardiopulmonar y cardioplegia (Tofukuji et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 116:
1060-1069 (1998)), previenen la artritis inducida por coldgeno y mejoran la enfermedad establecida (Wang et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. A 92(19): 8955-8959 (1995)).

La opsonofagocitosis, el proceso de deposicion de fragmentos del complemento en la superficie de particulas y la
captacién posterior por células fagociticas, es crucial para la eliminacion de particulas circulantes que incluyen
complejos inmunitarios, células apoptéticas o desechos celulares y patégenos (Gasque, P., Mol Immunol. 41: 1089-
1098 (2004)). Se sabe que los macréfagos residentes en los tejidos juegan un papel importante en la eliminacion de
particulas, mediada por complemento, de la circulacién. Las células de Kupffer, que constituyen mas del 90 % de los
macrofagos residentes en los tejidos, estan continuamente expuestas a la sangre de la vena porta hepatica y estan
estratégicamente situadas en los sinusoides hepéticos para eliminar eficazmente del tracto gastrointestinal, virus,
células tumorales, bacterias, hongos, parasitos y sustancias nocivas opsonizadas. Este proceso de eliminaciéon
depende en gran parte de la presencia del complemento C3 como una opsonina (Fujita et al., Immunol. Rev. 198:
185-202 (2004)). Después de la union a las superficies bacterianas por medio de un tioéster, C3 se escinde y
amplifica la ruta alternativa del complemento. Esta reaccion conduce a la deposicion adicional de fragmentos C3 que
pueden servir como ligandos para receptores del complemento en macrofagos. La importancia de esta ruta se
muestra por la alta susceptibilidad de los seres humanos que carecen de C3 a infecciones bacterianas y viricas.

Los receptores del complemento caracterizados hasta ahora, CR1, 3 y 4 internalizan C3b y fagocitan particulas
opsonizadas de C3 solo después de la activacion de PKC o de la estimulacion del receptor de Fc (Carpentier et al.,
Cell Regul 2, 41-55 (1991); Sengelov, Crit. Rev. Immunol.15: 107-131 (1995); Sengelov et al., J. Immunol.153: 804-
810 (1994). Ademés, CR1 no se expresa en la superficie de células de Kupffer murinas (Fang et al., J. Immunol.
160: 5273-5279 (1998). Hasta ahora, no se han descrito receptores del complemento que ayuden a las CK en la
eliminacion constitutiva de particulas circulantes.

Se ha notificado que el anticuerpo anti-C3b(i) potencia la activacion del complemento, la deposicién de C3b(i), y la
destruccion de células CD20+ por rituximab (Kennedy et al., Blood 101(3): 1071-1079 (2003)).

En vista de la implicacion conocida de la cascada del complemento en una diversidad de enfermedades, existe una
necesidad para la identificaciéon y el desarrollo de nuevos agentes farmacéuticos para la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades asociadas al complemento.

El documento WO 94/16719 A divulga un método para tratar enfermedades asociadas con inflamacién o con
activacion inapropiada del complemento, que comprende la administracion de una proteina CR1 soluble (receptor
del complemento de tipo 1) y un éster de amidinofenilo o amidinonattilo.

El documento WO 2004/028635 divulga un método para suministrar a la retina una proteina, tal como el factor del
complemento CD59, para el tratamiento de trastornos de la retina, que incluyen desprendimiento de retina,
retinopatia diabética, neovascularizacion retiniana, neovascularizacién coroidal y edema retiniano incluyendo edema
macular.

El documento WO 00/53758 A2 divulga un método para tratar un trastorno relacionado con el sistema inmunitario, tal
como un trastorno mediado por linfocitos T, administrando un polipéptido, tal como un polipéptido PRO362, un
anticuerpo agonista del mismo, un anticuerpo antagonista del mismo o un fragmento del mismo. Los polipéptidos
pueden fusionarse con una inmunoglobulina, incluyendo las regiones bisagra, CH1, CH2 y CH3 de una molécula de
IgG1.
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El documento WO 2004/022594 desvela acidos nucleicos que codifican polipéptidos que modulan respuestas
inmunitarias, incluyendo un péptido de SEC ID N° 42, y su uso en métodos para tratar enfermedades
autoinmunitarias o enfermedades que se benefician de una respuesta inmunitaria potenciada o reducida.

El documento WO 01/36432 divulga proteinas humanas secretadas, incluyendo una proteina de SEC ID N° 63, y el
uso de los péptidos, o agonistas 0 antagonistas de la misma, para el tratamiento de enfermedades del sistema
inmunitario.

Rollins y Sims, J. Immunol 144(9): 3478-3483 (1990) divulgan la actividad inhibidora del complemento de CD59.

Johnson et al. Experimental Eye Research 73(6): 887-896 (2001) divulgan la activacion del complemento y los
procesos inflamatorios en la formacién de drusas y degeneracion macular relacionada con la edad.

Zhang et al., Diabetes 51(12): 3499-3504 (2002) divulgan la activacion precoz del complemento y la disminucién de
niveles de inhibidores del complemento anclados a glucosilfosfatidilinositol en retinopatia diabética experimental y en
seres humanos.

Walker, Biochimica et, Biophysica Acta 1574: 387-390(2002) desvelan que la Ig Z39 se expresa conjuntamente con
genes de macrofagos activados.

Sumario de lainvencién

La presente invencién se basa en la identificacion de un nuevo miembro de la familia de receptores del complemento
y del primer miembro de la superfamilia de la inmunoglobulina (Ig) que interacciona con el sistema del complemento.

En un aspecto, la invenciéon concierne a un polipéptido CRIg, o a una inmunoadhesina CRIg, que comprende un
polipéptido CRIg fusionado a una secuencia de inmunoglobulina, para su uso en la prevencion o el tratamiento de
una afeccion ocular asociada al complemento, en la que el polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg es un
inhibidor selectivo de la ruta alternativa del complemento.

La afeccion ocular asociada al complemento puede ser, por ejemplo, degeneracién macular relacionada con la edad
(DMRE), neovascularizacién coroidal (NVC), uveitis, retinopatia diabética y otra relacionada con isquemia,
endoftalmitis, edema macular diabético, miopia patoldgica, enfermedad de von Hippel-Lindau, histoplasmosis ocular,
Oclusion de la Vena Central de la Retina (OVCR), neovascularizacion corneal y neovascularizacion retiniana.
Preferentemente, la afeccién ocular asociada al complemento es DMRE o NVC, incluyendo todas las fases de estas
afecciones.

En todas las realizaciones, el polipéptido CRIg puede seleccionarse, por ejemplo, entre los polipéptidos CRIg de las
SEC ID Nos: 2, 4, 6 y 8, y los dominios extracelulares (DEC) de dichos polipéptidos. El polipéptido CRIg, incluyendo
los polipéptidos de longitud completa y sus DEC, pueden fusionarse a una secuencia de inmunoglobulina, tal como
una secuencia de region constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina, por ejemplo, la region Fc, y las
inmunoadhesinas resultantes, pueden usarse como un agonista de CRIg, en métodos preventivos y de tratamiento.
Preferentemente, la inmunoglobulina es una IgG, tal como 1gG-1 o 1gG-2, o 1gG-3, o 1gG-4, méas preferentemente,
IgG-1 o0 IgG-3. La secuencia de regién constante de la cadena pesada de la IgG1 puede comprender, por ejemplo, al
menos la region bisagra CH1, CH2 y CH3, o la regién bisagra CH2 y CH3.

En un aspecto adicional, la invencién concierne a un polipéptido CRIg, o a una inmunoadhesina CRIg que
comprende un polipéptido CRIg fusionado a una secuencia de inmunoglobulina, para su uso en la prevencion del
desarrollo o progresion de la degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) en un sujeto con riesgo de
desarrollar una DMRE o que presenta un diagnéstico de DMRE en al menos un ojo.

En otro aspecto, la invencion concierte a un polipéptido CRIg, o a una inmunoadhesina CRIg que comprende un
polipéptido CRIg fusionado a una secuencia de inmunoglobulina, para su uso en el tratamiento profilactico o
terapéutico de degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) seca.

En todas las realizaciones, el sujeto puede ser un mamifero, tal como un paciente humano.
Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1B muestran las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de un polipéptido CRIg humano de
321 aminoacidos (SEC ID Nos: 1y 2, respectivamente).

Las Figuras 2A-2B muestran las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la forma larga de longitud
completa de 399 aminoacidos del CRIg humano nativo (huCRIg o huCRIg-largo; SEC ID Nos: 3 y 4,
respectivamente).

Las Figuras 3A-3B muestran las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la forma corta de 305
aminoacidos del CRIg humano nativo (huCRIg-corto, SEC ID Nos: 5 y 6, respectivamente).
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Las Figuras 4A-4C muestran las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos del CRIg murino nativo
(muCRIg, SEC ID Nos: 7 y 8, respectivamente) de 280 aminoacidos.

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos del huCRIg de longitud completa (SEC ID N°: 4) y del huCRIg-
corto (SEC ID N°: 6) en alineamiento con muCRIg (SEC ID N°: 8). Se muestran la secuencia sefial hidr6foba,
IgV, la IgC y las regiones transmembrana. muCRIg tiene un Unico sitio de glucosilacién ligada a N predicho en la
posicién 170 (NGTG). Se indican los limites del domino de Ig, deducidos de los limites exén-intron del gen de
CRIg humano.

La Figura 6 muestra la hibridacion in situ de CRIg en secciones congeladas de higado de ratén.

La Figura 7 muestra la hibridacién in situ de CRIg en secciones congeladas de higado humano.

La Figura 8 muestra la hibridacién in situ de CRIg en macréfagos activados de colon y adrenales, en células de
Kupffer y en células de Hofbauer placentarias.

La Figura 9 muestra la hibridacién in situ del ARNm de CRIg en células sinoviales de AR.

La Figura 10 muestra la hibridacion in situ del ARNm de CRIg en células de la microglia cerebral.

La Figura 11 muestra la hibridacion in situ del ARNm de CRIg en células de tejido asmatico de seres humanos.
La Figura 12 muestra la hibridacién in situ del ARNm de CRIg en células de tejido de hepatitis cronica en seres
humanos.

La Figura 13 muestra el analisis inmunohistoquimico de CRIg en macréfagos de la glandula adrenal.

La Figura 14 muestra el analisis inmunohistoquimico de CRIg en células de Kupffer hepaticas.

La Figura 15 muestra el analisis inmunohistoquimico de CRIg en células de la microglia cerebral.

La Figura 16 muestra el andlisis inmunohistoquimico de CRIg en células de Hofbauer placentarias.

La Figura 17 muestra un andlisis de transferencia de Northern que muestra la expresion de huCRIg en una
variedad de tejidos. Dos transcritos de 1,5y 1,8 kb estaban presentes en los tejidos humanos que expresaban
CRIg.

Figura 18. (A) Analisis de PCR TAQMAN™ que muestra el aumento de la expresion de huCRIg en lineas
celulares mielomonociticas HL60 y THP-1 y en macrofagos diferenciados. Se encontraron bajos niveles de
expresion en las lineas de linfocitos T Jurkat, MOLT3, MOLT4 y en linfocitos B RAMOS. (B) Aumento de la
expresion del ARNm de huCRIg durante la diferenciacion in vitro de monocitos. Monocitos aislados de sangre
periférica humana se diferenciaron adhiriéndolos a plastico durante un periodo de 7 dias. El ARN total se extrajo
en diferentes momentos durante la diferenciacion. (C) Aumento de la expresion de la proteina huCRIg durante la
diferenciacion de monocitos en macréfagos. Los monocitos se trataron tal como se indica en (B), los lisados
celulares completos se procesaron en un gel y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se incubé
con un anticuerpo policlonal (4F7) contra huCRIg. El anticuerpo policlonal reconocié una banda de 48 kDa y otra
de 38 kDa que posiblemente representaban la forma larga y corta de huCRIg.

Figura 19. Caracterizaciéon molecular de la proteina huCRIg en lineas celulares. (A) La proteina huCRIg-gd se
expreso transitoriamente en células HEK293, se inmunoprecipitd con anti-gd y las transferencias se incubaron
con anti-gd o con un anticuerpo policlonal contra el dominio extracelular de CRIg. (B) La proteina huCRIg
expresada en células HEK293 es una proteina monomérica N-glucosilada. La tirosina de CRIg est4 fosforilada
después del tratamiento de las células HEK293 con pervanadato sédico pero no atrae a la Syk quinasa. La
proteina CRIg fosforilada migra a un peso molecular ligeramente mayor en comparacién con la CRIg no
fosforilada.

Figura 20. Expresion selectiva de huCRIg en macrdfagos derivados de monocitos humanos. Las células
mononucleares de sangre periférica se tifieron con anticuerpos especificos para linfocitos citoliticos naturales, B,
T, monocitos y con un anticuerpo monoclonal (3C9) conjugado con ALEXA™ A488 contra CRIg. La expresion
estuvo ausente en todos los leucocitos de sangre periférica asi como en células dendriticas derivadas de
monocitos, pero se expresé en macrofagos diferenciados in vitro.

Figura 21. La expresion de la proteina y del ARNm de CRIg se aumenté con IL-10 y dexametasona. (A) La PCR
en tiempo real muestra el aumento de la expresion del ARNm de CRIg después del tratamiento con IL-10, TGFB
y se indujo altamente con dexametasona pero se reguld negativamente por tratamiento con LPS, IFNy, y TNFa
(B) Las células mononucleares de sangre periférica separadas por Ficoll se trataron con diversas citocinas y
dexametasona durante 5 dias y se tifieron doblemente con anti-CD14 y anti-CRIg. El andlisis de flujo mostré un
aumento drastico en la expresion de CRIg en la superficie de monocitos tratados con dexametasona y después
del tratamiento con IL-10 y LPS.

Figura 22. Localizacién subcelular de CRIg en macréfagos derivados de monocitos. Los monocitos se cultivaron
durante 7 dias en medio de diferenciacién de macréfagos, se fijaron en acetona y se tifieron con anticuerpo
policlonal anti-CRIg 6F1 o CD63 y anti-conejo de cabra secundario conjugado con FITC. Las células se
estudiaron en un microscopio confocal. Se encontr6 CRIg en el citoplasma donde se localiza conjuntamente con
la proteina de membrana lisosomal CD63. CRIg también se expreso en los bordes posterior y delantero de los
macréfagos con un patron similar al de la F-actina. Barra de escala =10 um.

Figura 23. Localizacion de ARNm de CRIg en enfermedades inflamatorias crénicas. La hibridacién in situ mostré
la presencia de ARNm de CRIg en macréfagos alveolares obtenidos de tejido de un paciente con neumonia (A,
B) o de un paciente con asma cronica (C, D). El ARNm de CRIg también se expresé en células de Kupffer
hepaticas en tejido obtenido de una biopsia de higado de un paciente con hepatitis cronica (E, F).

Figura 24. La expresion de ARNm de CRIg estaba aumentada en sinovio inflamado. El ARNm de CRIg fue bajo o
estaba ausente en las membranas sinoviales de una articulacion obtenida de una sustitucién de rodilla de un
paciente que no tenia inflamacion articular (A, C) pero que se expresaba altamente en células, posiblemente
sinoviocitos o macréfagos sinoviales, en el pannus de un paciente con osteoartritis (B, D).
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Figura 25. Deteccion de la proteina CRIg con el anticuerpo policlonal 6F1 en células que revisten el sinovio de un
paciente con enfermedad articular degenerativa (A, B, C). No se encontrd deteccién inmunohistoquimica de CRIg
en un sinovio control (D).

Figura 26. La proteina CRIg se expresé en un subtipo de macréfagos residentes en tejido y su expresion
aumenté en enfermedades inflamatorias crénicas. (A) CRIg se expresd en la membrana de células CHO que
expresaban de manera estable CRIg. Se encontro alta expresion de la proteina CRIg en macréfagos alveolares
(B) en tejidos obtenidos de un paciente con asma cronica. (C) Expresién de CRIg en histiocitos del intestino
delgado humano. La seccién se obtuvo de tejido extirpado quirdrgicamente y podria contener un neoplasma. (D)
Expresion de la proteina CRIg en células de Hofbauer en placenta humana de pretérmino. La alta expresion de la
proteina CRIg en macréfagos estaba presente en la glandula adrenal (E) y en las células de Kupffer de higado
humano (F). Se realizé tincidbn en secciones de 5 um de espesor fijadas en acetona usando DAB como
cromégeno. Las imagenes se fotografiaron a 20X y 40X aumentos.

Figura 27. Tincion inmunohistoquimica de CD68 y CRIg en una placa vascular obtenida de un paciente con
aterosclerosis. Secciones consecutivas se fijaron y se tifileron con un anticuerpo monoclonal contra CD68
humano (A, B) y un anticuerpo policlonal 6F1 suscitado contra la proteina CRIg humana (C, D). CRIg apareci6 en
una poblacion de macréfagos y en células espumosas presentes en la placa aterosclerética, y se solapé con los
macréfagos CD68 positivos, tal y como se evalla en la tincion de secciones consecutivas. Aumentos: 10X (A, C)
y 20X (B, D).

Figura 28. Cotincién de CRIg y CD68 en macrofagos intersticiales de corazon. Se obtuvieron secciones de 5 um
de un corazén humano (autopsia) y se tifieron con un anticuerpo monoclonal contra CRIg (3C9) y con un
anticuerpo secundario anti-ratén marcado con FITC. CD68 se detectd por tincion con un anticuerpo monoclonal
contra CD68 marcado con PE. Aumentos: 20X.

Figura 29. Los niveles de ARNm de CRIg estan significativamente elevados en tejido de colon obtenido de
pacientes con colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad pulmonar oclusiva cronica (EPOC) y asma. La
PCR en tiempo real se realiz6 en el ARN total extraido de los diversos tejidos. EI ARNm para CRIg estaba
significativamente aumentado en tejidos obtenidos de pacientes con colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y
EPOC. El analisis estadistico se realiz6 usando el ensayo de la U de Mann-Whitney.

Figura 30. Las células que expresan la proteina CRIg humana mostraron una adherencia aumentada para las
células endoteliales humanas. (A) CRIg se expres6 de modo estable en una linea celular de linfocitos T Jurkat.
(B) Las células se precargaron con el colorante fluorescente BCECF (Molecular Probes, Oregon) y se afiadieron
a una placa de 96 pocillos recubierta con una monocapa de células endoteliales humanas de la vena del corddn
umbilical (HUVEC) tratadas con o sin TNFa 10 ng/ml. Después de 3 lavados, se contd la fluorescencia en un
espectrofluorémetro que indicaba el nimero de células que permanecian adheridas a las células HUVEC. La
grafica fue representativa de 4 experimentos independientes.

Figura 31. Inhibicion de la progresién del modelo de ratén de artritis inducida por colageno (AIC) mediante la
proteina de fusion muCRIg IgG-Fc. Un grupo de ratones (AIC) (n=7) recibi6 100 ug de proteina de fusion
muCRIg IgG-Fc (cuadrados), mientras que un grupo de ratones control AIC (n=8) recibié 100 ug de IgG1 murina
(circulos), 3 veces por semana durante 6 semanas. Se examind a los ratones diariamente con respecto a los
signos de inflamacién y se recibieron una puntuacion en una escala de 0-16 (detalles en el Ejemplo 25) y los
resultados se representaron graficamente (media + DT, valor p del ensayo de la T de Student=0,0004 para la
IgG1 control frente a la proteina muCRIg de ensayo).

La Figura 32 es la secuencia de nucleotidos del ADN42257 (secuencia consenso) (SEC ID N°: 9).

La Figura 33 muestra la reduccion de la hinchazén articular en ratones tratados con CRIg-Fc.

La Figura 34 muestra que muCRIg inhibe la inflamacion articular.

La Figura 35 muestra la preservacion del volumen del hueso cortical en articulaciones de ratones tratados con
muCRIg-Fc.

La Figura 36 muestra que el tratamiento con CRIg-Fc no altera el nimero ni la morfologia de los macréfagos
residentes en los tejidos.

La Figura 37 muestra que el tratamiento con muCRIg no afecta a los titulos de los anticuerpos anti-colageno en
suero.

La Figura 38 muestra que la proteina muCRIg no altera las respuestas de células B independientes de células T
in vivo.

La Figura 39 muestra la infiltracion de macrdfagos en las articulaciones después de artritis inducida por
anticuerpos (AlA), generada con la tincion F4/80 en articulaciones no descalcificadas congeladas.

La Figura 40 muestra que muCRIg-Fc previene la hinchazdn articular después de artritis inducida por anticuerpos
en ratones Balb/c.

La Figura 41 muestra que muCRIg inhibe la inflamacién articular en artritis inducida por anticuerpos.

La Figura 42 muestra la generacion de ratones muCRIg genosuprimidos (knock-out).

La Figura 43 muestra que la proteina de fusion CRIg-Fc se une a glébulos rojos de oveja opsonizados con C3 (E-
IgM).

La Figura 44 muestra que la unién de CRIg-Fe humano a E-IgM es dependiente de C3.

La Figura 45 muestra la unién de particulas opsonizadas con suero con células CHO que expresan CRIg.

La Figura 46 muestra que la CRIg-Fc murina que se une a C3b y a C3bi del complemento pero no se une a C2,
C4, C3cy C3d.
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La Figura 47 muestra que la CRIg-Fc murina y humana se une a C3b, C3bi y C3c del complemento pero no se
une a C1, C2, C4, C3ay C3d.

La Figura 48A muestra que la CRIg-Fc murina y humana inhiben la deposiciéon de C3 sobre zimosano.

La Figura 48B muestra que la CRIg-Fc murina inhibe la activacién de C3 en suero.

La Figura 49 muestra que la CRIg murina inhibe la hemdlisis inducida por la ruta alternativa pero no afecta a la
hemodlisis de la ruta clasica.

Figura 50, CRIg se expresa selectivamente en una subpoblaciéon de macréfagos residentes en tejidos.

(A) CRIg es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas con un solo dominio transmembrana que
consiste en uno (CRIg humano corto (huCRIg(C)) y CRIg murino (muCRIg) o dos dominios de
inmunoglobulina (huCRIgL). La escala de la parte superior del panel izquierdo indica el tamafio en
aminoacidos. El panel de la derecha muestra que el huCRIg y el muCRIg estan distantemente relacionados
con la molécula A de adhesién funcional (JAM-A) y el antigeno A33. La escala de la parte superior del panel
derecho indica el % de aminoacidos similares.

(B) CRIg se expresa en macrofagos pero no en monocitos. Se analizaron monocitos CD14+ humanos y
monocitos CD14+ cultivados durante 7 dias en suero autélogo al 10 % y en suero bovino fetal al 20 % para la
tincion de huCRIg por citometria de flujo usando un AcM anti-CRIg humano (3C9). Las células de Kupffer
hepaticas CD11b+ y F4/80+ de raton se analizaron para la tincion de muCRIg usando un AcM anti-muCRIg
(14G6).

(C) Analisis de transferencia de Western de macréfagos humanos y de ratén. Los lisados de los monocitos
CD14+ humanos cultivados durante los periodos de tiempo indicados o los macrofagos peritoneales de raton
se hirvieron en tampdn reductor SDS, se cargaron en un gel de Tris-glicina al 4-10 % y se incubaron con un
anticuerpo anti-CRIg policlonal (6F1, panel izquierdo) o con un anticuerpo anti-muCRIg monoclonal (14C6,
panel derecho). La IgG preinmune (panel izquierdo) y la 1gG2b de rata (panel derecho) se usaron como
controles de isotipo. Las flechas del panel izquierdo indican la posicién de una banda de 57 y de 50 kDa que
posiblemente representaban huCRIg(L) y -(C).

(D) Colocalizacion de CRIg con CD68 en células de Kupffer hepaticas. Se realizd la inmunotincion en
secciones obtenidas a partir de higado humano y de ratéon usando anti-CRIg monoclonal (3C9) humano y
14G6 ratdn), y anticuerpos anti-CD68 monoclonales.

Figura 51. Analisis de citometria de flujo de la expresion de CRIg en leucocitos de sangre periférica y andlisis de
unién de fragmentos C3 o particulas opsonizadas con C3 a células CHO que expresan CRIg.

(A) Analisis de citometria de flujo de la expresion de CRIg en leucocitos periféricos humanos y de ratén.

(B) Union de fragmentos C3 solubles o patdgenos opsonizados con complemento a células CHO que
expresan CRIg murino, pero no a células CHO que expresan JAM-2. Las células en suspension se incubaron
con particulas opsonizadas con el complemento marcadas con A488 con rotacion continua durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron tres veces y la unidn de las particulas se controlé por
analisis de citometria de flujo. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.

Figura 52. La proteina CRIg soluble y expresada en la superficie celular se une a fragmentos de C3 en solucién o
depositados sobre la superficie celular.

(A) Las células de Jurkat transfectadas con CRIg(L) (Jurkat-CRIg), pero no las células Jurkat transfectadas
con vector vacio (Jurkat-control), forman rosetas con gldbulos rojos de oveja opsonizados con C3 e IgM (E-
IgM). El histograma (panel izquierdo) muestra la expresion de CRIg en células Jurkat transfectadas de un
modo estable con CRIg(L). Los E-IgM opsonizadas con suero C3 deficiente (C3-) o C3 suficiente (C3+) se
mezclaron con CRIg o con células Jurkat transfectadas con control vector durante 1 hora. El experimento fue
representativo de tres experimentos independientes.

(B) La unién de CRIg(L)-Fc a globulos rojos de oveja opsonizados con IgM (E-IgM) es dependiente de la
presencia de C3 en suero. Los E-IgM se opsonizaron con suero humano empobrecido en C3 al cual se
afiadieron concentraciones en aumento de C3 humano purificado. Los E-IgM se incubaron posteriormente
con una proteina de fusion huCRIg(L)-Fc que, a su vez, se detecté con un anticuerpo policlonal anti-Fc
humano detectado por citometria de flujo. El experimento fue representativo de tres experimentos
independientes.

(C) ELISA que muestra la unién de CRIg(L)- y CRIg(C)-Fc a C3b e iC3b. Se afiadieron concentraciones en
aumento de las proteinas de fusion huCRIg(L)- y huCRIg(C)-Fc a placas maxisorb cubiertas con C3b e iC3b
purificados. La union se detectd usando un anticuerpo anti-huFc conjugado con HRPO. Los resultados que se
muestran son representativos de 4 experimentos independientes que usan distintos lotes de proteinas de
fusién y componentes del complemento purificados.

(D) Datos de cinética de unidon que muestran dimeros de C3b solubles que se unen a huCRIg(L)-Fc. La
afinidad de C3b por las proteinas de fusién de CRIg se determin6 usando resonancia de plasmén superficial.
Las proteinas CRIg se capturaron en una microplaca detectora CM5 mediante acoplamiento con aminas de
un anticuerpo dirigido contra la etiqueta de fusién Fc. EI C3b dimérico se inyecté después durante un tiempo
suficiente hasta alcanzar la saturacién. Se calculé la Kd a partir de una curva de unién que muestra la
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respuesta en el equilibrio representada graficamente frente a la concentracién. Los dimeros de C3b se unen a
huCRIg(C) con una afinidad calculada de 44 nM y a huCRIg(L) con una afinidad de 131 nM.

(E) CRIg expresado en la superficie celular se une al dimero de C3b marcado con A488 (C3b)2) pero no al
C3 nativo. El panel izquierdo muestra los niveles de expresion de huCRIg(L) en células THP-1 transfectadas
mediante andlisis de citometria de flujo. (C3b)2 muestra la unién saturable a células THP-1 transfectadas con
CRIg. La unién de (C3b)2 a células TPH-1 transfectadas CRIg compiti6 con C3b2, C3b y el domino
extracelular de CRIg (DEC-CRIg), pero no por C3. Los resultados mostrados son representativos de 3
experimentos independientes.

Figura 53. Generacion y caracterizacion de ratones CRIg genosuprimidos (ko, knock out)

(A) Generacion de un vector de direccionamiento que se usa para la recombinaciéon homoéloga en células ME
(madre embrionarias)

(B) Confirmacion por transferencia de Southern de la recombinacion homoéloga del alelo CRIg en la
descendencia de hembras heterocigotas de ratones quiméricos cruzados con ratones ts (de tipo silvestre)

(C) Comparacion de nimeros de leucocitos en la sangre periférica de ratones macho y hembra de ts y ko.

(D) Analisis FACS que muestra la ausencia de expresion de CR1, CR2 y CD11c en CK.

(E) Analisis FACS de unién de C3-A488 y C3c-A488 a las CK de ts y ko.

Figura 54. La expresion de CRIg en las células de Kupffer es necesaria para que se produzca la unién de C3b e
iC3b

(A) La proteina CRIg esta ausente en macrofagos obtenidos de ratones CRIg KO. Macrofagos peritoneales
obtenidos de ratones CRIg ts, het o ko se incubaron con un AcM anti-muCRIg (14G6; panel izquierdo). Las
células de Kupffer (CK) obtenidas de ratones CRIg ts y ko se incubaron con el anticuerpo 14G6 y se
analizaron por citometria de flujo.

(B) Niveles de expresién de CD11b y CD18, las cadenas alfa y beta del receptor del complemento 3 y Crry
son similares en las células de Kupffer obtenidas de ratones CRIg ts y CRIg ko. Las células de Kupffer
aisladas de ratones CRIg ts o ko se incubaron con anticuerpos contra CD11b, CD18 y Crry y se analizaron
por citometria de flujo.

(C) Las células de Kupffer aisladas de ratones CRIg ts o ko se incubaron con suero de raton activado
(activado a través de incubaciones durante 30 minutos a 37 °C), C3b, (C3b)2 e iC3b. La union de los
componentes del complemento purificados a la superficie celular se detectd con un anticuerpo policlonal que
reconoce los diversos fragmentos derivados de C3. Los resultados mostrados son representativos de 4
experimentos.

(D) Las CK aisladas de ratones CRIg ko muestran disminucién de la formacién de rosetas con glébulos rojos
de oveja recubiertos con IgM (E-IgM) opsonizados en suero de raton con suficiente C3. Las CK aisladas de
higados de ratones CRIg ts y ko se incubaron con E-IgM opsonizados con el C3 del complemento durante 30
minutos en presencia de IgG control o del anticuerpo bloqueante anti-CR3 (M1/70). Se fijaron las células y se
contd el nimero de CK que formaban rosetas con E-IgM y se expresé como un porcentaje del nimero total
de CK * = p<0,05. Los resultados mostrados son representativos de 2 experimentos independientes.

Figura 55. CRIg en células de Kupffer recicladas

(A) células de Kupffer (CK) de ratones C3 ts (paneles 1, 3, 4y 6) o C3 ko (paneles 2, 5) se incubaron con
anticuerpo anti-CRIg marcado con A488 (14G6) y (C3b)2 durante una hora a 4 °C (paneles de 1-3) o durante
10 minutos a 37 °C (paneles 4-6). Las células se transfirieron posteriormente a 4 °C y se incubaron con
anticuerpo anti-A488 (histograma en rojo) o sin anticuerpo (histograma en negro) para distinguir el anti-CRIg
0 C3b expresado en el citoplasma del de la superficie celular.

(B) Internalizacién y co-localizacion de CRIg y C3b en las CK CRIg ts, pero no CRIg ko. CK aisladas de
higados de ratones CRIg ts y ko se cultivaron durante 2 dias en portaobjetos con camaras y se incubaron con
anticuerpos anti-CRIg conjugados con A455 y C3b conjugado con A488 durante 30 minutos a 37 °C, se
montaron y se realizaron fotografias.

(C) Los anticuerpos de CRIg, pero no los de Lampl, se reciclan a la superficie celular. Las células de Kupffer
se cargaron con anticuerpos anti-muCRIg o anti-muLampl conjugados con A488 durante 10 minutos a 37 °C,
se lavaron y posteriormente se incubaron a 37 °C durante los periodos de tiempo indicados en presencia de
anticuerpo de desactivacion anti-A488. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos
independientes.

Figura 56. CRIg se expresa en endosomas de reciclaje que se acumulan en sitios de ingestion de particulas.

(A) El CRIg expresado en la superficie celular se localiza en las ondulaciones de las membranas positivas
para F-actina. Los cultivos de macroéfagos derivados de monocitos se incubaron durante 7 dias a 4 °C con el
AcM anti-CRIg A488 conjugado con A488 3C9 (Al y canal verde en A3) y Alexa 546-faloidina (A2 y canal rojo
en A3). Las cabezas de flecha indican ondulaciones de membrana donde la tincién tanto de CRIg como de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534675713

actina fueron mas intensas que en el resto de la superficie celular (amarillo en las imagenes combinadas en
A3). La barra de escala es de 20 pum.

(B) CRIg y C3b se colocalizan con transferrina en endosomas de reciclaje. Los macréfagos se incubaron
durante 1 hora en hielo con CRIg-A488 (B1, canal verde en B4) o C30A488 (B2, canal rojo en B4) después se
continué durante 10 minutos a 37 °C en presencia de A647-transferrina (B3, canal azul en B4). Escala de
barras = 20 um.

(C) CRIg se acumula en la copa fagocitica y en la membrana de fagosoma. Los macréfagos se incubaron con
glébulos rojos recubiertos con IgM opsonizados con suero con suficiente C3 durante 10 minutos (C1-4) o 2
horas (C5-8) a 37 °C en presencia de transferrina marcada con A647 (C2, 6 y canal azul C4, 8). Las células
se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron posteriormente con anticuerpos anti-CRIg policlonales (C1, 2 y
canal verde en C4, 5) y anticuerpo contra LAMP-1 conjugado con A555 (C3, 7 y canal rojo en C4, 8).

Figura 57. Transito de CRIg en macréfagos derivados de monocitos humanos.

(A) Representacion grafica de FACS que muestra la union saturable de C3b-A488 a CRIg en MDM de 7 dias.
(B) Los MDM se pulsaron durante 10 minutos a 37 °C con anticuerpo anti-CRIg y C3b-A488 en presencia de
un exceso molar de 10 veces de huCRIg(L)-DEC. La unién y captacion del anticuerpo anti-CRIg fue
especifica para CRIg dado que podia suprimirse por co-incubacién del anticuerpo con un exceso molar de 10
veces de CRIg-DEC (panel 1) dejando al mismo tiempo intacta la captacién de transferrina (panel 2).

(C) Los MDM estuvieron durante 20 h a 37 °C en presencia de inhibidores de proteasa lisosomal, después las
células se lavaron, se fijaron con PFA al 1 % y el anticuerpo captado se detecté con anti-IgG de ratén
marcado con Cy3 (C panel 1, y canal rojo en panel 3). Las células se co-tifieron en 10 ug/ml de anti-CRIg de
conejo 6F1 seguido de anti conejo - FITC para detectar la distribucion de CRIg total (C panel 2 y canal verde
en panel C 3). El anticuerpo captado se solapaba casi completamente con la sefial endégena de CRIg
(amarillo en la imagen combinada en panel C3), indicando que la captacion del anticuerpo no influye en el
transito de CRIg. La barra de escala es de 20 um y 5 um en el inserto de 4x aumentos de las regiones en
recuadro mostradas en la parte inferior derecha de cada canal. Los macréfagos humanos del panel C4 se
incubaron en suero empobrecido en C3 durante 13 horas, después se fijaron y se marcaron con F1 anti-CRIg
de conejo y FITC anti-conejo. La distribucién de CRIg fue esencialmente idéntica a la en suero con suficiente
C3, solapando ambas casi completamente con el marcador de reciclaje endosomal transferrina (datos no
mostrados). La barra de escala es de 20 um.

(D) Los MDM se incubaron con 1 pg/ml de anti-CRIg-A488 (panel 1), transferrina-A647 (panel 2) durante 10
minutos a 37 °C, se fijaron en PFA al 4 %, se permeabilizaron con tamp6n de saponina y se incubaron con
anti-Lamp-1-A555 humano de raton (panel 3). Las flechas indican la co-localizaciéon de CRIg y la
transferencia en el compartimento de reciclaje.

(E) Los MDM se incubaron con 1 pg/ml de anti-CRIg-A488 (panel 1, canal verde en panel 4), transferrina-
A647 (panel 2, canal azul en panel 4) durante 30 minutos a 37 °C, se lavaron y se incubaron con glébulos
rojos de oveja GRO, panel 3, canal rojo en panel 4) opsonizados con complemento C3, tefiidos con PKH
(GRSO, panel 3, canal rojo en el panel 4) a una relacion de 1:10 de macréfagos : GRO.

Figura 58. Los ratones que carecen de CRIg son susceptibles a infeccién por Listeria monocytogenes (LM).

(A) Curvas de supervivencia de hembras de ratones CRIg de tipo silvestre y CRIg ko infectadas con las dosis
de LM indicadas después de inyeccién en la vena lateral de la cola, n = 5-7 por grupo. Andlisis estadistico
(Wilcoxon): ts frente ko p<0,005 para 2 x 10e4 unidades formadoras de colonias (UFC), p<0,0001 para 5 x
10ed y 2 x 10e5 UFC.

(B) Andlisis de recuentos bacterianos en corazén, higado, sangre y bazo 10 minutos después de infeccion por
LM (2 x 10e7 UFC, n=5 por grupo). Analisis estadistico (ensayo de la t de muestras relacionadas): **p<0,01,
*p<0,05.

(C) Concentraciones aumentadas de citocinas y quimiocinas en el suero de ratones CRIg ko un dia después
de las infecciones por LM. Analisis estadistico (ensayo de la t de muestras no relacionadas): ***p<0,001.

(D) Captacion reducida de LM-A488 en CK en ratones CRIg ko. Los ratones se infectaron con 2 x 10e7 LM-
A488. Una hora mas tarde, los higados se perfundieron, se incubaron con anticuerpos contra F4/80 y se
analizaron por citometria de flujo. Las CK F4/80 positivas se clasificaron posteriormente mediante FACS y se
recogieron en portaobjetos recubiertos con poli-1-lisina para su observacion al microscopio de fluorescencia.
El numero de LM-A488 internalizado se conté en un microscopio confocal y se calculé el indice fagocitico.
Los resultados son representativos de al menos dos experimentos.

(E) Los ratones CRIg tienen una eliminaciéon reducida de LM de la circulacion. Los ratones ko sencillos o
dobles para CRIg y C3 a los ratones recibieron una inyeccién i.v. de 2 x 10e7 UFC de LM. Diez minutos
después de la infeccion se contaron las UFC en sangre. En presencia de C3, los ratones CRIg ko tuvieron
una eliminacion significativamente reducida de LM de la circulacion (p<0,001). En ausencia de C3, no hubo
diferencias significativas en la eliminacion de LM en ratones CRIg ts o ko.

La Figura 59 muestra la secuencia de nucleétidos de una fusién CRIg(corto)humano-IgG. (SEC ID N°: 20).
La Figura 60 muestra la secuencia de nucleétidos de una fusién CRIg(largo)humano-IgG (SEC ID N°: 21).
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La Figura 61 ilustra la confluencia de CRIg (STIgMA)-Fc en dos construcciones diferentes, ambas de las cuales
estan insertadas en un vector pK5 en un sitio Clal-Xbal.

La Figura 62 muestra que la proteina de fusion muCRIg-Fc (pero no la proteina de fusién Fc control) inhibe la
eliminacion de LM de la circulacion en células de CRIg ts pero no en las CRIg ko. Ratones CRIg ts y ko se
trataron con 2 inyecciones de 12 mg/kg de proteinas de fusion muCRIg-Fc o control-Fc 24 h y 16 h antes de la
inyeccion i.v. con 2 x 10" UFC de LM. Las UFC en sangre se contaron 10 minutos después de la infeccién. Los
ratones CRIg ts que se trataron con muCRIg-Fc tuvieron una eliminacion significativamente reducida de LM de la
circulacion en comparacion con los ratones de ts tratados con control-Fc (p<0,001, ensayo de la t de Student de
muestras no relacionadas). En los ratones CRIg ko el tratamiento con muCRIg-Fc no tuvo efecto adverso sobre
la eliminacion de LM.

Figura 63. Inhibicién de la hemdlisis inmunitaria mediada por el complemento con moléculas de huCRIg. A.
Inhibicién de la hemdlisis de GRC (glébulos rojos de conejo) de suero de mono Cinomolgo usando proteinas de
fusion hCRIg-corto y hCRIg-largo. B. Inhibicién de la hemdlisis de RRBC de suero de momo Cinomolgo usando
hCRIg-largo DEC.

Figura 64. Inhibicién de la hemdlisis de suero humano con hCRIg-largo en dos experimentos distintos.

Figura 65. Inhibicién de la hemdlisis de suero humano con las proteinas de fusién hCRIg-corto-Fc y CRIg-largo-
Fc.

Figura 66. Inhibicion de la hemdlisis de suero humano con hCRIg-largo-DEC y hCRIg-corto-DEC,
respectivamente.

La Figura 67 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica huCRIg-largo-Fc (construccion “sin tallo”) (SEC
ID N°: 25).

La Figura 68 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica huCRIg-largo-Fc que tiene un “tallo” insertado
entre el dominio transmembrana de CRIg y la parte Fc (SEC ID N°: 26).

La Figura 69 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica huCRIg-corto-Fc (construccion "sin tallo") (SEC
ID N°: 27).

La Figura 70 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica huCRIg-corto-Fc que tiene un "tallo” insertado
entre el dominio transmembrana de CRIg y la parte Fc (SEC ID N°: 28).

Las Figuras 71 Ay B muestran los resultados de estudios de NVC en raton descritos en el Ejemplo 23.

Descripcion detallada de la realizacion preferida
I. Definiciones

Los términos “PRO362", “JAM4”, “STIgMA” y “CRIg” se usan indistintamente, y se refieren a polipéptidos CRIg de
secuencia nativa y variantes.

Un polipéptido CRIg de “secuencia nativa” es uno que tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido
CRIg derivado de la naturaleza, sin importar su modo de preparaciéon. Por lo tanto, un CRIg de secuencia nativa
puede aislarse de la naturaleza o puede producirse por medios recombinantes y/o sintéticos. La expresion “CRIg de
secuencia nativa”, incluye especificamente formas de CRIg de origen natural truncadas o secretadas (por ejemplo,
una secuencia del dominio extracelular), las formas variantes de origen natural (por ejemplo, formas de corte y
empalme alternativas) y las variantes alélicas de origen natural de CRIg. La secuencia nativa de los polipéptidos
CRIg incluyen especificamente los 321 aminoacidos del polipéptido CRIg humano largo de SEC ID N° 2 (que se
muestra en la Figura 1), con o sin la secuencia sefial de N terminal, con o sin la metionina de iniciacion en la
posicién 1, y con o sin ninguno o con todos los dominios transmembrana que estdn aproximadamente en las
posiciones 277 a 307 de la SEC ID N°: 2. Los polipéptidos CRIg de secuencia nativa incluyen adicionalmente el
polipéptido CRIg humano de longitud completa de 399 aminoéacidos de longitud de SEC ID N°: 4 (huCRIg, o huCRIg-
largo, que se muestra en las Figuras 2 y 5), con o sin una secuencia sefial del N terminal, con o sin la metionina de
iniciacion en la posicién 1, con o sin uno o todos los dominios transmembrana que estan aproximadamente en las
posiciones de aminoéacidos 277 a 307 de SEC ID N°: 4. En una realizacion ain adicional, el polipéptido de secuencia
nativa de CRIg es la forma corta, de 305 aminoacidos, del CRIg humano (huCRIg-corto, SEC ID N° 6, que se
muestra en la Figura 3), con o sin una secuencia sefial del N terminal, con o sin la metionina de iniciacion en la
posicion 1, y con o sin cualquiera o todos los dominios transmembrana que estan aproximadamente en las
posiciones de 183 a 213 de SEC ID N°: 6. En una realizacién diferente, el polipéptido CRIg de secuencia nativa es
un polipéptido CRIg murino de longitud completa de 280 aminoéacidos de longitud de SEC ID N°: 8 (muCRIg, que se
muestra en las Figuras 4 y 5), con o sin una secuencia sefial del N terminal, con o sin la metionina de iniciacion en la
posicion 1 y con o sin ninguno o con todos los dominios transmembrana que estan aproximadamente en las
posiciones de aminoacidos 181 a 211 de SEC ID N° 8. Los polipéptidos CRIg de otros animales no humanos,
incluyendo primates superiores y mamiferos, se incluyen especificamente en esta definicion.

“Variante de CRIg” significa un polipéptido CRIg activo, como se define a continuacion, que tiene al menos un 80 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con un polipéptido CRIg de secuencia nativa, incluyendo, sin limitacién, el
huCRIg truncado en el C terminal de 321 aminoéacidos (SEC ID N°: 2), el huCRIg de longitud completa (SEC ID N°:
4), el huCRIg-corto (SEC ID N°: 6) y el muCRIg (SEC ID N°: 8), cada uno de ellos con o sin la metionina de iniciacién
de N terminal, con o sin la secuencia sefial de N terminal, con o sin todos o parte de los dominios transmembrana y
con o sin el dominio intracelular. En una realizacion particular, la variante de CRIg tiene al menos aproximadamente
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el 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido maduro de longitud completa de dentro de la
secuencia de la SEC ID N°: 2. En otra realizacién, la variante de CRIg tiene al menos aproximadamente el 80 % de
homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido maduro de longitud completa de dentro de la secuencia
de SEC ID N° 4. En otra realizacion mas, la variante de CRIg tiene al menos aproximadamente el 80 % de
homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido maduro de longitud completa de dentro de la secuencia
de SEC ID N°: 6. En una realizacién adicional mas, la variante de CRIg tiene al menos aproximadamente el 80 % de
homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido maduro de longitud completa de dentro de la secuencia
de SEC ID Ne: 8. Dichas variantes del polipéptido CRIg incluyen, por ejemplo, polipéptidos CRIg en los que se
insertan, sustituyen y/o delecionan, uno o mas restos de aminodcidos, en el extremo N o C de la secuencia de las
SEC ID Nos: 2, 4, 6 u 8. Otras variantes tienen uno o mas aminoacidos insertados, sustituidos y/o delecionados
dentro de las regiones transmembrana de las secuencias polipeptidicas indicadas.

Normalmente, una variante de CRIg tendrd una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente 80 %, o una identidad de secuencia aminoacidos de al menos aproximadamente 85 %, o una
identidad de secuencia de aminoécidos de al menos aproximadamente 90 %, o una identidad de secuencia de
aminoacidos de al menos aproximadamente 95 %, o una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos el 98
%, o una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 99 % con la secuencia de aminoacidos madura de
dentro de las SEC ID Nos: 2, 4, 6 u 8. Preferentemente, el grado mas alto de identidad de secuencia se produce en
los dominios extracelulares (DEC) ( los aminoacidos 1 a aproximadamente 21 a X de SEC ID N°: 2 o0 4, en los que X
es cualquier resto de amino4cido de la posicion 271 a la 281; o los aminoacidos 1 o aproximadamente 21 a X de
SEC ID N°: 6, en los que X es cualquier resto de aminoécido de la posicion 178 a la 186, o los amino4cidos 1 o
aproximadamente 21 a X de SEC ID N°: 8, en los que X es cualquier resto de aminoacido de la posicién 176 a la
184).

El “dominio extracelular’ o “DEC” de CRIg (PRO362) se refiere a una forma del polipéptido CRIg, que esta
esencialmente libre de los dominios transmembrana y citoplasmatico de las moléculas de longitud completa
respectivas. Normalmente, los DEC de CRIg tendran menos del 1 % de dichos dominios transmembrana y/o
citoplasmaticos y preferentemente, tendrdn menos de 0,5 % de dichos dominios. Tal como se explica anteriormente,
opcionalmente, los DEC de CRIg comprenderan los restos de aminoacidos 1 o de aproximadamente 21 a X de las
SEC ID Nos: 2, 4, 6 u 8, en los que X es cualquier aminoacido de aproximadamente la posicion 271 a la 281 en las
SEC ID Nos: 2 o0 4, cualquier aminoacido de aproximadamente la posicion 178 a 186 en la SEC ID N°: 6, y cualquier
aminoacido de aproximadamente la posicion 176 a la 184 en la SEC ID Ne°: 8.

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a las secuencias de CRIg (PRO362)
identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos con respecto a los restos de aminoacidos en la secuencia de CRIg, respectivamente,
después de alinear las secuencias y de introducir los huecos, si es necesario, para alcanzar el maximo porcentaje de
identidad de secuencia, y sin considerar ninguna de las sustituciones conservativas como parte de la identidad de
secuencia. El alineamiento con fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede
realizarse de diversos modos que estan dentro de la experiencia de la técnica, por ejemplo, usando programas
informaticos disponibles al publico, tales como los programas informaticos BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento,
incluyendo cualquiera de los algoritmos necesarios para conseguir el alineamiento maximo a lo largo de las
secuencias de longitud completa que se comparan. La identidad de secuencia se calcula después respecto a la
secuencia mas larga, es decir incluso si una secuencia mas corta muestra una identidad de secuencia del 100 %
con respecto a una parte de una secuencia mas larga, la identidad de secuencia total sera menor del 100 %.

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de acidos nucleicos” con respecto a las secuencias codificantes de
CRIg (PR0O362) identificadas en el presente documento (por ejemplo, ADN45416) se define como el porcentaje de
nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos con respecto a los nucleétidos en la secuencia codificante
de CRIg, respectivamente, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para alcanzar el
maximo porcentaje de identidad de secuencia. El alineamiento con fines de determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de acidos nucleicos puede realizarse de diversos modos que estan dentro de la experiencia de la técnica,
por ejemplo, usando programas informaticos disponibles al publico, tales como los programas BLAST, BLAST-2,
ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar pardmetros apropiados para medir el
alineamiento, incluyendo cualquiera de los algoritmos necesarios para conseguir el alineamiento maximo a lo largo
de las secuencias de longitud completa que se comparan. La identidad de secuencia se calcula después con
respecto a la secuencia mas larga, es decir, incluso si una secuencia mas corta muestra una identidad de secuencia
del 100 % con respecto a una parte de una secuencia mas larga, la identidad de secuencia total sera menor del 100
%.

Una molécula de acido nucleico “aislada” es una molécula de acido nucleico que se identifica y se separa de al
menos una molécula de 4cido nucleico contaminante con la cual se asocia habitualmente en la fuente natural del
acido nucleico. Una molécula de acido nucleico es distinta en forma o configuracién a la que se encuentra en la
naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de acido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de acido nucleico tal
como existe naturalmente en las células. Sin embargo, una molécula de acido nucleico aislada incluye moléculas de
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acido nucleico contenidas en células que normalmente expresan un polipéptido codificado en el que, por ejemplo, la
molécula de acido nucleico esta en una localizacién cromosémica distinta de la de las células naturales.

Una molécula de &acido nucleico “aislada” que codifica un polipéptido CRIg, es una molécula de acido nucleico que
se identifica y se separa de al menos una molécula de acido nucleico contaminante con la cual se asocia
normalmente en la fuente natural del acido nucleico que codifica CRIg. Una molécula de acido nucleico aislada que
codifica un polipéptido CRIg es distinta en forma o configuracién a la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto
las moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un polipéptido CRIg se distinguen de la molécula o moléculas
de &cido nucleico codificantes en tanto estas existen en las células naturales. Sin embargo, una molécula de acido
nucleico aislada que codifica CRIg incluye moléculas de acido nucleico que codifican CRIg contenidas en células
gue normalmente expresan CRIg en las que, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una localizacion
cromosomica distinta de la de las células naturales.

La expresion “enfermedad asociada al complemento” se usa en el presente documento en el mas amplio sentido e
incluye todas las enfermedades y afecciones patoldgicas cuya patogénesis implica anomalias en la activacion del
sistema de complemento, tales como, por ejemplo, las deficiencias del complemento. La expresion incluye
especificamente enfermedades y afecciones patolégicas que se benefician de la inhibicién de la convertasa de C3.
La expresion adicionalmente incluye las enfermedades y afecciones patoldgicas que se benefician de la inhibicién,
incluyendo inhibicion selectiva, de la ruta alternativa del complemento.

La expresion “afeccidn ocular asociada al complemento” se usa en el presente documento en el mas amplio sentido
e incluye todas las afecciones y enfermedades oculares cuya patologia implica el complemento, incluyendo las rutas
alternativa y clasica, y en particular la ruta alternativa del complemento. Dentro de este grupo se incluyen
especificamente todas las enfermedades y afecciones oculares asociadas con la ruta alternativa, cuya aparicion,
desarrollo o progresion puede controlarse mediante la inhibicion de la ruta alternativa. Las afecciones oculares
asociadas al complemento incluyen, sin limitacién, enfermedades maculares degenerativas, tales como todas las
fases de la degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE), incluyendo las formas seca y hiumeda (no
exudativa y exudativa), neovascularizacion coroidal (NVC), uveitis, retinopatia diabética y otras relacionadas con
isquemia, endoftalmitis, y otras enfermedades neovasculares intraoculares, tales como el edema macular diabético,
la miopia patolégica, LA enfermedad de von Hippel-Lindau, la histoplasmosis ocular, Oclusion de la Vena Central de
la Retina (OVCR), neovascularizacion corneal y neovascularizacion retiniana. Un grupo preferido de afecciones
oculares asociadas al complemento incluye la degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), incluyendo la
DMRE no exudativa (hiumeda) y exudativa (seca o atréfica), la neovascularizacion coroidal (NVC), la retinopatia
diabética (RD) y la endoftalmitis.

El “tratamiento” es una intervencioén realizada con la intencion de prevenir el desarrollo o alterar la patologia de un
trastorno. Por consiguiente, “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas
0 preventivas. Las personas que necesitan el tratamiento incluyen a las que ya tienen el trastorno asi como a las que
se tendrd que prevenir el trastorno. En el tratamiento de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, un
agente terapéutico puede alterar directamente la magnitud de la respuesta de un componente de la respuesta
inmunitaria, o hacer que la enfermedad sea mas susceptible al tratamiento por otros agentes terapéuticos, por
ejemplo, antibidticos, antifingicos, agentes antiinflamatorios, agentes quimioterapéuticos, etc. En el tratamiento de
una enfermedad asociada al complemento, el tratamiento podria, por ejemplo, prevenir o ralentizar la progresion de
una enfermedad. Por lo tanto, el tratamiento de una afeccion ocular asociada al complemento incluye
especificamente la prevencion, inhibicion, o ralentizacion del desarrollo de la afeccion, o de la progresion de una
fase de la afeccién a otra fase mas avanzada, o en una afeccidn relacionada mas grave.

La “patologia” de una enfermedad, tal como una enfermedad asociada al complemento, incluye todos los fenédmenos
gue comprometen el bienestar del paciente. Estos incluyen, sin limitaciéon, el crecimiento celular anémalo o
incontrolable (de células neutréfilas, eosindfilas, monociticas, linfociticas), la produccion de anticuerpos, la
produccién de autoanticuerpos, la produccion de complemento, la interferencia con el funcionamiento normal de
células adyacentes, la liberacion de citocinas u otros productos secretores a niveles anémalos, la supresion o
agravamiento de cualquier respuesta inflamatoria o inmunoldgica, infiltracién de células inflamatorias (neutrdfilas,
eosindfilas, monociticas, linfociticas) en los espacios celulares, la formacién de drusas, la pérdida de vision, etc.

El término “mamifero”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier animal clasificado como un
mamifero, incluyendo, sin limitacion, seres humanos, primates no humanos, animales domésticos y de granja, y
animales de zooldgico, deportivos 0 mascotas, tales como caballos, cerdos, ganado, perros, gatos y hurones, etc.
En una realizacion preferida de la invencién, el mamifero es un ser humano, o un primate no humano, mas
preferentemente un ser humano.

La administracion “en combinacién con” de uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

El término “citocina” es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacion de células que actia sobre
otra célula como mediadores intercelulares. Son ejemplos de dichas citocinas las linfocinas, monocinas y hormonas
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polipeptidicas tradicionales. Entre las citocinas se incluyen la hormona de crecimiento, tal como la hormona de
crecimiento humano, la hormona de crecimiento humano N-metionilo, y la hormona de crecimiento bovino, la
hormona paratiroidea, tiroxina, insulina, proinsulina, relaxina, prorelaxina, hormonas glucoproteicas tales como la
hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona estimulante del tiroides (TSH), y la hormona luteinizante (LH), el
factor de crecimiento hepatico, el factor de crecimiento de fibroblastos, la prolactina, el lactégeno placentario, el
factor de necrosis tumoral -a y -B, y la sustancia inhibidora mulleriana, el péptido asociado a la gonadotropina de
raton, la inhibina, la activina, el factor de crecimiento endotelial vascular, la integrina, la trombopoyetina (TPO), los
factores de crecimiento nervioso, tales como NGF-, factor de crecimiento plaquetario, los factores de crecimiento
transformante (TGF) tales como TGF-a y TNF:-f, el factor de crecimiento similar a la insulina | y Il, la eritropoyetina
(EPO), los factores osteoinductivos, los interferones tales como interferén-a, -B, y -y; los factores estimuladores de
colonias (CSF) tales como el CSF de macréfagos (M-CSF), CSF de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), y el CSF
de granulocitos (G-CSF), las interleucinas (IL) tales como IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, un factor de necrosis tumoral tal como TNF-a 0 TNF-B, y otros factores polipeptidicos que incluyen LIF y el
ligando kit (KL). Tal como se usa en el presente documento, el término citocina incluye proteinas de fuentes
naturales o del cultivo de células recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de las citocinas de secuencia
nativa.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad de CRIg activa, de agonistas y antagonistas de CRIg que se
requiere para conseguir una mejora medible en el estado, por ejemplo, patologia, de la enfermedad o afeccion a la
que se dirigen, tales como, por ejemplo, una enfermedad o afeccion (ocular) asociada al complemento, o cancer.

La expresion “secuencias control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante ligada operativamente en un organismo hospedador particular. Las secuencias control que son
adecuadas para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio
de unién a ribosomas. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y
potenciadores.

El acido nucleico esta, “unido operativamente” cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o lider secretor esta unido operativamente a ADN para
un polipéptido si este se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia; o un
sitio de unién a ribosomas estd unido operativamente a una secuencia codificante si esta en una posicion de modo
que facilite la traduccion. Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que estan
ligadas son contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen por qué ser contiguos. La union se realiza uniendo en sitios de restriccion convenientes. Si
dichos sitios no existen, los adaptadores oligonucleotidicos sintéticos o enlazadores se usan de acuerdo con la
practica convencional.

La “rigurosidad” de las reacciones de hibridacién la determina facilmente un experto habitual en la materia, y
generalmente es un calculo empirico que depende de la longitud de la sonda, de la temperatura de lavado, y de la
concentracion salina. En general, sondas mas largas requieren temperaturas mas altas para el emparejamiento
apropiado, mientras que sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacion generalmente
depende de la capacidad del ADN desnaturalizado para volver a emparejarse cuando las cadenas complementarias
estan presentes en un entorno por debajo de su temperatura de fusion. A mayor grado de homologia deseada entre
la sonda y la secuencia hibridable, se puede usar mayor temperatura relativa. Como resultado, se deduce que
mayores temperaturas relativas podrian tender a hacer que las condiciones de reaccién sean mas rigurosas,
mientras que las temperaturas mas bajas las reducirian. Para detalles adicionales y explicacion de la rigurosidad de
las reacciones de hibridacion, véase Ausubel et al., Current Protocol in Molecular Biology, Wiley Interscience
Publishers, (1995).

Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, como se definen en el presente documento, pueden
identificarse por aquellas que: (1) emplean una fuerza ionica baja y una temperatura alta para el lavado, por ejemplo
cloruro de sodio 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/dodecil sulfato de sodio al 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante la
hibridacion un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, 50 % de formamida (v/v) con 0,1 % de
albumina del suero bovino/0,1 % de Ficoll/ 0,1 % de polivinilipirrolidona/tampén de fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5
con cloruro de sodio 750 mM, citrato de sodio 75 mM a 42 °C; o (3) emplean 50 % de formamida, SSC 5 x (NaCl
0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), 0,1 % de pirofosfato de sodio, soluciéon de
Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmén sometido a ultrasonido (50 pg/ml), 0,1 % de SDS y 10 % de sulfato de
dextrano a 42 °C, con lavados a 42 °C en SSC 0,2 x (cloruro de sodio/citrato de sodio) y 50 % de formamida a 55 °C,
seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1 x que contiene EDTA a 55 °C.

Las “condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse tal como describen Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de soluciones de
lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos rigurosas que las
descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones de moderadamente rigurosas es la incubacion durante toda la
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noche a 37 °C en una solucién que comprende: 20 % de formamida, SSC 5 x (NaCl 150 mM, citrato de trisodio 15
mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), soluciéon de Denhardt 5 x, 10 % de sulfato de dextrano, y 20 mg/ml de ADN
de esperma de salmon cortado desnaturalizado, seguido de lavado de filtros en SSC 1 x a aproximadamente 37-50
°C. El experto en la materia reconocerd como ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc. siempre que sea necesario
para adaptar factores tales como la longitud de la sonda y similares.

La expresion “epitopo etiquetado” cuando se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido quimérico que
comprende un polipéptido de la invencion fusionado a un “polipéptido con etiqueta”. El polipéptido con etiqueta tiene
suficientes restos para proporcionar un epitopo contra el cual se puede fabricar un anticuerpo, aunque es lo
suficientemente corto como para no interferir con la actividad del polipéptido con el que se fusiona. El polipéptido con
etiqueta también es preferentemente bastante exclusivo, de modo que el anticuerpo no reacciona sustancialmente
en cruzado con otros epitopos. Los polipéptidos con etiqueta adecuados generalmente tienen al menos seis restos
de aminoacidos y normalmente entre aproximadamente 8 y 50 restos de aminoacidos (preferentemente, entre
aproximadamente 10 y 20 restos de aminoacidos).

“Activo” o “actividad” en el contexto de las variantes de los polipéptidos de CRIg de la invencién, se refiere a una
forma (o formas) de dichos polipéptidos que conserva la actividad biolégica y/o inmunolégica de un polipéptido
nativo o de origen natural de la invencién. Una actividad bioldgica preferida es la capacidad de unirse a C3b, y/o de
afectar al complemento o a la activacion del complemento, en particular, inhibir la ruta alternativa del complemento
y/o la convertasa C3. La inhibicion de la convertasa C3 puede medirse, por ejemplo, midiendo la inhibicion de la
renovacion de C3 en suero normal durante la artritis inducida por coldgeno - o por anticuerpos-, o midiendo la
inhibicion de la deposicion de C3 en articulaciones artriticas.

La “actividad biologica” en el contexto de un anticuerpo, polipéptido u otra molécula que imite la actividad biolégica
de CRIg, y que pueda identificarse mediante los ensayos de exploracién divulgados en el presente documento (por
ejemplo, una molécula pequefia organica o inorganica, un péptido, etc.) se refiere, en parte, a la capacidad de
dichas moléculas para unirse a C3b y/o de afectar al complemento o a la activacion del complemento, en particular,
inhibir la ruta alternativa del complemento y/o convertasa C3.

El término “agonista” de CRIg se usa en el mas amplio sentido, e incluye cualquier molécula que imite una actividad
bioldgica cualitativa (tal como se define anteriormente en el presente documento) de un polipéptido de secuencia
nativa de CRIg. Estos agonistas de CRIg incluyen especificamente CRIg-lg, por ejemplo, polipéptidos de fusion de
CRIg-Fc. Preferentemente, la actividad bioldgica es el bloqueo de una ruta del complemento, especialmente de la
ruta alternativa del complemento.

El término “antagonista” se usa en el mas amplio sentido, e incluye cualquier molécula que bloquee parcial o
completamente, inhiba, o neutralice una actividad biolégica cualitativa de un polipéptido nativo, tal como un
polipéptido de secuencia nativa de CRIg.

La expresién “anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se
obtiene de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por las posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades minoritarias.

Los “anticuerpos” (Acs) y las “inmunoglobulinas” (Ig) son glucoproteinas que tienen las mismas caracteristicas
estructurales. Mientras que los anticuerpos muestran especificidad de unidon con un antigeno especifico, las
inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas similares a anticuerpos que pueden carecer de
especificidad antigénica. Los polipéptidos del ultimo tipo, por ejemplo, los produce, a bajos niveles, el sistema
linfatico y, a altos niveles, los mielomas. El término “anticuerpo” se usa en el mas amplio sentido e incluye
especificamente, sin limitacion, anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, y anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, y
fragmentos de anticuerpo siempre que muestren la actividad biolégica deseada.

Los “anticuerpos nativos” y las “inmunoglobulinas nativas” son normalmente glucoproteinas heterotetraméricas de
aproximadamente 150.000 daltons, compuestos de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H)
idénticas. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, mientras que el
namero de enlaces disulfuro varia entre las cadenas pesadas de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada
cadena pesada y cadena ligera también tiene puentes disulfuro intracatenarios regularmente separados. Cada
cadena pesada tiene, en un extremo, un dominio variable (V4) seguido de diversos dominios constantes. Cada
cadena ligera tiene, en un extremo, un dominio variable (V) y en su otro extremo un dominio constante; el domino
constante de la cadena ligera esti alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio
variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que restos
particulares de aminoacidos forman una interfaz entre los dominios variables de la cadena ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que determinadas partes de los dominios variables difieren ampliamente
en su secuencia entre los anticuerpos y se usan en la union y especificidad de cada anticuerpo particular por su
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antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a lo largo de los dominios variables
de los anticuerpos. Los dominios constantes no estan directamente implicados en la unién de un anticuerpo con un
antigeno, pero muestran diversas funciones efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en la toxicidad
celular dependiente de anticuerpos.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una parte de un anticuerpo intacto, preferentemente la region de unién
antigénica o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab,
Fab’, F(ab’);, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas
de anticuerpo monocatenario; y anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de anticuerpo. En patrticular,
los ejemplos de fragmentos de anticuerpo contenidos en la presente definicion incluyen: (i) el fragmento Fab, que
tiene los dominios VL, CL, VH y CH1; (ii) el fragmento Fab’, que es un fragmento Fab que tiene uno o mas restos de
cisteina en el extremo C del dominio CH1; (iii) el fragmento Fd que tiene los dominios VH y CH1; (iv) el fragmento
Fd’ que tiene los dominios VH y CH1 y uno o mas restos de cisteina en el extremo C del dominio CH1; (v) el
fragmento Fv que tiene los dominios VL y HL de un solo brazo de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward et al.,
Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en un dominio VH; (vii) las regiones CDR aisladas; (viii) los fragmentos
F(ab’)2, un fragmento bivalente que incluye dos fragmentos Fab’ unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra;
(ix) moléculas de anticuerpo monocatenario (por ejemplo, Fv monocatenario; Fvmc) (Bird et al., Science 242: 423-
426 (1988); y Huston et al., PNAS (EE.UU.) 85: 5879-5883 (1988)); (x) los “diacuerpos” con dos sitios de unién
antigénica, que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (véanse, por ejemplo, los documentos EP 404,097; WO
93111161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 90: 6444-6448 (1993)); (xi) los “anticuerpos lineales” que
comprenden un par de segmentos Fd en tAndem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos complementarios de
cadena ligera, forman un par de regiones de union antigénica (Zapata et al. Protein Eng. 8(10): 1057 1062 (1995); y
Patente de Estados Unidos N° 5.641.870).

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos sitios de unién antigénica idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitio de uniéon antigénica, y un fragmento “Fc” residual. La designacién “Fc”
refleja la capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’), que tiene dos
sitios de combinacién antigénica y aun es capaz de entrecruzarse con el antigeno.

El fragmento “Fv’ es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y de union
antigénico completo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera, en asociacion estrecha no covalente. Es en esta configuracion en la que las tres CDR de cada dominio
variable interacciona para definir un sitio de unién antigénico en la superficie del dimero Vu-V.. En su conjunto, las
seis CDR confieren especificidad de unién antigénica al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o
la mitad de un Fv que solo comprende tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y de
unirse al antigeno, aunque a una menor afinidad que la del sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ se diferencian de los fragmentos Fab por la adicion de algunos restos en el
extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. En el presente documento, Fab’-SH es la designacién de Fab’ en la que uno o mas restos de cisteina de
los dominios constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 originalmente se produjeron
como pares de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos
quimicos entre fragmentos de anticuerpos.

Las “cadenas ligeras” de los anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado pueden asignarse a
uno de dos los tipos claramente distintos, denominados kappa (x) y lambda (1), basada en las secuencias de
aminoacidos de sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a clases diferentes. Existente cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e
IgM y algunas de estas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3,
IgG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan vy, u, 8, o y &, respectivamente. Las estructuras subunitarias y configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas se conocen bien.

El “dominio CH2” de una region Fc de una IgG humana (también denominado dominio “Cg2”) normalmente se
extiende desde un resto de aminoacido que esta aproximadamente en la posicién 231 a un resto de aminoacido que
esta aproximadamente en la posicion 340. El dominio CH2 es exclusivo ya que no se encuentra estrechamente
emparejado con otro dominio. En su lugar, dos cadenas de hidrato de carbono ramificadas unidas a N se interponen
entre los dos dominios CH2 de una molécula de IgG nativa intacta. Se ha especulado con que el hidrato de carbono
puede proporcionar un sustituto para el emparejamiento entre dominio-dominio y ayudar a estabilizar el domino CH2.
Burton, Malec. Immunol. 22: 161-206 (1985). El dominio CH2 del presente documento puede ser un dominio CH2 de
secuencia nativa o un dominio CH2 variante.
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El “dominio CH3” comprende el tramo de restos del extremo C en un dominio CH2 en una regién Fc (es decir, desde
un resto de aminoacido en aproximadamente la posicion 341 a un resto de aminoacido en aproximadamente la
posicion 447 de una IgG). La region CH3 del presente documento puede ser un dominio CH3 de secuencia nativa o
un dominio CH3 variante (por ejemplo, un dominio de CH3 con una “protuberancia” introducida en una cadena del
mismo y una “cavidad” correspondiente introducida en la otra cadena del mismo; véase la Patente de Estados
Unidos N° 5.821.333. Dichos dominios CH3 variantes pueden usarse para fabricar anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, biespecificos), como se describe en el presente documento.

La “regidon bisagra” se define generalmente como una extensién de aproximadamente la Glu216, o
aproximadamente la Cys226, a aproximadamente la Pro230 de la IgG1 humana (Burton, MoZee. Immunol.22: 161-
206 (1985)). Las regiones bisagra de otros isotipos de IgG pueden alinearse con la secuencia de 1IgG1 colocando el
primer y Gltimo resto de cisteina formando enlaces S-S entre las cadenas pesadas en las mismas posiciones. La
region bisagra del presente documento puede ser una regién bisagra de secuencia nativa o una regién bisagra
variante. Las dos cadenas polipeptidicas de una regién bisagra variante generalmente conservan al menos un resto
de cisteina por cadena polipeptidica, de modo que las dos cadenas polipeptidicas de la region bisagra variante
pueden formar un enlace disulfuro entre las dos cadenas. La region bisagra preferida en el presente documento es
una regioén bisagra humana de secuencia nativa, por ejemplo, una region bisagra de IgG1 humana de secuencia
nativa.

Una “regién Fc funcional” posee al menos una “funciéon efectora” de una region Fc de secuencia nativa. Las
“funciones efectoras” ejemplares incluyen la union a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién
al receptor de Fc; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA); fagocitosis; regulacion negativa de los
receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de células B; RCB), etc. Dichas funciones efectoras
generalmente requieren que la region Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo un dominio variable de
anticuerpo) y puede evaluarse usando diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar dichas funciones
efectoras de los anticuerpos.

Una “region Fc de secuencia nativa” comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de
aminoé&cidos de una regién Fc que se encuentra en la naturaleza.

Una “region Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos que se diferencia de la de una regién Fc de
secuencia nativa en virtud de al menos una modificacion de aminoacidos. Preferentemente, la region Fc variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido, en comparacién con una region Fc de secuencia nativa o con la
region Fc de un polipéptido parental, por ejemplo, de aproximadamente una a aproximadamente diez sustituciones
de aminoacidos y preferentemente de aproximadamente una a aproximadamente cinco sustituciones de
aminoacidos en una regién Fc de secuencia nativa o en la regién Fc del polipéptido parental. La region Fc variante
del presente documento poseerd generalmente, por ejemplo, una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80 % con una regién Fc de secuencia nativa y/o con una region Fc de un polipéptido parental, o
una identidad de secuencia de al menos 90 % con la misma, o una identidad de secuencia de al menos 95 % o0 més
con la misma.

En el presente documento un “enlazador flexible” se refiere a un péptido que comprende dos o mas restos de
aminoacidos unidos por uno o mas enlaces peptidicos, y proporciona mas libertad rotacional para dos polipéptidos
(tales como dos regiones Fd) unidos de ese modo. Dicha libertad rotacional permite que dos o mas sitios de union
antigénica, unidos entre si por el enlazador flexible, accedan al antigeno (o antigenos) diana més eficazmente. Los
ejemplos de secuencias peptidicas enlazadoras flexibles incluyen gly-ser, gly-ser-gly-ser, ala-ser, y gly-gly-gly-ser.

Un polipéptido “aislado”, tal como un anticuerpo, es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un
componente de su ambiente natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que
interferirian con los usos de diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y
otros solutos proteicos o no proteicos. En realizaciones preferidas, el polipéptido, incluyendo anticuerpos, se
purificara (1) hasta mas de 95% en peso del anticuerpo segun se determina mediante el método de Lowry, y muy
preferiblemente mas de 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia
de aminoéacidos N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria, 0 (3) hasta
homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando tinciébn con azul de
Coomassie o, preferiblemente, con plata. EI compuesto aislado, por ejemplo, anticuerpo u otro polipéptido, incluye el
compuesto in situ con células recombinantes, puesto que al menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no estara presente. Normalmente, sin embargo, el compuesto aislado se preparara mediante al menos
una etapa de purificacion.

La palabra “marcador”, cuando se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto o composicion
detectable que esta conjugado directa o indirectamente con un compuesto, por ejemplo, anticuerpo o polipéptido,
para generar un compuesto “marcado”. El marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores
radioisotdépicos o marcadores fluorescentes), o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar una
alteracion quimica de un compuesto o composicidn sustrato, que es detectable.
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Por “fase soélida” se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir el compuesto de la presente invencion.
Los ejemplos de fases sélidas englobadas en este documento incluyen aquellas formadas parcial o completamente
de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, poliestireno,
polialcohol vinilico y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede comprender
el pocillo de una placa de ensayo; en otras, es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna de
cromatografia de afinidad). Esta expresion también incluye una fase soélida discontinua de particulas distintas, tales
como las descritas en la patente de Estados Unidos N° 4.275.149.

Un “liposoma” es una pequefia vesicula compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivo, que es
Gtil para administrar a un mamifero un farmaco (tal como los anticuerpos anti-ErbB2 que se divulgan en el presente
documento y, opcionalmente, un agente quimioterapéutico). Los componentes del liposoma se disponen
habitualmente en una formacién bicapa, similar a la disposicién lipidica de membranas biolégicas.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunoadhesina” designa moléculas similares a anticuerpos
que combinan la especificidad de unién de una proteina heterdloga (una “adhesina”) con las funciones efectoras de
los dominios constantes de inmunoglobulinas. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de
una secuencia de aminoacidos con la especificidad de unién deseada que es distinta del reconocimiento del
antigeno y el sitio de unién de un anticuerpo (es decir, es “heteréloga”), y una secuencia del dominio constante de
inmunoglobulinas. La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina es generalmente una secuencia de
aminoacidos contigua que comprende al menos el sitio de unién de un receptor o un ligando. La secuencia del
dominio constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de cualquier inmunoglobulina, tales
como los subtipos 1gG- 1, 1gG-2, 1gG-3, 0 1gG-4, IgA (incluyendo IgA-1 y IgA-2), IgE, IgD o IgM.

Un “factor o agente angiogénico” es un factor de crecimiento que estimula el desarrollo de vasos sanguineos, por
ejemplo, promueve la angiogénesis, el crecimiento de células endoteliales, la estabilidad de vasos sanguineos y/o la
vasculogénesis, etc. Por ejemplo, los factores angiogénicos, incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, VEGF y
miembros de la familia de VEGF, P1GF, la familia PDGF, la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
los ligandos de TIE (Angiopoyetinas), efrinas, ANGPTL3, ANGPTL4, etc. También podria incluir factores que
aceleran la cicatrizaciéon de heridas, tales como la hormona de crecimiento, el factor de crecimiento similar a insulina
I (IGF-I), VIGF, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), CTGF y miembros de su familia, y TGF-a y TGF-p.
Véase, por ejemplo, Klagsbrun y D’Amore, Annu. Rev. Physiol., 53: 217-39 (1991); Streit y Detmar, Oncogene, 22:
3172-3179 (2003); Ferrara y Alitalo, Nature Medicine 5(12): 1359-1364 (1999); Tonini et al., Oncogene, 22: 6549-
6556 (2003) (por ejemplo, la Tabla 1 enumera factores angiogénicos); y Sato Int. J. Clin. Oncol., 8: 200-206 (2003).

Un “agente antiangiogénico” o “inhibidor de la angiogénesis” se refiere a una sustancia de bajo peso molecular, un
polinucleétido, un polipéptido, una proteina aislada, una proteina recombinante, un anticuerpo, o conjugados o
proteinas de fusion de las mismas, que inhiben la angiogénesis, la vasculogénesis, o la permeabilidad vascular
indeseada, bien directa o indirectamente. Por ejemplo, un agente antiangiogénico es un anticuerpo u otro
antagonista contra un agente angiogénico tal como se define anteriormente, por ejemplo, anticuerpos contra VEGF,
anticuerpos contra receptores de VEGF, moléculas pequefias que bloquean la sefalizacién del receptor de VEGF
(por ejemplo, PTK787/ZK2284, SU6668). Los agentes antiangiogénicos también incluyen inhibidores nativos de la
angiogénesis, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc. Véase, por ejemplo, Klagsbrun y D’Amore, Annu. Rev.
Physiol., 53: 217-39 (1991); Streit y Detmar, Oncogene, 22: 3172-3179 (2003).

La expresion “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar (incluyendo la prevencion)
una enfermedad o trastorno en un mamifero. Por lo tanto, en el caso de la degeneracién macular relacionada con la
edad (DMRE) o de la neovascularizacion coroidal (NVC), la cantidad eficaz del farmaco puede reducir o prevenir la
pérdida de vision. Para la terapia de la DMRE, la eficacia in vivo puede medirse, por ejemplo, mediante uno o mas
de lo siguiente: evaluar el cambio medio en la mejor agudeza visual corregida (MAVC) desde el inicio en un
momento deseado, evaluar la proporcion de sujetos que pierden menos de 15 letras de agudeza visual en un tiempo
deseado en comparacion con el dato inicial, evaluar la proporcién de sujetos que ganan mas de o igual a 15 letras
en agudeza visual en un tiempo deseado en comparacion con el dato inicial, evaluar la proporcion de sujetos con
una agudeza visual de Snellen equivalente a 20/2000 o peor en un momento deseado, evaluar el Cuestionario NEI
sobre Funcionamiento Visual, evaluar el tamafio de la NVC y la cantidad de pérdida de NVC en un momento
deseado, tal como se evalia mediante angiografia con fluoresceina, etc. Si la indicaciéon es la prevencion de la
progresion de DMRE seca a himeda, o de DMRE a CMV, la cantidad eficaz del farmaco puede inhibir, ralentizar, o
bloquear parcial o totalmente dicha progresion. En este caso, la determinacion de la cantidad eficaz implica graduar
la enfermedad, controlar la evolucion de la progresion de la enfermedad, y ajustar la dosificacion siempre que sea
necesario con el fin de conseguir el resultado deseado.

1. Descripcién detallada

La presente invencion concierne al uso de un nuevo receptor asociado a macréfagos con homologia con el antigeno
A33 y JAM1, que se clon6 de una biblioteca de pulmones fetales y se identific6 como un miembro de la superfamilia
de Ig de un solo dominio transmembrana asociado con macréfagos (STigMA, por las siglas en inglés single
transmembrane lg superfamily member macrophage associated) o polipéptido Receptor del Complemento de la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534675713

familia de las Inmunoglobulinas (CRIg, por las siglas en inglés Complement Receptor of the Immunoglobulin family
polypeptide). EI CRIg nativo humano se expresa como dos variantes de corte y empalme, una que contiene un
dominio similar a IgV en el extremo N y un dominio similar a IgC2 en el extremo C y una forma de corte y empalme
que carece del dominio del extremo C (SEC ID Nos: 4 y 6, respectivamente). Ambos receptores tienen un solo
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico, que contiene restos de tirosina que estan fosforilados de
manera constitutiva en macréfagos in vitro. Se encontré6 un homélogo de ratén con un 67 % de homologia de
secuencia con un CRIg humano (SEC ID N°: 8). El polipéptido CRIg humano de longitud completa también tiene una
version mas corta, que carece de un segmento en el extremo N (SEC ID N°: 2).

Tal como se muestra mas adelante en los Ejemplos, CRIg se une al C3b del complemento e inhibe la convertasa
C3. CRIg se expresa selectivamente en macrofagos residentes en tejidos, y su expresion se regula positivamente
con dexametasona e IL-10, y se regula negativamente con LPS e IFN-y, e inhibe la artritis inducida por colageno- y
anticuerpo- independiente de respuestas de célulasBo T.

Ademas se ha encontrado que CRIg se expresa altamente en células de Kupffer, se une a las opsoninas de C3b e
iC3b y se requiere para la eliminacion rapida de patégenos en la circulacién. Estructuralmente, CRIg difiere de los
receptores del complemento conocidos en que carece de secuencias de repeticidon consenso cortas de unién a C3b
y C4b en CR1 y CR2, asi como de los dominios similares a integrina presentes en C3 y CR4. Mientras que los
receptores del complemento CR1-4 se expresan en una amplia variedad de tipos de células, la expresién de CRIg
esta confinada a macrofagos residentes en tejidos, incluyendo las células de Kupffer hepaticas.

Estudios de empobrecimiento realizados han establecido un papel para las células de Kupffer en la eliminacion
rapida, dependiente de C3, de Listeria inicialmente durante una infeccion (Kaufmann, Annu Rev. Immunol. 11: 129-
163 (1993); Gregory et al., J. Immunol. 168: 308-315 (2002)) pero los receptores implicados en este proceso no se
han identificado hasta ahora. Los estudios presentados en los ejemplos mas adelante demuestran que el CRIg
expresado por macréfagos se une a C3b e iC3b depositado en la superficie del patégeno. Debido a esta actividad de
unién doble a C3b y a iC3b, CRIg se requiere para la eliminacion eficaz de Listeria monocytogenes (LM) opsonizada
con ambos componentes de degradacion de C3.

La importancia de CRIg en la eliminacion hepatica rapida de las particulas opsonizadas con C3 se sustenta
adicionalmente por la imposibilidad de los ratones CRIg knock out (ko) de eliminar eficazmente de la circulacién la
bacteria LM opsonizada con C3, conduciendo a elevar la carga de patdégenos en diversos 6rganos y a aumentar la
mortalidad. En ausencia de C3, los ratones CRIg ko de tipo silvestre (ts) eliminaron Listeria igualmente bien,
indicando la dependencia de la funcién de CRIg en presencia de C3.

El papel de los receptores del complemento CR1-4 en la eliminacién de LM mediante células de Kupffer hepaticas
no se ha establecido bien. CR1 y CR2 estan ausentes en macrofagos residentes en tejidos y se expresan
predominantemente en células dendriticas foliculares y en células B donde estos ejercen un papel en la regulacion
de las respuestas de células T y B (Krych-Goldber y Atkinson, Immunol. Rev. 180: 112-122 (2001); Molina et al., J.
Exp. Med. 175: 121-129 (1992)) y Ejemplos). CR3 se expresa a bajos niveles en las CK, pero ratones ko que
carecen de la cadena beta comin de CD18 tanto de CR3 como de CR4, dan como resultado receptores no
funcionales que muestran susceptibilidad a infeccion mas bien reducida en lugar de aumentada (Wu et al., Infect.
Immun. 71: 5986-5993 (2003)). Por lo tanto CRIg representa un componente principal del sistema fagocitico
reticuloendotelial en la eliminacion rapida de las particulas opsonizadas con C3.

Ademas de su expresién en células de Kupffer hepaticas, CRIg esta presente en subpoblaciones de macréfagos en
diversos tejidos incluyendo el peritoneo, corazén, pulmén, glandula adrenal e intestino. Se sabe que estos
macréfagos ejercer un papel principal en la fagocitosis de células muertas y restos celulares (Almeida et al., Ann. N.
Y. Acad. Sci. 1019: 135-140 (2004); Castellucci y Zaccheo, Prog. Clin. Biol. Res. 296: 443-451 (1989); Taylor et al.,
Annu. Rev. Immunol. 23: 901-944 (2005)). La expresion de CRIg en estos macréfagos residentes puede mediar la
opsonofagocitosis dependiente del complemento de diversas particulas. Esto se sustenta por el hallazgo de que los
ratones CRIg ko muestran reduccién de LM en sus tejidos cardiacos y hepaticos a pesar del aumento de carga
circulatoria de LM. Por lo tanto, CRIg representa un nuevo receptor expresado en macrofagos tisulares y actia como
un portal para la eliminacion rapida de patégenos opsonizados por el complemento.

Los resultados presentados en los Ejemplos mas adelante demuestran adicionalmente que CRIg se expresa en un
conjunto intracelular de vesiculas de reciclaje, asegurando de este modo un aporte continuo de CRIg en la superficie
celular para que se produzca la union a las particulas opsonizadas con C3. Ademas, endosomas que expresan CRIg
se acumulan rapidamente en sitios de contacto de particulas donde pueden ayudar a suministrar membranas al
fagosoma en formacion. La importancia de CRIg en la fagocitosis de particulas opsonizadas con C3 se muestra por
la incapacidad de las CK que carecen de CRIg para unirse a C3b e iC3b dando como resultado la fagocitosis
reducida de Listeria monocytogenes opsonizada con C3 (véanse los Ejemplos).

La localizacién subcelular y el transito intracelular de CRIg difieren de la de los receptores de C3 del complemento

conocidos. Mientras que CRIg se localiza en endosomas de reciclaje constitutivo, CR1, CR3 y CR4 se localizan en
vesiculas secretoras que se fusionan con la membrana plasmatica tras la estimulacion de las células con citocinas
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(Sengelov et al., J. -Immunol. 153: 804-810 (1994); y Sengelov et al., Crit. Rev. Immunol. 15: 107-131 (1995)) e
internalizan el ligando a través de un proceso macropicnocitico solo después del entrecruzamiento del receptor
(Carpentier et al., Cell Regul. 2: 41-55 (1991); Brown et al., Curr. Opin. Immunol. 3: 76=82 (1991)). Como
consecuencia, la expresion de CRIg en la superficie de las células esta regulada negativamente después de la
estimulacion de las células, mientras que la expresion de CR1 y CR3 en la superficie celular aumenta después de la
estimulacion. Este aumento sirve como una etapa importante en la union y la fagocitosis, y como CRIg, CR3 se
concentra en la copa fagocitica y en el fagosoma circundante de las particulas opsonizadas con C3 (Aderem y
Underhill, Annu. Rev. Immunol. 17: 593-623 (1999)). El reciclaje constitutivo y la endocitosis del ligando mediante
CRIg en macrofagos en reposo es coherente con un papel en la union de las particulas opsonizadas con el
complemento durante la fase inicial de una infeccién bacteriana antes de una respuesta inflamatoria (por ejemplo, la
acumulacion de fagocitos activados), asi como durante la eliminacion de las particulas de la circulacion en
condiciones no inflamatorias.

El complemento juega un papel crucial en la defensa del organismo, y junto con otros componentes del sistema
inmunitario, protege a los individuos de la invasién del organismo por patdgenos. Sin embargo, el complemento
también puede ocasionar dafios a tejidos hospedadores si no esta correctamente activado o controlado. La
activacion inapropiada del complemento esta implicada en la patogénesis de una diversidad de enfermedades,
denominadas enfermedades o trastornos asociados al complemento, tales como enfermedades del complejo
inmunitario y autoinmunitarias, y diversas afecciones inflamatorias, incluyendo el dafio tisular inflamatorio mediado
por el complemento. La patologia de las enfermedades asociadas al complemento varia, y puede implicar la
activacion del complemento durante un periodo de tiempo largo o corto, la activacion de toda la cascada, de
solamente una de las cascadas (por ejemplo, la ruta clasica o alternativa), solamente de algunos de los
componentes de la cascada, etc. En algunas enfermedades las actividades bioldgicas de los fragmentos del
complemento dan como resultado dafio tisular y enfermedad. Por consiguiente, los inhibidores del complemento
tienen un alto potencial terapéutico. Los inhibidores selectivos de la ruta alternativa serian ser particularmente Utiles,
dado que la eliminaciéon de patdégenos y otros organismos de la sangre a través de la ruta clasica permaneceria
intacta.

Se sabe que C3b opsoniza de manera covalente las superficies de microorganismos que invaden el organismo, y
actla como un ligando para receptores del complemento presentes en células fagociticas, que finalmente conduce a
la fagocitosis de los patégenos. En muchas situaciones patoldgicas, tales como las enumeradas anteriormente, el
complemento se activara en las superficies celulares, incluyendo la pared vascular, el cartilago en las articulaciones,
glomérulos renales o células que carecen de inhibidores del complemento intrinsecos. La activacion del
complemento conduce a inflamacién causada por propiedades quimioatrayentes de las anafilotoxinas C3a y C5a 'y
puede causar dafios a las propias células generando un complejo de ataque a la membrana. Sin cefiirse a ninguna
teoria particular, se cree que CRIg inhibe la convertasa C3 mediante la union a C3b, previniendo o reduciendo de
ese modo enfermedades mediadas por el complemento, cuyos ejemplos se han enumerado anteriormente en el
presente documento.

Compuestos de la invencién

1. Polipéptidos CRIg de secuencia nativa y variantes

La preparacion de moléculas nativas de CRIg, junto con sus secuencias de acidos nucleicos y de polipéptidos, se ha
explicado anteriormente. El Ejemplo 1 muestra la clonacion del huCRIg de longitud completa de SEC ID N°: 4. Los
polipéptidos de CRIg pueden producirse cultivando células transformadas o transfectadas con un vector que
contiene acido nucleico de CRIg. Por supuesto, se contemplan métodos alternativos, bien conocidos en la técnica,
que pueden emplearse para preparar CRIg. Por ejemplo, la secuencia de CRIg, o partes de la misma, pueden
producirse mediante sintesis peptidica directa usando técnicas de fase solida [véase, por ejemplo, Stewart et al.,
Solid-Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:
2149-2154 (1963)]. Puede realizarse la sintesis in vitro de proteinas usando técnicas manuales o automatizadas. La
sintesis automatizada puede llevarse a cabo, por ejemplo, usando un sintetizador peptidico de Applied Biosystems
Peptide Synthesizer (Foster City, CA) usando las instrucciones del fabricante. Diversas partes de CRIg pueden
sintetizarse quimicamente por separado y combinarse usando métodos quimicos o enzimaticos para producir CRIg
de longitud completa.

Las variantes de CRIg pueden prepararse introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el ADN que codifica
un polipéptido CRIg de secuencia nativa, o por sintesis del polipéptido CRIg deseado. Los expertos en la materia
apreciaran que los cambios de aminoacidos pueden alterar los procesos postraduccionales de CRIg, tal como
cambiando el ndmero o la posicién de sitios de glucosilacion o alterando las caracteristicas de anclaje a la
membrana.

Pueden realizarse variaciones en los polipéptidos CRIg de secuencia nativa, descritos en el presente documento,
usando, por ejemplo, cualquiera de las técnicas y normas para realizar mutaciones conservativas y no conservativas
expuestas, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucion,
delecion o insercion de uno o mas codones que codifican un CRIg de secuencia nativa o variante que dan como
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resultado un cambio en su secuencia de aminoacidos en comparaciéon con un CRIg de secuencia nativa o variante
correspondiente. Opcionalmente la variacion es por sustitucion de al menos un aminoacido por otro aminoacido en
uno o mas de los dominios de un polipéptido CRIg de secuencia nativa de. Puede encontrarse una orientacion en la
determinacion de qué resto de aminoacido puede insertarse, sustituirse o deleccionarse sin afectar de modo adverso
a la actividad deseada comparando la secuencia de CRIg con la de moléculas de proteinas homdlogas conocidas y
minimizando el nimero de cambios realizados en la secuencia de aminoacidos en regiones de alta homologia.

Las sustituciones de aminoacidos pueden ser el resultado de reemplazar un aminoacido por otro aminoacido que
tiene propiedades estructurales y/o quimicas similares, tales como el reemplazamiento de leucina por una serina, es
decir, reemplazos de aminoacidos conservativos. Las inserciones o deleciones pueden estar opcionalmente en el
intervalo de 1 a 5 aminoacidos. La variacion permitida puede determinarse realizando sistematicamente inserciones,
deleciones o sustituciones de aminoacidos en la secuencia y ensayando la actividad de las variantes resultantes en
el ensayo in vitro descrito en los Ejemplos mas adelante.

Las variaciones pueden realizarse usando métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis (dirigida)
mediada por oligonucleétidos, mutagénesis de exploracion con alanina, y por PCR. Para producir el ADN variante de
CRIg puede realizarse mutagénesis dirigida [Carter et al., Nucl. Acids Res, 13: 4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids
Res., 10: 6487 (1987)], mutagénesis de casete [Wells et al., Gene, 34: 315 (1985)], mutagénesis de seleccién por
restriccion [Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 (1986)] u otras técnicas conocidas.

El andlisis de exploracion con aminoacidos también puede emplearse para identificar uno o0 mas aminoécidos que
pueden variar a lo largo de una secuencia contigua. Entre los aminoacidos de exploracion preferidos estan los
aminoacidos neutros, relativamente pequefios. Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La
alanina es generalmente un aminoacido de exploracién preferido entre este grupo porque elimina la cadena lateral
mas alla del carbono beta y es menos probable que altere la conformacién de la cadena principal de la variante. La
alanina también se prefiere generalmente debido a que es el aminoacido mas comun. Adicionalmente, se encuentra
frecuentemente tanto en posiciones ocultas como expuestas [Creighton, The Proteins, (W. H. Freeman & Co., N. Y.);
Chothia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)]. Si la sustitucién de la alanina no produce cantidades adecuadas de variante, se
puede usar un aminoacido isotérico.

Se ha descubierto que la eliminacion o la inactivacion de toda, o de parte de, la regiéon transmembrana y/o region
citoplasmética no compromete la actividad biolégica de CRIg. Por lo tanto, las variantes de CRIg con la region
transmembrana y/o region citoplasmatica delecionada/inactivada estan especificamente dentro del ambito del
presente documento. De modo similar, la regién IgC2 puede eliminarse sin comprometer la actividad biologica, tal
como se demuestra mediante la existencia de una forma corta nativa de huCRIg biolégicamente activa y un
homélogo murino.

Las modificaciones covalentes de los polipéptidos CRIg de secuencia nativa y variantes se incluyen dentro del
ambito de esta invencién. Un tipo de modificacion covalente incluye hacer reaccionar restos de aminoacidos de CRIg
con un agente derivatizante organico que sea capaz de reaccionar con las cadenas laterales seleccionadas o con
los restos N- o C- terminales del polipéptido CRIg. La derivatizacién con agentes bifuncionales es (til, por ejemplo,
para entrecruzar CRIg con una matriz o superficie de soporte insoluble en agua, por ejemplo, para su uso en el
método de purificacion de anticuerpos anti-CRIg. Los agentes de entrecruzamiento normalmente usados, incluyen,
por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres
con acido 4-acidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3’-
ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes tales
como el metil-3-[(p-acidofenil)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacion de restos de glutaminilo y asparaginilo para los restos
correspondientes de glutamilo y aspartilo, respectivamente, la hidroxilacion de prolina y lisina, la fosforilacion de
grupos hidroxilo de restos de serilo y treonilo, la metilacion de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina,
arginina e histidina [T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San
Francisco, paginas 79-86 (1983)], la acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacion de cualquier grupo carboxilo
C-terminal.

Otro tipo de modificacion covalente de los polipéptidos CRIg incluido dentro del ambito de esta invencion comprende
alterar el patréon de glucosilacion nativo de los polipéptidos. “Alterar el patron de glucosilacion nativo” pretende, para
los fines del presente documento, significar la delecién de una o mas fracciones de hidratos de carbono que se
encuentran en el CRIg de secuencia nativa y/o afiadir uno o mas sitios de glucosilaciéon que no estén presentes en el
CRIg de secuencia nativa, y/o la alteracién de la relacién y/o composicion de los restos glucidicos unidos al sitio o
sitios de glucosilacion. Un sitio de glucosilacion nativo predicho en el CRIg murino se encuentra en la posicion 170
en la secuencia NGTG.

Generalmente, la glucosilacion de los polipéptidos es glucosilacion unida a N o unida a O. La glucosilacién unida a N

se refiere a la unién de la fraccién de hidrato de carbono con la cadena lateral de un resto de asparagina. Las
secuencias tripeptidicas, asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido
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excepto prolina, son secuencias de reconocimiento para que se produzca la unién enzimatica de la fracciéon de
hidrato de carbono con la cadena lateral de la asparagina. La glucosilacion unida a O se refiere a la unién de uno de
los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con un hidroxiaminoacido, mas cominmente serina o
treonina, aunque también pueden estar implicadas la 5-hidroxiprolina o la 5-hidroxilisina en la glucosilacion unida a
0. El CRIg de secuencia nativa tiene una N-glucosilacion significativa. La adicion de sitios de glucosilacion al
polipéptido CRIg puede realizarse alterando la secuencia de aminoacidos. La alteracion puede realizarse, por
ejemplo, mediante la adicién de, o sustitucién por, uno o mas restos de serina o treonina, en la secuencia nativa de
CRIg (para sitios de glucosilacion unidos a O), o mediante la adicidon de una secuencia de reconocimiento para la
glucosilacion unida a N. La secuencia de aminoacidos de CRIg puede alterarse opcionalmente a través de cambios
al nivel de ADN, particularmente mutando el ADN que codifica el polipéptido CRIg en bases preseleccionadas, de tal
manera que se generan codones que se traduciran en los aminoacidos deseados.

Otro medio para aumentar el numero de fracciones de hidrato de carbono en el polipéptido CRIg es mediante
acoplamiento quimico o enzimatico de glucésidos al polipéptido. Dichos métodos se describen en la técnica, por
ejemplo, en el documento WO 87/05330 publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Cirit.
Rev. Biochem., paginas 259-306 (1981).

La eliminacién de fracciones de hidrato de carbono presentes en un polipéptido CRIg puede realizarse quimica o
enzimaticamente o por sustitucion mutacional de codones que codifican restos de aminoacidos que actian como
dianas para la glucosilacion. Las técnicas de glucosilacion quimica son conocidas en el campo y las describen, por
ejemplo, Hakimuddin, et al., Arch. Biochem. Biophys., 259: 52 (1987) y Edge et al., Anal. Biochem., 118: 131 (1981).
La escisién enzimética de los fracciones de hidrato de carbono en los polipéptidos puede alcanzarse mediante el uso
de una variedad de endo- y exo-glucosidasas, como describen Thotakura et al., Meth. Enzymol., 138: 350 (1987).

Otro tipo de modificacién covalente de CRIg comprende unir el polipéptido CRIg con una variedad de polimeros no
proteicos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, por ejemplo, del modo expuesto en las
Patentes de Estados Unidos Nos 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337.

El CRIg de secuencia nativa y variantes de la presente invencion también puede modificarse de modo que forme
una molécula quimérica que comprenda CRIg, incluyendo fragmentos de CRIg, fusionada con otra secuencia
polipeptidica o de amino&cidos heteréloga. En una realizacién, dicha molécula quimérica comprende una fusién de
CRIg con un polipéptido con etiqueta que proporciona un epitopo al cual puede unirse selectivamente un anticuerpo
anti-etiqueta. La etiqueta epitopica generalmente se coloca en el extremo amino o carboxilo del polipéptido CRIg. La
presencia de dichas formas de epitopos etiquetados del polipéptido CRIg puede detectarse usando un anticuerpo
contra el polipéptido con etiqueta. Ademas, al proporcionar una etiqueta epitopica se permite que el polipéptido CRIg
se purifique facilmente por purificacion de afinidad usando un anticuerpo anti-etiqueta y otro tipo de matriz de
afinidad que se une a la etiqueta epitdpica. En la técnica se conocen bien diversos polipéptidos con etiqueta y sus
respectivos anticuerpos. Los ejemplos incluyen etiquetas de polihistidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gli);
el polipéptido con etiqueta HA (hemaglutinina) gripal y su anticuerpo 12CA5 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-
2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 para la misma [Evan et al.,
Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la etiqueta de glucoproteina D (gD) del virus del Herpes
Simple y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering, 3(6): 547-553 (1990)]. Otros polipéptidos con etiqueta
incluyen el péptido Flag [Hopp et al., BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)]; el péptido epitdpico KT3 [Martin et al.,
Science, 255: 192-194 (1992)]; y un péptido epitépico de a-tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166
(1991)]; y la etiqueta peptidica de la proteina 10 del gen T7 [Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
87: 6393-6397 (1990)].

En otra realizacion, la molécula quimérica puede comprender una fusion del polipéptido CRIg, o un fragmento del
mismo, con una inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la
molécula quimérica, dicha fusion puede ser en la region Fc de una molécula de IgG. Estos polipéptidos de fusion son
moléculas similares a anticuerpos que combinan la especificidad de union de una proteina heteréloga (una
“adhesina”) con las funciones efectoras de los dominios constantes de la inmunoglobulina, y con frecuencia reciben
el nombre de inmunoadhesinas. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de una secuencia
de aminoacidos con la especificidad de unidn deseada que es distinta al sitio de reconocimiento y de union al
antigeno de un anticuerpo (es decir, es “heterdloga”), y una secuencia de dominio constante de una
inmunoglobulina. La parte adhesina de una molécula de inmunoadhesina es generalmente una secuencia de
aminoacidos contigua que comprende al menos el sitio de uniéon de un receptor o un ligando. La secuencia del
dominio constante de inmunoglobulina de la inmunoadhesina puede obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal
como de los subtipos IgG-1, IgG-2, IgG-3 o0 IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, I1gD o IgM.

En la técnica se conocen quimeras construidas a partir de una secuencia receptora unida a una secuencia apropiada
de dominio constante de inmunoglobulina (inmunoadhesinas). Las inmunoadhesinas descritas en la bibliografia
incluyen fusiones del receptor de células T (Gascoigne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 84: 2936-2940 (1987));
CD4 (Capon et al., Nature 337: 525-531 (1989); Traunecker et al., Nature, 339: 68-70 (1989); Zettmeissl et al., DNA
Cell Biol. USA, 9: 347-353 (1990); Byrn et al., Nature, 344: 667-670 (1990)); L-selectina (receptor de alojamiento)
((Watson et al., J. Cell. Biol., 110: 2221-2229(1990); Watson et al., Nature, 349: 164-167 (1991)); CD44 (Aruffo et al.,
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Cell, 61: 1303-1313 (1990)); CD28 y B7 (Linsley et al., J. Exp. Med., 173: 721-730 (1991)); CTLA-4 (Lisley et al., J.
Exp. Med. 174: 561-569 (1991)); CD22 (Stamenkovic et al., Cell, 66: 1133-11144 (1991)); receptor de TNF
(Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 10535-10539(1991); Lesslauer et al., Eur. J. Immunol., 27: 2883-
2886(1991); Peppel et al., J. Exp. Med., 174: 1483-1489(1991)); receptores de NP (Bennett et al., J. Biol. Chem.
266: 23060-23067(1991)); y receptor alfa de IgE. (Ridgway et al., J. Cell. Biol., 115:resum.1448 (1991)).

El disefio mas simple y mas sencillo de inmunoadhesina combina la regiéon (o regiones) de unién de la proteina
“adhesina” con las regiones bisagra y Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. Normalmente, cuando se
preparan las quimeras de CRIg-inmunoglobulina de la presente invencion, un acido nucleico que codifica el
polipéptido CRIg, o el dominio extracelular de un polipéptido CRIg, se fusionara en el extremo C con el acido
nucleico que codifica el extremo N de una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina, sin embargo
también son posibles fusiones N terminales.

Generalmente, en dichas fusiones el polipéptido quimérico codificado conservara al menos la bisagra y los dominios
CH2 y CH3 funcionalmente activos de la region constante de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las fusiones
también se realizan en el extremo C de la parte Fc de un dominio constante, o inmediatamente en posicién N-
terminal del CH1 de la cadena pesada o la regién correspondiente de la cadena ligera.

El sitio exacto en el que se realiza la fusién no es critico; se conocen bien sitios particulares y pueden seleccionarse
para optimizar la actividad biolégica, la secrecién o las caracteristicas de unién de las quimeras CRIg-
inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, las quimeras CRIg-inmunoglobulina se ensamblan como mondmeros, o hetero- u homo-
multimeros, y particularmente como dimeros o tetrameros, esencialmente como se ilustra en el documento WO
91/08298.

En una realizaciéon preferida, la secuencia de un polipéptido CRIg humano de secuencia nativa tal como, por
ejemplo, huCRIg(largo) (SEC ID N°: 4) o huCRIg(corto) (SEC ID N°: 6), o una secuencia de dominio extracelular de
CRIg (incluyendo el DEC de huCRIg(largo) y huCRIg(corto)) se fusiona con el extremo N de la parte C terminal de
un anticuerpo (en particular el dominio Fc), que contiene las funciones efectoras de una inmunoglobulina, por
ejemplo, inmunoglobulina Gi; (IgG 1). Es posible fusionar toda la regién constante de cadena pesada con la
secuencia de CRIg o con el dominio extracelular de CRIg. Sin embargo, mas preferentemente, en la fusion se usa
una secuencia que comienza en la region bisagra inmediatamente cadena arriba del sitio de escisiéon con papaina
(que define quimicamente la parte Fc de la IgG; resto 216, considerando el primer resto de la region constante de
cadena pesada 114, o sitios analogos de otras inmunoglobulinas). En una realizacion particularmente preferida, la
secuencia de aminoacidos de CRIg se fusiona con la region bisagra y CH2 y CH3, o con los dominios CH1, bisagra,
CH2 y CH3 de una cadena pesada de IgG1,lgG2 o IgG3. El sitio exacto en el que se realiza hace la fusién no es
critico, y el sitio optimo puede determinarse por experimentacion rutinaria. En las Figuras 59-61 se ilustran
estructuras de inmunoadhesina CRIg-Ig especificas.

En algunas realizaciones, las quimeras CRIg-inmunoglobulina se ensamblan como un multimero, y particularmente
como homo-dimeros o -tetrdmeros. Generalmente, estas inmunoglobulinas ensambladas tendran estructuras
unitarias conocidas. Una unidad estructural basica de cuatro cadenas es la forma en la que existe la IgG, IgD, e IgE.
Una unidad de cuatro cadenas se repite en las inmunoglobulinas de mayor peso molecular; la IgM generalmente
existe como un pentamero de unidades béasicas de cuatro cadenas que se mantienen unidas entre si por enlaces
disulfuro. La globulina IgA, y ocasionalmente la globulina IgG, también pueden existir en suero en forma multimérica.
En el caso del multimero, cada unidad de cuatro cadenas puede ser la misma o diferente.

Como alternativa, la secuencia de CRIg o del dominio extracelular de CRIg puede insertarse entre las secuencias de
la cadena pesada y de la cadena ligera de la inmunoglobulina de modo que se obtiene una inmunoglobulina que
comprende una cadena pesada quimérica. En esta realizacion, la secuencia de CRIg, se fusiona con el extremo 3’
de una cadena pesada de inmunoglobulina en cada brazo de una inmunoglobulina, bien entre la bisagra y el dominio
CH2, o entre los dominios CH2 y CH3. Hoogenboom et al, Mol. Immunol., 28: 1027-1037 (1991) han descrito
construcciones similares.

Aunqgue en las inmunoadhesinas de la presente invencidn no se requiere la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina, puede estar presente una cadena ligera de inmunoglobulina bien asociada de manera covalente
con un polipéptido de fusion CRIg-cadena pesada de inmunoglobulina, o directamente fusionada con el dominio
extracelular de CRIg. En el primer caso, el ADN que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina se coexpresa
generalmente junto con el ADN que codifica la proteina de fusién CRIg-cadena pesada de inmunoglobulina.
Después de la secrecion, el hibrido de cadena pesada y la cadena ligera se asociaran de manera covalente para
proporcionar una estructura similar a una inmunoglobulina que comprende dos pares de cadena ligera-cadena
pesada de inmunoglobulina unidos por enlaces disulfuro. Métodos adecuados para la preparacion de dichas
estructuras se divulgan, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 4.816.567 expedida el 28 de marzo de
1989.
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En las Figuras 59, 60 y 67-70 se muestran secuencias de nucleétidos que codifican determinadas proteinas de
fusion CRIg-lg de la invencién. Como se muestra en las Figuras 67-70, por ejemplo, las proteinas de fusién pueden
contener un enlazador entre las secuencias de CRIg y de inmunoglobulina, tal como, por ejemplo, una secuencia
peptidica corta, por ejemplo, DKTHT. Ademas, en algunas construcciones, puede delecionarse la secuencia entre la
region transmembrana (TM) de CRIg y la region (Fc) de la inmunoglobulina (mencionada en el presente documento
como la secuencia “tallo”). La posicién aminoacidica donde comienza el enlazador en las diversas construcciones de
CRIg que se muestran en las Figuras 67-70 es la siguiente: huCRIg-largo-Fc + tallo: posiciéon 267; huCRIg-largo-Fc -
tallo: posicién 233; huCRIg-corto-Fc + tallo: posicion 173; huCRIg-corto-Fc - tallo: posicién 140.

2. Preparacion de polipéptidos CRIg de secuencia nativa y variantes

El ADN que codifica los polipéptidos CRIg de secuencia nativa puede obtenerse de una biblioteca de ADNc
preparada de tejido que se cree que posee el ARNm de CRIg y que lo expresa a un nivel detectable. Por
consiguiente, el ADN de CRIg humano puede obtenerse convenientemente de una biblioteca de ADNc preparada de
tejido humano, como se describe en el Ejemplo 1. El gen que codifica CRIg también puede obtenerse de una
biblioteca gendémica o por sintesis de oligonucleétidos.

Las hibliotecas pueden explorarse con sondas (tales como anticuerpos contra CRIg u oligonucleétidos de al menos
aproximadamente 20-80 bases) disefiadas para identificar el gen de interés o la proteina codificada por el mismo. La
exploracion de genotecas o de ADNc con la sonda seleccionada puede llevarse a cabo utilizando procedimientos
convencionales, como se describe en Sambrook et al., Molecular Closing: A Laboratory Manual (Nueva York: Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo de aislar el gen que codifica CRIg es usar la
metodologia de PCR [Sambrook et al., anteriormente mencionado; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995).

El ejemplo 1 describe técnicas para explorar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de oligonucleétidos
seleccionadas como sondas deben tener la suficiente longitud y ser suficientemente claras de modo que se
minimicen los positivos falsos. El oligonucleétido estd preferentemente marcado de modo que puede detectarse
después de la hibridacion con el ADN en la biblioteca que se esta explorando. Los métodos de marcaje son muy
conocidos en la técnica, e incluyen el uso de radiomarcadores tales como ATP marcado con #p, piotinilizacion o
marcaje enzimatico. Las condiciones de hibridacion, que incluyen rigurosidad moderada y rigurosidad alta, se
proporcionan en Sambrook et al., anteriormente mencionado.

Las secuencias identificadas en dichos métodos de exploraciéon de bibliotecas pueden compararse y alinearse con
otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos publicas tales como el GenBank u otras
bases de datos de secuencias privadas. La identidad de secuencia (bien a nivel de aminoacidos o de nucle6tidos)
dentro de regiones definidas de la molécula o a lo largo de la secuencia de longitud completa puede determinarse a
mediante el alineamiento de secuencias usando programas informaticos tales como BLAST, BLAST-2, ALIGN,
DNAstar e INHERIT que emplean diversos algoritmos para medir la homologia.

El 4cido nucleico que tiene una secuencia que codifica proteinas pueden obtenerse explorando bibliotecas de ADNc
0 genomicas seleccionadas usando la secuencia de aminoacidos deducida que se divulga en el presente documento
por primera vez, y, si fuera necesario, usando procedimientos convencionales de extension con cebadores como se
describe en Sambrook et al., anteriormente mencionado, para detectar precursores y productos intermedios de
procesamiento de ARNm que no se hayan retrotranscrito en ADNCc.

Las células hospedadoras se transfectan o se transforman con vectores de expresiéon o de clonacién descritos en el
presente documento para la produccion de CRIg y se cultivan en medios con nutrientes convencionales modificados
segun sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas. Las condiciones de cultivo, tales como medios, temperatura, pH y similares, pueden
seleccionarse por el experto en la materia sin experimentacién excesiva. En general, los principios, protocolos y
técnicas préacticas para maximizar la productividad de los cultivos celulares pueden encontrarse en Mammalian Cell
Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) y en Sambrook et al., anteriormente
mencionado.

El experto habitual en la técnica conoce bien métodos de transfeccion, por ejemplo, con CaPO4 y electroporacion.
Dependiendo de la célula hospedadora que se use, la transformacion se realiza usando técnicas convencionales
apropiadas para dichas células. El tratamiento de calcio que emplea cloruro de calcio, como se describe en
Sambrook et al., anteriormente mencionado, o la electroporacion generalmente se usan para procariotas u otras
células que contienen barreras de pared celular sustanciales. La infeccién con Agrobacterium tumefaciens se usa
para la transformacion de determinadas células vegetales, tal como describen Shaw et al., Gene, 23: 315 (1983) y
en el documento WO 89/05859, publicado el 29 de junio de 1989. Para las células de mamiferos sin dichas paredes
celulares, puede emplearse el método de precipitacion con fosfato de calcio de Graham y van der Eb, Virology, 52:
456-457 (1978). En la Patente de Estados Unidos N° 4.399.216 se han descrito aspectos generales de las
transformaciones en sistemas de células hospedadoras de mamiferos. Las transformaciones en levaduras se
realizan generalmente de acuerdo con el método de Van Solingen et al., J. Bact., 130: 946 (1977) e Hsiao et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.), 76: 3829 (1979). Sin embargo, también pueden usarse otros métodos para introducir
ADN en células, tales como microinyeccién nuclear, electroporacion, fusion de protoplastos bacterianos con células
intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para las diversas técnicas de transformacion de células
de mamiferos, véase Keown et al., Methods in Enzymology, 185: 527-537 (1990) y Mansour et al., Nature, 336: 348-
352 (1988).

Las células hospedadoras adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores del presente documento
incluyen células procariotas, levaduras, o eucariotas superiores. Las procariotas adecuadas incluyen, pero sin
limitacién, eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos, por ejemplo, de la familia
Enterobacteriaceae, tal como E. coli. Diversas cepas E. coli estan disponibles al publico, tales como E. coli K12 cepa
MM294 (ATCC 31,446); E. coli X1776 (ATCC 31,537); E. coli cepa W3110 (ATCC 27,325) y K5 772 (ATCC 53,635).

Ademas de procariotas, microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, son hospedadores
adecuados para la clonacion o expresién de vectores que codifican CRIg. Saccharomyces cerevisiae es un
microorganismo hospedador eucariota inferior que es de uso comun.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresién de CRIg glucosilado derivan de organismos multicelulares.
Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de insecto tales como S2 de Drosophila y Sf9 de
Spodoptera, asi como células vegetales. Los ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamiferos Utiles
incluyen las células de ovario de hamster Chino (CHO) y COS. Los ejemplos mas especificos incluyen células de
riidn de mono CV1 transformadas con SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); células de rifion humano embrionario
(células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en cultivos en suspension, Graham et al., J. Gen Virol., 36: 59
(1977)); células de ovario de hamster Chino/-DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 77: 4216
(1980)); células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23: 243-251 (1980)); células pulmonares humanas
(W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); y células tumorales de mama de raton
(MMT 060562, ATCC CCL51). Se considera que la seleccion de la célula hospedadora apropiada se incluye en la
experiencia de la técnica.

El &cido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendémico) que codifica CRIg puede insertarse en un vector replicable
para la clonacion (amplificacién del ADN) o para la expresion. Diversos vectores se encuentran disponibles para el
publico. El vector puede, por ejemplo, estar en forma de un plasmido, césmido, particula viral o fago. La secuencia
de acidos nucleicos apropiada puede insertarse en el vector mediante diversos procedimientos. En general, el ADN
se inserta en uno 0 mas sitios de endonucleasas de restriccion apropiados usando técnicas conocidas en la materia.
Los componentes del vector generalmente incluyen, pero sin limitacion, uno o mas de una secuencia sefial, un
origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de
terminacion de la transcripcién. La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de estos
componentes emplea técnicas de ligamiento convencionales conocidas por el experto en la materia.

Los polipéptidos CRIg pueden producirse de manera recombinante no solo directamente, sino también como un
polipéptido de fusion con un polipéptido heterélogo, el cual puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido que
tenga un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina madura o polipéptido. En general, la secuencia
sefial puede ser un componente del vector, o esta puede ser una parte del ADN de CRIg que se inserta en el vector.
La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de lideres de la
fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxina Il termoestable al calor. Para la secrecidon en levaduras la
secuencia sefial puede ser, por ejemplo, el lider de la invertasa de levaduras, el lider del factor alfa (incluyendo los
factores lider de “Saccharomyces y Kluyveromyces”, el Ultimo descrito en la Patente de Estados Unidos N°
5.010.182) o el lider de la fosfatasa acida, el lider de la glucoamilasa de C. albicans (documento EP 362,179
publicado el 4 de abril de 1990), o la sefial descrita en el documento WO 90/13646 publicado el 15 de noviembre de
1990. En la expresion en células de mamifero, las secuencias sefial de mamifero pueden usarse para dirigir la
secrecion de la proteina, tales como secuencias sefial de polipéptidos secretados de la misma o de una especie
relacionada, asi como en lideres secretores virales.

Tanto los vectores de expresién como los de clonacién contienen una secuencia de acidos nucleicos que permite
que el vector se repligue en una 0 mas células hospedadoras seleccionadas. Dichas secuencias se conocen bien
para una variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la
mayor parte de las bacterias Gram negativas, el origen del plasmido 2: es adecuado para levaduras, y diversos
origenes virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o VBP) son Utiles para vectores de clonacion en células de
mamifero.

Los vectores de expresion y clonacion generalmente contendrdn un gen de seleccion, también denominado
marcador seleccionable. Los genes de seleccidn tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a
antibidticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metrotexato o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotréficas, o (c) aportan nutrientes criticos no disponibles en medios complejos, por ejemplo, el gen
que codifica la D-alanina racemasa en bacilos.
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Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son los que permiten la
identificacion de células competentes para captar el acido nucleico de CRIg, tales como la DHFR o la timidina
quinasa. Una célula hospedadora apropiada cuando se emplea la DHFR de tipo silvestre es la linea celular CHO con
actividad DHFR deficiente, preparada y propagada como describen Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 77:
4216 (1980). Un gen de seleccion adecuado para el uso en levaduras es el gen trpl presente en el plasmido de
levaduras YRp7 [Stinchcomb et al., Nature, 282: 39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7: 141 (1979); Tschemper et al.,
Gene, 10: 157 (1980)]. El gen trpl proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante de levadura que
carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC N° 44076 o PEP4-1 [Jones, Genetics, 85: 12
(2977)].

Los vectores de expresion y clonacion normalmente contienen un promotor unido operativamente a la secuencia de
acidos nucleicos de CRIg para dirigir la sintesis de ARNm. Se conocen bien promotores reconocidos por una
variedad de posibles células hospedadoras. Los promotores adecuados para su uso con hospedadores procariotas
incluyen los sistemas promotores de B-lactamasa y lactosa [Chang et al., Nature, 275: 615 (1978); Goeddel et al,
Nature, 281: 544 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:
4057 (1980); EP 36,776], y promotores hibridos tales como el promotor tac [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 80: 21-25 (1983)]. Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia
de Shine-Dalgamo (S. D.) unida operativamente al ADN que codifica CRIg.

Los ejemplos adecuados de secuencias promotoras para el uso en levaduras hospedadoras incluyen los promotores
para la 3-fosfoglicerato quinasa [Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255: 2073 (1980)] u otras enzimas glucoliticas [Hess
et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry, 17: 4900 (1978)], tales como enolasa,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descaroxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa, y
glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de controlar la
transcripcion a través de las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para la alcohol
deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradativas asociadas con el metabolismo de
nitrégeno, metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de la
maltosa y la galactosa. Adicionalmente, en el documento EP 73.657 se describen vectores y promotores adecuados
para su uso en expresion en levaduras.

La transcripcion de CRIg a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero se controla, por ejemplo,
mediante promotores obtenidos de genomas de virus tales como poliomavirus, virus de la viruela aviar (documento
UK 2.211.504 publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (tales como el Adenovirus 2), virus del papiloma bovino,
virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, un virus de la hepatitis B y el Virus de Simio 40 (SV40), de
promotores heter6logos de mamifero, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y de
promotores de choque térmico, siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de la célula
hospedadora.

La transcripcion de un ADN que codifica los polipéptidos CRIg por eucariotas superiores puede aumentarse
insertando en | vector una secuencia potenciadora. Los potenciadores son elementos de ADN que actlan en cis,
normalmente de 10 a 300 pb, que actian en un promotor para aumentar su transcripcion. Se conocen muchas
secuencias potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastasa, albimina, o-fetoproteina e insulina). Sin
embargo, generalmente se usard un potenciador de un virus de células eucariotas. Los ejemplos incluyen el
potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (100-270 pb), el potenciador del promotor temprano
de citomegalovirus, el potenciador de polioma del lado tardio del origen de replicacion, y potenciadores de
adenovirus. El potenciador puede cortarse y empalmarse en el vector en una posiciéon 5 o 3’ en la secuencia
codificante de CRIg, pero preferentemente se localiza en un sitio 5° del promotor.

Los vectores de expresion que se usan en células hospedadoras eucariotas (levaduras, hongos, insectos, vegetales,
animales, humanas o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendrdn secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias se encuentran
normalmente disponibles a partir de las regiones 5’, ocasionalmente 3’, no traducidas, de los ADN o ADNc
eucariotas o virales Estas regiones contienen segmentos nucleotidicos transcritos como fragmentos poliadenilados
en la parte no traducida del ARNm que codifica CRIg.

Aun, otros métodos, vectores y células hospedadoras, adecuados para la adaptacién a la sintesis de CRIg en
cultivos de células de vertebrados recombinantes se describen en Gething et al., Nature, 293: 620-625 (1981);
Mantei et al., Nature, 281: 40-46 (1979); y en los documentos EP 117.060; y EP 117.058.

La amplificaciéon y/o expresion génica puede medirse directamente en una muestra, por ejemplo, por transferencia
de Southern y de Northern convencional, para cuantificar la transcripcion de ARNm [Thomas, Pro. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 77: 5201-5205 (1980)], transferencia puntual (analisis de ADN) o hibridacién in situ, usando una sonda
marcada apropiadamente, basandose en las secuencias proporcionadas en el presente documento. Como
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alternativa, se pueden emplear anticuerpos que pueden reconocer duplex especificos, que incluyen duplex de ADN,
diplex de ARN y duplex hibridos de ADN-ARN o duplex de ADN-proteina. A su vez, los anticuerpos pueden
marcarse y el ensayo puede realizarse cuando el diplex esta unido a una superficie, de modo que tras la formacion
del duplex en la superficie, puede detectarse la presencia del anticuerpo unido al diplex.

De manera alternativa, la expresion génica puede medirse por métodos inmunolégicos, tales como tincion
inmunohistoquimica de células o cortes tisulares y ensayos de cultivos celulares o de fluidos corporales, para
cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos, Utiles para la tincién inmunohistoquimica
y/lo ensayo de muestras de fluidos, pueden ser monoclonales o policlonales, y pueden prepararse en cualquier
mamifero. Convenientemente, los anticuerpos pueden prepararse contra un polipéptido CRIg de secuencia nativa o
contra un péptido sintético basado en las secuencias de ADN proporcionadas en el presente documento o contra la
secuencia exdgena fusionada con el ADN de CRIg y que codifica un epitopo especifico de anticuerpo.

Las formas de CRIg pueden recuperarse del medio de cultivo o de lisados de células hospedadoras. Si estan unidas
a la membrana, pueden liberarse de la membrana usando una solucidon de detergente adecuada (por ejemplo,
Triton-X 100) o por escision enzimatica. Las células empleadas en la expresion de CRIg pueden desestabilizarse por
diversos medios fisicos y quimicos, tales como por ciclos de congelacion-descongelacién, tratamiento con
ultrasonidos, desorganizacion mecanica, o agentes de lisis celular.

Puede desearse purificar CRIg de proteinas o polipéptidos de células recombinantes. Los siguientes procedimientos
son ejemplos de procedimientos de purificacion adecuados: por fraccionamiento en una columna de intercambio
iGnico; precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia en silice o en resina de intercambio catinico,
tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacién con sulfato de amonio; filtracién en gel usando, por
ejemplo, Sephadex G-75; columnas de proteina A Sefarosa para eliminar los contaminantes tales como IgG; y
columnas de metales quelantes para unir formas epitopicas etiquetadas del polipéptido CRIg. Pueden emplearse
diversos métodos de purificacién de proteinas y dichos métodos se conocen en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag, Nueva York (1982). La etapa (o etapas) de purificacion seleccionada dependerd, por ejemplo, de la
naturaleza del proceso de produccién usado y del CRIg particular producido.

3. Enfermedades diana

Los polipéptidos CRIg y las inmunoadhesinas CRIg-1g, son particularmente Utiles para la prevencion y el tratamiento
de afecciones oculares asociadas al complemento (todas las afecciones y enfermedades oculares en cuya patologia
interviene el complemento, incluyendo las rutas clasicas y alternativa, y en particular la ruta alternativa del
complemento), tales como, por ejemplo, las enfermedades maculares degenerativas, tales como todas las fases de
la degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), incluyendo las formas seca y humeda (no exudativa y
exudativa), neovascularizacién coroidal (NVC), uveitis, retinopatia diabética y otras retinopatias relacionadas con la
isquemia, endoftalmitis, y otras enfermedades intraoculares neovasculares, tales como el edema macular diabético,
la miopia patoldgica, la enfermedad de Hippel-Lindau, la histoplasmosis ocular, la Oclusién de la Vena Central de la
Retina (OVCR), la neovascularizacion corneal y la neovascularizacion retiniana. Un grupo preferido de afecciones
oculares asociadas al complemento incluye, degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE), incluyendo
DMRE no exudativa (seca o atréfica) y exudativa (himeda), neovascularizacion coroidal (NVC), retinopatia diabética
(RD) y endoftalmitis.

La DMRE es una degeneracion de la macula relacionada con la edad, que es la causa principal de la disfuncion
visual irreversible en individuos mayores de 60 afios. Existen dos tipos de DMRE, la DMRE no exudativa (seca) y
exudativa (humeda). La forma seca, o no exudativa, implica cambios atr6ficos e hipertréficos en el epitelio
pigmentario retiniano (EPR) por debajo de la retina central (macula) asi como depésitos (drusas) en el EPR. Los
pacientes con DMRE no exudativa pueden progresar a la forma himeda, o exudativa, de la DMRE, en cuyos vasos
sanguineos andémalos, denominados membranas neovasculares coroidales (MNVC), se desarrollan bajo la retina,
rezuman fluido y sangre, y finalmente causan una cicatriz cegadora en forma de disco en y bajo la retina. La DMRE
no exudativa, que habitualmente es precursora de la DMRE exudativa, es mas comun. La presentacion de la DMRE
no exudativa varia; pudiendo estar presentes drusas duras, drusas blandas, atrofia geogréfica del EPR, y
aglutinacién pigmentaria. Los componentes del complemento se depositan en el EPR inicialmente en la DMRE y son
los principales constituyentes de las drusas.

La presente invencion concierne especificamente al tratamiento de la DMRE de alto riesgo, incluyendo la DMRE de
categoria 3 y de categoria 4. La DMRE de categoria 3 se caracteriza por la ausencia de DMRE avanzada en los dos
ojos, teniendo al menos un ojo una agudeza visual de 20/32 o mejor con al menos una drusa grande (por ejemplo de
125 um), drusas de extension intermedia (tal como se mide por el area de la drusa), o atrofia geografica (AG) que no
implica el centro de la macula, o cualquier combinacion de estas. La DMRE de categoria 3 (que aln se considera
DMAR “seca”) tiene un alto riesgo de conversion a neovascularizacion coroidal (NVC).

La DMRE de alto riesgo de categoria 4 (clasificada como DMAR “humeda”) se caracteriza por una agudeza visual de
20/32 o mejor y sin DMRE avanzada (AG que implica al centro de la macula o caracteristicas de neovascularizacion
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coroidal) en el indice ocular. El otro ojo se caracteriza por DMRE avanzada, o agudeza visual menor de 20/32
atribuible a maculopatia por DMRE. Normalmente, si la DMRE de alto riesgo no se trata, rapidamente progresa a
neovascularizacién coroidal (NVC), a una velocidad aproximadamente 10-30 veces mayor que la velocidad de
progresion para la DMRE de categoria 1 0 2 (no de alto riesgo).

El CRIg y las inmunoadhesinas CRIg-lg, encuentran utilidad particular en la prevencion de la progresion de la DMRE
(en particular, DMRE de categoria 3 o categoria 4) a NVC, y/o en la prevencion del desarrollo/progresion de DMRE o
NVC en el otro ojo no afectado o menos afectado. En este contexto, el término “prevencion” se usa en el mas amplio
sentido para incluir, el bloqueo completo o parcial y la ralentizaciéon de la progresion de la enfermedad, asi como el
retraso de la aparicién de las formas mas graves de la enfermedad. Los pacientes con alto riesgo de desarrollar o
progresar a DMRE de alto riesgo (categoria 4) o a NVC se benefician especialmente de este aspecto de la
invencion.

Se sabe que el polimorfismo en el factor H del complemento (FHC) est& asociado con el riesgo de un individuo a
desarrollar DMRE y/o NVC. Las mutaciones en el FHC pueden activar el complemento, que a su vez puede conducir
a DMRE/NVC. Se ha notificado recientemente que el polimorfismo del factor H del complemento (FHC) representa el
50 % del riesgo atribuible de DMRE (Klein et al., Science 308: 385-9 (2005)). Se ha descubierto un haplotipo comun
en el FHC (HFI/FHC) que predispone a los individuos a la degeneracién macular relacionada con la edad (Hageman
et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 102(2): 7227-7232 (2005)). La DMRE se ha segregado como un rasgo
autosomico dominante, mapeando el locus de la enfermedad en el cromosoma 1g25-g31, entre los marcadores
DIS466 y D1S413, con una puntuacion LOD méaxima de aproximadamente 3,20 (Klein et al., Arch Opthalmol. 116(8):
1082-9(1998); Majewski et al., Am. J. Hum. Genet. 73(3): 540-50 (2003); Seddon et al., Am J. Hum. Genet. 73(4):
780-90 (2003); Weeks et al., Am. J. Ophthalmol. 132(5): 682-92 (2001); lyengar et al, Am. J. Hum. Genet. 74(1): 20-
39 (2004)); en el cromosoma 2qg3/2g32, entre los marcadores D12S1391 y D2S1384, con una puntuacién LOD
méxima de 2,32/2,03 (Seddon et al., anteriormente mencionado); en el cromosoma 3pl13, entre los marcadores
D12S1300 y D12S1763, con una puntuacion LOD méaxima de 2,19 (Majewski et al., anteriormente mencionado;
Schick et al., Am. J Hum. Genet. 72(6): 1412-24 (2003)); en el cromosoma 6q14, entre los marcadores D6S1056 y
DS249, con una puntuacion LOD méxima de 3,59/3,17 (Kniazeva et al., Am. J. Ophthimol. 130(2): 197-202 (2000));
en el cromosoma 9933, en el marcador D9S934, con una puntuacion LOD méaxima de 2,06 (Mejwski et al.,
anteriormente mencionado); en el cromosoma 10926, en el marcador D10S1230, con una puntuacién LOD méaxima
de 3,06 (Majewski et al., anteriormente mencionado; lyengar et al., anteriormente mencionado; Kenealy et al., Mol.
Vis. 10: 57-61 (2004); en el cromosoma 17g25, en el marcador D17S928, con una puntuacion LOD maxima de 3,16
(Weeks et al., anteriormente mencionado); y en el cromosoma 22912, en el marcador D22S1045, con una
puntuaciébn LOD méaxima de 2,0 (Seddon et al., anteriormente mencionado). Por consiguiente, la exploracion
genética es una parte importante para identificar pacientes que son particularmente buenos candidatos para el
tratamiento preventivo, incluyen la prevencién de la progresion de la enfermedad a una forma mas grave, tal como
de DMRE a NVC.

Ademas, a la vista de las contundentes pruebas de una relacion de la activacién del complemento y la degeneracion
macular relacionada con la edad (DMRE), la presente invencién proporciona un nuevo método para la prevencion y
el tratamiento de la NVC y la DMRE mediante la inhibicién del complemento, en particular, mediante la inhibicion de
la ruta alternativa.

4, Métodos de tratamiento

Para la prevencion, el tratamiento o la reduccion de la gravedad de una enfermedad ocular asociada al complemento
(inmunorelacionada), la dosificacién apropiada de un compuesto de la invencion dependera del tipo de la
enfermedad a tratar, tal como se define anteriormente, de la gravedad y de la evolucion de la enfermedad, de si el
agente se administra con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia anterior, del historial clinico del paciente, de
la respuesta al compuesto y del criterio del médico tratante. El compuesto se administra adecuadamente al paciente
una vez o a lo largo de una serie de tratamientos. Preferentemente, es deseable determinar la curva de respuesta a
la dosis y ensayar la composicion farmacéutica de la invencién, primero in vitro, y después en modelos animales
Utiles antes de realizar su ensayo en seres humanos.

Por ejemplo, dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, la dosificacién de aproximadamente 1 pg/kg a
15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 - 20 mg/kg) de polipéptido, es una dosificacion inicial candidata para la administracion al
paciente, por ejemplo, bien mediante una o mas administraciones distintas, o mediante infusion continua. Una
dosificacién diaria tipica puede variar de aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
anteriormente mencionados. Para 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. Sin embargo,
pueden utilizarse otros regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente mediante
técnicas y ensayos convencionales.

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad o afeccién ocular, los compuestos de la invencién se

administran generalmente mediante inyeccidon ocular, intraocular y/o intravitrea. También pueden usarse otros
métodos de administracién, que incluyen, pero sin limitacion, administracién topica, parenteral, subcutanea,
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intraperitoneal, intrapulmonar, intranasal e intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea.

Para la administraciéon ocular, intraocular o intravitrea las composiciones pueden prepararse mediante métodos y
usos de ingredientes conocidos en la técnica. Un requisito principal para el tratamiento eficaz es la adecuada
penetracion a través del ojo. A diferencia de las enfermedades de la parte anterior del ojo, donde los farmacos
pueden administrarse por via tépica, las enfermedades de la retina requieren una estrategia mas especifica de sitio.
Las gotas y pomadas oculares raramente penetran en la parte posterior del ojo y la barrera hemato-ocular
obstaculiza la penetracion de los farmacos administrados por via sistémica en el tejido ocular. Por consiguiente,
normalmente el método de eleccién para el suministro de farmacos para tratar enfermedades de la retina, tales
como la DMRE o la NVC, es la inyeccion intravitrea directa. Las inyecciones intravitreas se repiten normalmente a
intervalos que dependen de la afeccién del paciente y de las propiedades y semivida del farmaco suministrado. Para
la penetracion intraocular (por ejemplo, intravitrea), normalmente se prefieren moléculas de tamafio mas pequefio.
En el caso de CRIg, todas las formas, incluyendo el DEC de las formas corta y larga de huCRIg, sus fusiones con Ig
(Fc), las formas larga y corta de huCRIg de longitud completa, y todas sus fusiones con Ig (Fc) son adecuadas para
el suministro intraocular (incluyendo el intravitreo).

La eficacia del tratamiento de las afecciones oculares asociadas al complemento, tales como la DMRE o la NVC,
puede medirse mediante diversos criterios de valoracion que se usan comunmente en la evaluacion de las
enfermedades intraoculares. Por ejemplo, puede evaluarse la pérdida de vision. La pérdida de vision puede
evaluarse, por ejemplo, aunque sin limitacion, midiendo el cambio medio en la mejor agudeza visual corregida
(MAVC) desde el inicio en un momento deseado (por ejemplo, en el que la MCAV se basa en la Gréfica de Agudeza
Visual del Estudio del Tratamiento Precoz de la Retinopatia Diabética (ETPRD) y en la evaluaciéon de una distancia
de ensayo de 4 metros), midiendo la proporcién de sujetos que pierden menos de 15 letras en la agudeza visual en
un momento deseado en comparacién con el dato inicial, midiendo la proporcién de sujetos que ganan mas o igual a
15 letras en la agudeza visual en un momento deseado en comparacion con el dato inicial, midiendo la proporcion
de sujetos con una agudeza visual de Snellen equivalente a 20/2000 o peor en un momento deseado, midiendo el
Cuestionario NEI sobre Funcionamiento Visual, midiendo el tamafio de la NVC y la cantidad de pérdida de NVC en
un momento deseado, por ejemplo, mediante angiografia con fluoresceina, etc. Pueden hacerse evaluaciones
oculares, por ejemplo, que incluyan, pero sin limitacion, por ejemplo, la realizacion de un examen ocular, la medicién
de la presion intraocular, la evaluaciéon de la agudeza visual, la medicion de la presion con lampara de hendidura, la
evaluacion de la inflamacion intraocular, etc.

Las composiciones del presente documento pueden combinarse con una o mas molaridades de tratamiento
adicionales para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad o afeccion a la que se dirigen. Por lo tanto, por
ejemplo, si el objetivo es la prevencion o el tratamiento de afecciones oculares asociadas al complemento, la
administracion de CRIg (incluyendo todas las formas y sus regiones EC y/o fusiones con Ig) puede combinarse con
0 complementar la administracion del anticuerpo anti-VEGF-A ranibizumab (Lucenitis™, Genentech, Inc.), que esta
en desarrollo clinico para el tratamiento de la DMRE. En un ensayo clinico en Fase Ill que ha concluido
recientemente, ademas de reunir el criterio de valoracion de eficacia del estudio de mantener la vision en pacientes
con DMRE himeda, el 25 por ciento (59/238) de los pacientes tratados con 0,3 mg de Lucentis y el 34 por ciento
(81/240) de los tratados con 0,5 mg de Lucentis™ mejoraron la visién con una ganancia de 15 letras o mas en
comparacion con aproximadamente el 5 por ciento (11/238) de los pacientes en el grupo control, tal como se mide
con la Gréafica de Agudeza Visual del Estudio del Tratamiento Precoz de la Retinopatia Diabética (ETPRD).
Aproximadamente el 40 por ciento (188/478) de los pacientes tratados con Lucentis™ alcanzaron una puntuacion de
la agudeza visual de 20/40 o mejor a los 12 meses en comparacion con el 11 por ciento (26/238) en el grupo control.
A los 12 meses, los pacientes tratados con Lucentis ganaron una media de siete letras en la agudeza visual en
comparacion con cuando se incorporaron al estudio, mientras que los pacientes del grupo control perdieron una
media de 10,5 letras.

5. Ensayos de exploracion y modelos animales

El CRIg y las fusiones de CRIg y del DEC de CRIg con Ig, pueden evaluarse en diversos ensayos basados en
células y en modelos animales de enfermedades o trastornos asociados al complemento.

Un modelo animal de degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE) consiste en ratones con una mutacion
nula en los genes Ccl-2 o Ccr-2. Estos ratones desarrollan caracteristicas fundamentales de la DMRE, incluyendo la
acumulacion de lipofuscina en drusas y debajo del epitelio pigmentado retiniano (EPR), la atrofia de fotorreceptores
y la neovascularizacion coroidal (NVC). Estas caracteristicas se desarrollan por encima de los 6 meses de edad. El
CRIg y los agonistas de CRIg pueden someterse a ensayo con respecto a la formacion de drusas, atrofia de
fotorreceptores y neovascularizacion coroidal.

La NVC, puede ensayarse en diversos modelos de neovascularizacion coroidal inducida por laser. Por ejemplo, la
NVC puede inducirse en ratas y en monos Cinomolgos mediante fotocoagulacion con laser intensa, lo que da como
resultado la neovascularizacién coroidal. El progreso y el tratamiento de esta afeccién pueden evaluarse, por
ejemplo, mediante angiografia con fluoresceina, mediante evaluacion histopatolégica e inmunohistoquimica y
mediante ensayos farmacocinéticos, hemoliticos, de exploracion con anticuerpos y de activacion del complemento
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de suero extraido de los animales antes y después del tratamiento, en diferentes intervalos de tiempo. La eficacia de
la administracién preventiva puede controlarse mediante métodos similares, incluyendo control de filtracion vascular
mediante angiografia con fluoresceina, inhibicién de la deposicion de complemento en el sitio de la quemadura por
laser, examen ocular, fotografia ocular, extraccion de humor vitreo y tejido retinal, y similares. Mas adelante se
proporcionan detalles adicionales en los ejemplos.

6. Composiciones farmacéuticas

Las moléculas activas de la invencién, pueden administrarse para el tratamiento de afecciones oculares asociadas al
complemento en forma de composiciones farmacéuticas.

Las formulaciones terapéuticas de la molécula activa, como se define en las reivindicaciones, se preparan para su
conservacion mezclando la molécula activa que tiene el grado de pureza deseado con transportadores, excipientes o
estabilizantes opcionales, farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol,
A. Ed. [1980]), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los transportadores, excipientes o
estabilizantes adecuados no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico y
metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio; cloruro de bencetonio; alcohol fendlico, butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol, ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos
tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacéridos, disacéaridos y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA; azUlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales
tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales
como TWEEN™ PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

También pueden usarse lipofecciones o liposomas para suministrar el polipéptido a las células.

La formulacion del presente documento también puede contener mas de un compuesto activo, seglin sea necesario
para la indicacién particular que se esté tratando, preferentemente compuestos que tienen actividades
complementarias que no se afectan de modo adverso entre si. Como alternativa, o ademas, la composicion puede
comprender un agente citotoxico, un agente inhibidor de citocinas o del crecimiento. Dichas moléculas estan
presentes de manera adecuada en combinacion en cantidades que son eficaces para el fin al que se destinan.

Las moléculas activas también pueden incluirse en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas coloidades de suministro de farmacos (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed.
(1980).

Las formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto puede llevarse a cabo facilmente
mediante filtracidn a través de membranas de filtracion estéril.

Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidr6fobos sélidos que contienen el anticuerpo, cuyas
matrices estan en forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Los ejemplos de matrices
de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o alcohol
poli(vinilico)), polilactidos (Patente de Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de &cido L-glutdmico y y-etil-L-
glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicdlico tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de &cido lactico-acido glicdlico y acetato
de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros, tales como acetato de etilenvinilo y
acido lactico-acido glicélico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, determinados hidrogeles
liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el
organismo durante mucho tiempo, estos pueden desnaturalizarse 0 agregarse como resultado de la exposicion a la
humedad a 37 °C, produciendo una pérdida de la actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogenicidad.
Pueden idearse estrategias razonables para la estabilizacion dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si
se descubre que el mecanismo de relacion es la formacion de enlaces S-S intermoleculares a través de intercambio
tio-disulfuro, puede alcanzarse la estabilizacion modificando restos sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones
acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos apropiados y desarrollando composiciones de
matrices poliméricas especificas.

Para la administracion intraocular, generalmente se usan formulaciones para inyeccién, que se proporcionan
normalmente con seis semanas de diferencia. Antes de cada inyeccion se anestesia el ojo.
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Sin embargo, también es posible usar implantes con formulaciones de liberacién sostenida de CRIg o una fusion de
CRIg-Ig o del DEC de CRIg-Ig, para liberacién intravitrea.

Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos, y de ningin modo no pretenden limitar el alcance de la
presente invencion.

Ejemplos

Salvo que se indique otra cosa, los reactivos disponibles en el comercio que se mencionan en los ejemplos, se
usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La fuente de las células identificadas en los siguientes
ejemplos, y a lo largo de la memoria descriptiva, mediante niumeros de referencia de la ATCC, es la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209.

Ejemplo 1

Aislamiento de clones de ADNc que codifican el CRIg humano (PR0362)

Se usaron las secuencias del dominio extracelular (DEC) (incluyendo la sefial de secrecion, si hubiese alguna) de
aproximadamente 950 proteinas secretadas conocidas de la base de datos de proteinas publicas Swiss-Prot para
investigar bases de datos de etiquetas de secuencias expresadas (EST, Expressed Sequence Tags). Las bases de
datos EST incluyeron bases de datos EST publicas (por ejemplo GenBank) y una base de datos de ADN EST
patentada (LIFESEQ®, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA). La busqueda se realiz6 usando el programa
informatico BLAST o BLAST-2 (por ejemplo, Altshul et al., Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)) como una
comparacion de las secuencias de DEC de la proteina con una traduccién de 6 fases de la secuencia EST. Aquellas
comparaciones que dieron como resultado en el BLAST una puntuacién de 70 (o en algunos casos de 90) o mayor
que no codificaban proteinas conocidas se agruparon y ensamblaron en secuencias de ADN consenso con el
programa “phrap” (Phi1 Green, University of Washington, Seattle, Washington.

Una secuencia de ADN consenso se ensambld con respecto a otras secuencias EST usando el programa phrap.
Esta secuencia consenso se denomind ADN42257 (SEC ID N°: 9) (véase la Figura 32) en el presente documento.
Basandose en la secuencia consenso ADN42257 (SEC ID N° 9) mostrada en la Figura 32, se sintetizaron
oligonucledtidos: 1) para identificar por PCR una biblioteca de ADNc que contenian la secuencia de interés, y 2) para
usarlos como sondas para aislar un clon de la secuencia codificante de longitud completa para CRIg. Los cebadores
directo e inverso de la PCT generalmente varian de 20 a 30 nuclettidos y a menudo se disefian para dar un
producto PCR de aproximadamente 100-1000 pb de longitud. Las secuencias de las sondas generalmente tienen
una longitud de 40-55 pb. En algunos casos, se sintetizaron oligonucle6tidos adicionales cuando la secuencia
consenso era mayor de aproximadamente 1-1,5 kpb. Con el fin de explorar diversas bibliotecas para un clon de
longitud completa, las bibliotecas de ADN se exploraron mediante amplificacién por PCR, segun Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, con el par de cebadores de PCR. Después, se usé una biblioteca positiva
para aislar clones que codificaba el gen de interés usando el oligonucleétido sonda y uno de los pares de cebadores.

Se sintetizaron los pares de cebadores (directo e inverso):

cebador de PCR directo 1 (42257.d1) 5-TATCCCTCCAATTGAGCACCCTGG-3’ (SEC ID N°: 10)
cebador de PCR directo 2 (42257.d2) 5-GTCGGAAGACATCCCAACAAG-3’ (SEC ID N°: 11)

cebador de PCR inverso 1 (42257.i1) 5-CTTCACAATGTCGCTGTGCTGCTC-3’ (SEC ID N°: 12)
cebador de PCR inverso 2 (42257.i2) 5-AGCCAAATCCAGCAGCTGGCTTAC-3 (SEC ID N°: 13)

Adicionalmente, se construyd una sonda de hibridacion oligonucleotidica sintética a partir de la secuencia consenso
ADN42257 que tenia la siguiente secuencia de nucleoétidos:

Sonda de hibridacion (42257.s1)
5-TGGATGACCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGAT-3’ (SEC ID N°: 14).

Con el fin de explorar diversas bibliotecas para una fuente de un clon de longitud completa, el ADN de las bibliotecas
se exploré mediante amplificacion por PCR con los pares cebadores de PCR anteriormente identificados. Después,
se us6 una biblioteca positiva para aislar clones que codificaba el gen de CRIg usando el oligonucle6tido sonda y
uno de los cebadores de PCR.

Para la construcciéon de las bibliotecas de ADNc se aisl6 ARN de tejido cerebral fetal humano (LIB 153). Las
bibliotecas de ADNc usadas para aislar los clones de ADNc se construyeron por métodos convencionales usando
reactivos disponibles en el comercio, tales como los de Invitrogen, San Diego, CA. El ADNc se cebd con oligo dT
que contenia un sitio Notl, se unié por extremo romo a adaptadores con hemiquinasa de Sall, se escindieron con
Notl, se separaron por tamafio apropiadamente mediante electroforesis en gel, y se clondé en una orientacién
definida en un vector de clonacién adecuado (tal como pRKB o pRKD; pRK5B es un precursor de pRK5D que no
contiene el sitio de Sfil; véase, Homes et al., Science, 253:1278-1280 (1991)) en los sitios Unicos de Xhol y Notl.
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La secuenciacién de ADN de los clones aislados tal como se describe produjo la secuencia de ADN para un
polipéptido CRIg aislado (denominado en el presente documento UNQ317 (ADN45416-1251) (SEC ID Ne: 1).

La secuencia completa de nucleétidos de UNQ317 (ADN45416-1251) se muestra en la Figura 1 (SEC ID N°: 1). El
clon UNQ367 (ADN45416-1251) (SEC ID N°: 1) contiene una sola fase de lectura abierta con un sitio aparente de
inicio de la traduccién en las posiciones nucleotidicas 1082-1084 (Figura 1, SEC ID N°: 1). El precursor polipeptidico
predicho tiene una longitud de 321 aminoacidos (Figura 1, SEC ID N°: 2). La proteina CRIg que se muestra en la
Figura 1 tiene un peso molecular estimado de aproximadamente el 35.544 daltons y un pl de aproximadamente 8,51.
El andlisis del polipéptido CRIg de 321 aminoacidos, como se muestra en la Figura 1 (SEC ID N°: 2), confirma la
presencia de un sitio de unién a glucosaminoglicano en aproximadamente el aminoacido 149 a aproximadamente el
aminoacido 152 y un dominio transmembrana de aproximadamente el aminoacido 276 a aproximadamente el
aminoacido 306. El clon UNQ317 (ADN45416-1251) se ha depositado en la ATCC con el N° de depdsito: 209620.

Similar a los miembros de la familia JAM, CRIg (PRO362), mas recientemente mencionado como CRIg, es una
molécula transmembrana de tipo 1 y un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El dominio extracelular
de la forma larga del CRIg humano (huCRIg(L)) codifica ambos dominios terminales de IgG de tipo V y de tipo C2
(Smith y Xue, J. Mol. Biol. 274: 530-545 (1997)), mientras que la forma corta (huCRIg(C)) solo codifica un Gnico tipo
V de la Ig, pareciéndose al CRIg murino (muCRIg) (Figura 50A). El dominio citoplasmatico C terminal de CRIg
humano y murino contiene motivos de internalizacién consenso AP-2 (YARL y DSQALLI, respectivamente Bonafacino
y Traub Ann Rev Biochem 72 péagina 395 (2003)). Los HUCRIg y muCRIg comparten el 67 % de la homologia total
de secuencia residiendo el 83 % de la homologia en el dominio IgV. Entre los miembros de la familia JAM, huCRIg
es el mas estrechamente relacionado con JAM-A. La similitud de secuencia se confina a un tramo de restos
conservados que forman el pliegue del dominio de Ig (Figura 50A). Tanto el CRIg humano como el murino se
localizan en el cromosoma X en la posicién Xql2 y tienen una posicion sinténica en el cromosoma flanqueada por
hefastina y moesina.

Ejemplo 2

Produccién y purificacién de proteinas

Los dominios extracelulares de CRIg hu (humano) y mu (murino) se clonaron en un vector de expresiéon pRK5
modificado que codifica la region Fc de la IgG1 humana o murina cadena abajo de la secuencia de CRIg. La parte
Fc de la IgG1 de ratén que contiene una mutacién doble (D265A, N297A) que impide la unién del receptor de Fc
(Gong et al, J. Immunol. 174: 817-826 (2005)) se usé para controlar la regulacion del receptor de Fc. Como controles
se usaron la proteina de fusion Fc IREM-1 humana y CLM-1 de ratén o un anticuerpo anti-lgG gp120 murino. El
CRIg etiquetado con LFH se preparé fusionando el DEC de CRIg con una cremallera de leucina de levadura, un Flag
e histidina (6) en el extremo C. Las proteinas se sobreexpresaron en células CHO mediante transfecciones
transitorias. Las células crecieron en biorreactores completamente automatizados usando medios basados en medio
de Eagle modificado con F-12/Dulbecco complementado con suero con contenido Ultra-Bajo de IgG (Invitrogen) y
Primatone HS (Sigma). El cultivo se mantuvo durante de 7-12 dias hasta que las proteinas de fusiéon Fc recogidas se
purificaron por cromatografia de afinidad con proteina A y posterior filtracion en gel Sephacryl S-300. La proteina de
fusién LFH se purificé sobre una columna de niquel. La proteina CRIg-DEC humana se purificd por afinidad sobre
una columna de Gliceril-CPG (173700404) de Millipore a la cual se absorbié el anticuerpo monoclonal 3C9. La
proteina se eluy6 a un pH de 3,0 y se generaron los CRIg hu y mu-HIS por clonacion del DEC de CRIg en un vector
de expresion de baculovirus que contenia histidinas (6) en el extremo C. EI ADN plasmidico se transfectd en células
Sf9, el sobrenadante se usé para infectar células H5 y las proteinas se purificaron sobre una columna de niquel. Las
identidades de todas las proteinas purificadas se verificaron mediante analisis de la secuencia del extremo N y la
con concentracion de lipopolisacéarido fue <5 Eu/mg para todas las preparaciones de CRIg humano y murino.

Ejemplo 3

Preparacién de anticuerpos

Los anticuerpos policlonales se generaron inmunizando conejos de Nueva Zelanda con 200 pg de huCRIg(L)-His en
adyuvante completo de Freud seguido de un refuerzo 6 semanas después de la primera inmunizacién. Los
anticuerpos monoclonales contra muCRIg y huCRIg se generaron inmunizando ratas Wistar y ratones Balb/c con 50
ug de proteina de fusion CRIg etiquetada con histidina mediante inyeccion en la almohadilla plantar. Los clones se
seleccionaron basandose en su reactividad con CRIg-DEC humano y murino mediante ELISA, FACS, transferencia
de Western e inmunohistoquimica. A menos que se indique lo contrario, los anticuerpos obtenidos se usaron en los
ensayos posteriores.

Ejemplo 4

Infiltrados de células inflamatorias en piel de cobaya
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El siguiente ejemplo muestra que huCRIg (PR0O362) es proinflamatorio ya que estimula infiltrados de células
inflamatorias (es decir, neutréfilas, eosindéfilas, monociticas, linfociticas) en piel de cobayas. El ensayo que se
describe en el presente documento controla la capacidad de esta proteina para inducir un infiltrado de células
inflamatorias en la piel de una cobaya. Los compuestos que estimulan la infiltracién inflamatoria son (Utiles
terapéuticamente cuando la potenciacion de una respuesta inflamatoria es beneficiosa. Los compuestos que inhiben
la proliferacién de linfocitos son Utiles terapéuticamente cuando la supresién de una respuesta inflamatoria es
beneficiosa. Un agente terapéutico puede tener forma, por ejemplo, de anticuerpos quiméricos murinos-humanos,
humanizados o humanos contra CRIg, moléculas pequefias, péptidos, etc. que imitan la actividad biologica de CRIg,
proteinas de fusién CRIg-lg, regién extracelular de CRIg, y similares.

Se anestesio a cobayas lampifias (Charles River Labs) que pesaban 350 gramos o méas con ketamina (75-80 mg/kg
de peso corporal) y xilacina (5 mg/kg de peso corporal) por via intramuscular. Las muestras de las proteinas huCRIg
y control se inyectaron por via intradérmica en el dorso de cada animal a un volumen de 100 pl por sitio de
inyeccion. Hubo aproximadamente 16-24 sitios de inyeccién por animal. Se inyect6 por via intracardiaca 1 ml de
colorante azul Evans (al 1 % en solucién salina fisioldgica tamponada). Los animales se sometieron a eutanasia 6
horas después y se realizé una biopsia de cada sitio de inyeccién cutdnea y se fij6 en formalina. Las pieles se
prepararon para la evaluacion histopatolégica. Cada sitio se evalué para determinar la infiltracion de células
inflamatorias en la piel. Los sitios con células inflamatorias visibles se puntuaron como positivos. Las muestras que
inducian un infiltrado de células inflamatorias se puntuaron como sustancias proinflamatorias. En este ensayo el
CRIg dio positivo, lo que indica actividad antiinflamatoria.

Ejemplo 5

Expresion del ARNm vy del polipéptido CRIg (PRO362)

A. Hibridacion in situ e inmunohistoquimica

La expresion del ARNm de CRIg se evalué por hibridacion in situ, inmunohistoquimica y RT-PCR en diversos tipos
de tejidos.

Para la hibridacion in situ, los tejidos se fijaron (formalina al 4 %), se incluyeron en parafina, se seccionaron (3-5 um
de espesor), se desparafinaron, se desproteinizaron (20 pg/ml) con proteinasa K (15 minutos a 37 °C), y se
procesaron para la hibridacion in situ. Las sondas de los polipéptidos de la invencion se produjeron mediante PCR.
Los cebadores incluyeron sitios de inicio de la ARN polimerasa de T7 o T3 para permitir la transcripcion in vitro de
sondas en sentido o antisentido a partir de los productos amplificados. Las sondas en sentido o antisentido
marcadas con **P-UTP se hibridaron durante la noche (55 °C), se lavaron (SSC 0,1 X durante 2 horas a 55 °C), se
sumergieron en emulsion de rastreo nuclear NBT2 (Eastman Kodak, Rochester, NY), se expusieron (4-6 semanas 4
°C), y se desarrollaron y tifieron con colorante con hematoxilina y eosina de contraste. Se muestran normalmente
imagenes pares de campo brillante y oscuro representativas.

La tinciéon inmunohistoquimica se realiz6é en secciones congeladas de 5 mm de espesor usando un Autocolorante de
DAKO. La actividad enddgena de la peroxidasa se bloqued con la Solucién de Bloqueo de Kirkegaard y Perry
(1:10,4 minutos a 20 °C). Se us6 SNC al 10 % en TBS/Tween 20 al 0,05 % (DAKO) para dilucién y bloqueo. Se us6
AcM anti-CRig 4F722.2 (anti-PRO362) o IgG de ratén a 0,13 mg/ml. Se usé IgG de cabra anti-raton biotinilada
(Vector Labs), Burlingame, CA) a 1:200 y se detect6 con el Kit Convencional ABC Elite de Vector Labs (Vector Labs,
Burlingame, CA). Los portaobjetos se revelaron usando diaminobencidina potenciada con metal de Pierce (Pierce
Chemicals, Rockford, IL). La inmunohistoguimica doble para la expresion de CRIg (PRO362) y CD68 se realizé en
secciones congeladas para demostrar la localizacion de la expresién de CRIg en macréfagos. Se utilizaron el AcM
anti-CRIg 4F7.22.2 y el AcM anti-CD68 KP-1 de (DAKO) y se detectaron con los marcadores ficoeritrina y FITC,
respectivamente.

La expresién se examind en una amplia variedad de tipos de tejidos y células de seres humanos y de otros
mamiferos.

a. Tejido normal

Los tejidos adultos normales humanos que se examinaron incluyeron amigdalas, ganglios linfaticos, bazo, rifidn,
vejiga urinaria, pulmén, corazén, aorta, arteria coronaria, higado, vesicula biliar, prostata, estomago, intestino
delgado, colon, pancreas, glandula tiroidea, piel, glandula adrenal, placenta, Gtero, ovario, testiculos, retina y cerebro
(cerebelo, tronco cerebral, corteza cerebral). También se ensayaron tejidos fetales humanos normales que
incluyeron cerebro, bazo, intestino y tiroides de E12-E16 semanas. Ademas, se investigd la expresion en higado
murino.

b. Tejido inflamado
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Los tejidos inflamados examinados por hibridacién in situ incluyeron tejidos con enfermedad inflamatoria crénica
tales como pulmones con asma crénica, bronconeumonia crénica, bronquitis crénica/enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, riflones con nefritis intersticial linfocitica crénica, e higados con inflamacién crénica y cirrosis
debida a infeccidn crénica por hepatitis C, hepatitis autoinmunitaria o cirrosis alcohdlica.

c. Neoplasmas primarios

Los neoplasmas humanos primarios que se examinaron por hibridacion in situ para la expresion de PRO362
incluyeron carcinoma mamario, carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma pulmonar,
adenocarcinoma prostatico, y adenocarcinoma colénico.

2. Resultados

Se descubri6 que CRIg (PRO362) se expresaba en secciones congeladas de higado de raton (Figura 6), en
secciones congeladas de higado humano (Figura 7) y en diversas células similares a macréfagos tisulares,
incluyendo macréfagos del colon (Figura 8A), en células de Kupffer (Figura 8B), en macréfagos adrenales (Figura
8C), en células de Hofbauer (Figura 8D), en células sinoviales (Figura 9), en macrofagos alveolares, en macréfagos
residentes en la lamina propia intestinal y en macréfagos intersticiales en muchos tejidos. CRig también se
expresaba significativamente en la microglia cerebral (Figura 10). La expresion de CRIg aumenté significativamente
en estos tejidos cuando se activd debido a la presencia de neoplasia o enfermedad inflamatoria, incluyendo artritis
reumatoide (Figura 9), enfermedad inflamatoria intestinal, hepatitis cronica (Figura 12), neumonia, asma crénica
(Figura 11), glioma y bronquitis.

Para examinar adicionalmente la expresion de CRIg, se realizé tincion inmunohistoquimica en diversos tipos de
tejidos. La tincién inmunohistoquimica doble para CRIg y CD68 se realiz6 en macrofagos tisulares, incluyendo
macréfagos de la glandula adrenal, células de Kupffer hepaticas, células de la microglia cerebral, y células de
Hofbauer placentarias para determinar si CRIg y CD68 se expresan en los mismos tejidos.

Se descubrié que CRIg se coexpresaba junto con CD68 en macrdfagos de la glandula adrenal (Figura 13), en

células de Kupffer hepaticas (Figura 14), en células de la microglia cerebral (Figura 15) y en células de Hofbauer
placentarias (Figura 16).

Ejemplo 6

Implicacién de CRIg (PRO362) en inflamacién crénica

El nuevo receptor asociado con macréfagos con homologia con el antigeno A33 y JAM1 se cloné como se describe
en el Ejemplo 1 y méas adelante, y se identific6 como un polipéptido asociado a macrofagos miembro de la
superfamilia de Ig de un solo dominio transmembrana (CRIg o PRO362).

CRIg se expresa como dos variantes de corte y empalme. Una variante es un polipéptido de 399 aminoacidos que
contiene un dominio N terminal similar a IgV y un dominio C terminal similar a 1IgC2, que se denomina huCRIg o
huCRIg-largo (SEC ID N°: 4). La forma cortada y empalmada, que tiene 355 aminoacidos de longitud, que carece del
dominio C terminal, se denomina huCRIg-corto (SEC ID N°: 6). Ambos receptores tienen un solo dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico que contiene restos de tirosina que estan fosforilados de manera
constitutiva en macroéfagos in vitro.

El presente estudio demuestra que CRIg se expresa selectivamente en un subconjunto de macréfagos residentes en
tejidos y que esta asociado con inflamacién crénica.

Materiales y métodos

Células

La sangre se obtuvo por puncion venosa de voluntarios adultos sanos después de dar su consentimiento tras recibir
la informacién oportuna y se separd usando Ficoll-Paque PLUS (Amersham Pharmacia Biotech) segun las
instrucciones del fabricante. Las CMSP se obtuvieron de la interfase, se lavaron en PBS frio, y se lisaron con NacCl al
0,2 % durante 30 segundos y se neutralizaron con NaCl al 1,6 %. Se contaron las células y se mantuvieron en hielo
hasta su uso. Para aislar subconjuntos de sangre periférica, se usaron kits de MACS intactos (Miltenyi Biotech,
Auburn, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La diferenciacion a un fenotipo de macréfago se indujo
cultivando monocitos CD14" durante hasta 2 semanas en medio HG-DMEM que contenia suero humano autélogo al
10 % (v/v), suero bovino fetal al 20 % y 1 glutamina 10 mM, penicilina y estreptomicina. El medio se reemplaz6 el dia
5. Para el andlisis por citometria de flujo, las células se disociaron de la placa de cultivo usando solucién de
disociacién celular enfriada en hielo (Sigma). Los lisados para los analisis de transferencia de Western se
prepararon afiadiendo 0,5 ml de tampon de lisis directamente a los pocillos. Los lisados se mezclaron con el tampén
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de la muestra que contenia SDS y beta-mercaptoetanol, se procesaron en un gel de Tris-Glicina y se transfectaron a
una membrana de nitrocelulosa. La viabilidad celular se evalué por exclusiéon con azul de tripano.

Citometria de flujo

Para su uso en el andlisis de citometria de flujo las células se bloquearon durante 30 minutos a 4 °C con PBS que
contenia suero bovino fetal al 2 % y 5 pg/ml de IgG humana (Calbiochem, San Diego, CA). A continuacion, las
células se incubaron con 3C9, un anticuerpo monoclonal anti-CRIg (anti-PR0O362). Después de lavar en PBS, las
células se tifieron con anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE) contra CD11b, CD14, CD163, CD15, CD68 que
se obtuvieron de Pharmingen.

Estudios de adhesién célula - célula

Un vector de expresion pRK, que contenia CRIg de longitud completa, se expres6 de modo estable en una linea de
células T Jurkat humana usando seleccibn con neomicina y clasificacion con autoclén, como se describe en
cualquier otra parte. Las células se precargaron con el colorante fluorescente BCECF (Molecular Probes, Oregén) y
se afiadieron a una placa de 96 pocillos Maxisorb (CORNING™) recubierta con una monocapa de células
endoteliales humanas de la vena del cordén umbilical (HUVEC) tratadas con o sin TNFa 10 ng/ml. Las células se
mezclaron suavemente cargando los pocillos con tampoén de incubacién (HBSS que contenia CaCl 10 mM,
magnesio 10 mM y NaCl 1,5 mM) seguido de inversién de la placa en un trozo de papel de transferencia. Después
de 3 lavados, se hizo un recuento de la fluorescencia en un fluoroespectrometro. La lectura de la fluorescencia es
representativa del nUmero de células que permanecen adheridas a las células HUVEC.

Andlisis de transferencia de Northern

Se exploraron transferencias de Northern (CLONTECH) de tejidos multiples con una sonda de ADNc de CRIg de
longitud completa cebado aleatoriamente marcada con ¥p ysando el kit de Ambion de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Las transferencias se expusieron a una exploracion de formacion de imagenes de
fésforo durante 4 horas a 22 °C. Las transferencias se separaron y se volvieron a explorar con una sonda
comercialmente disponible para B actina humana o de raton (Clontech) para evaluar la carga y la cantidad de ARN
en cada carril, y se analizaron con un Phosphorimager Storm® (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Andlisis por RT-PCR en tiempo real

Para el analisis por PCR cuantitativa (TAQMANTM), se recomendd ARNm total de tejidos humanos o de células
primaras (100 ng) (PerkinElmer Life Sciences) con cebadores basados en la secuencia codificante de CRIg.

Produccién de proteina de fusién con Fc e His

Se clond el CRIg humano en el vector de expresion de baculovirus pHIF (Pharmingen). La proteina de fusion CRIg -
etiquetada con HIS consistia en el dominio extracelular de CRIg fusionado a 8 histidinas. La proteina de fusién
etiquetada con His se purific6 del sobrenadante de células de insecto infectadas con baculovirus cultivadas en
suspension usando resina de afinidad a niquel.

Produccién de anticuerpos monoclonales y policlonales

Para los presentes experimentos, se inmunizaron hembras BALBc y recibieron un refuerzo con 10 pg de CRIg-His8
por medio de inyecciones en la almohadilla plantar, como previamente describen Ghilardi et al, J. Biol. Chem. 277:
16831-16836 (2002). Se exploraron clones sencillos contra His-CRIg mediante ELISA. Los clones seleccionados se
ensayaron contra miembros de la familia JAM y la region Fc de la IgG humana. Los clones se titularon hasta
densidades unicelulares y se volvieron a explorar. Se descubrié que el clon 3C9 (IgG1) reaccionada selectivamente
contra CRIg. Los clones se usaron para la generacion de ascitis y se purificaron sobre proteina G (Amersham
Pharmacia Biotech); la concentracion de las proteinas se determind usando el reactivo BCA de Pierce (Pierce,
Rockford, IL).

Los anticuerpos policlonales se generaron inyectando 150 pug de CRIg-His en Conejos de Nueva Zelanda. Los titulos
séricos se determinaron mediante ELISA. El suero se recogid en el pico de los niveles circulantes de IgG y se
purificé sobre una columna de proteina A.

Hibridacién in situ

Se disefiaron cebadores de PCR (superior 5-TCTCTGTCTCCAAGCCCACAG (SEC ID N°: 18), e inferior, 5'-
CTTTGAG-GAGTCTTTGACC (SEC ID N°: 19) para amplificar un fragmento de 700 pb de huJAM4. Los cebadores
incluyeron los sitios de inicio de la ARN polimerasa de T7 o T3 para permitir la transcripcion in vitro de sondas en
sentido y antisentido, respectivamente, de los productos amplificados. Los tejidos humanos normales incluyeron
amigdalas, ganglios linfaticos, bazo, rifién, pulmén y corazén. Los tejidos con enfermedad inflamatoria crénica
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incluyeron pulmén con asma crénica, bronquitis crénica, higados con inflamacién crénica y cirrosis debida a
infeccion crénica por hepatitis C. Los tejidos se fijaron en formalina al 4 %, se incluyeron en parafina, se seccionaron
(3-5 um de espesor), se desparafinaron, se desproteinizaron con 20 ug/ml de proteinasa K (15 min a 37 °C) y se
procesaron para la hibridacién in situ, como se describe en cualquier otra parte.

Inmunohistoguimica

El higado humano se obtuvo en Ardais Corporation, Lexington, MA. La tincién inmunohistoquimica se realiz6 en
secciones hepaticas congeladas de 5-6 um de espesor usando un autocolorante de DAKO. La actividad peroxidasa
endodgena se bloqued con solucién de bloqueo de Kirkegaard y Perry (1:10, 4 min 20 °C). Se us6é suero normal de
cabra (SNC) al 10 % en TBS/Tween-20 al 0,05 % para la dilucién y el bloqueo. Se usé el AcM 3C9 a 1 ug/ml. Los
portaobjetos se revelaron usando diaminobencidina potenciada con metal (Pierce Chemicals).

Para la tincion de las secciones por inmunofluorescencia, estas se bloquearon con PBS/SNC al 10 % y se incubaron
con el AcM 3C9 durante 1 h a 20 °C. Como agente de deteccién se usé un anticuerpo secundario anti-conejo de
raton marcado con FITC conjugado con FITS. Para el procedimiento de doble tincion, se tifieron las secciones
posteriormente con un anticuerpo monoclonal conjugado con PE contra CD68 humano.

Resultados

Como se describe en el Ejemplo 1, huCRIg se clon6 a partir de una biblioteca de ADNc fetal humano usando
cebadores degenerados que reconocian los dominios de Ig conservados de JAM1 humano. La secuenciacion de
varios clones revel6 una fase de lectura abierta de 321 aminoé&cidos (Figura 1, SEC ID N°: 2). Las busquedas a
través de Blast confirmaron la similitud con Z39lg, una proteina transmembrana de tipo 1 (Langnaese et al., Biochim
Biophys Acta 1492: 522-525 (2000)). Méas tarde se descubri6 que a esta proteina de 321 aminoacidos la faltaba
algunos de los restos de aminoacidos del extremo C. Se determind que la proteina huSIgMA de longitud completa
tenia 399 restos de aminoacidos, como se muestra en la Figura 2 (SEC ID N° 4). La region extracelular de CRIg
consistia en 2 dominios similares a Ig, que comprendian, un dominio combinado V N-terminal y un dominio
combinado C2 C-terminal. Usando cebadores en 3’ y 5', se cloné una variante de corte y empalme de CRIg, CRIg-
corto (305 aminoacidos, Figura 3, SEC ID N°: 6), que carecia del dominio IgG proximal a la membrana.

Clonacién del CRIg murino y comparacién de secuencia con el CRlg humano

Usando la fase de lectura abierta completa del huCRIg y el algoritmo tblastn, se investigd en bases de datos de
etiguetas de secuencias expresadas (EST) murinas. La secuenciacion de ADN de 3 clones dio lugar a fases de
lectura abierta completas idénticas de 280 aminoéacidos. Los cebadores de las regiones 3’ se usaron para clonar un
transcrito de longitud completa de una biblioteca de bazo de raton. El clon murino se asemejaba a la forma de corte
y empalme de huCRIg en que éste carecia del dominio similar a Ig del extremo C. EI dominio IgV extracelular
estaba bien conservado entre el receptor humano y el murino con un 93 % de identidad. El dominio citoplasmatico
murino estaba mal conservado siendo 20 aminoacidos mas corto que su homdlogo humano y tenia una identidad del
40 %. El acido nucleico que codificaba el CRIg murino (muCRIg) y la secuencia de aminoacidos deducida se
muestran en la Figura 4 y como SEC ID Nos: 7 y 8, respectivamente.

CRIg se expresa en un subconjunto de macréfagos residentes en diversos tejidos y su expresién aumenta cuando
hay inflamacion

El analisis de transferencia de Northern de huCRIg mostré dos transcritos de 1,5 y 1,8 kb (Figura 17), con la
expresion mas alta en la glandula adrenal, pulmén, corazon y placenta, y con la expresibn mas baja en otros
drganos, tales como médula espinal, glandula tiroidea, glandula mamaria y ganglio linfatico. En todos los tejidos, el
transcrito de 1,8 kb fue el transcrito que se expres6é mas abundantemente y presumiblemente, codifica la forma larga
de CRIg. Se detectd un solo transcrito de aproximadamente 1,4 kb en rifién y corazén de raton.

Andlisis de PCR en tiempo real TAOMAN™

Para identificar lineas celulares especificas que expresaban CRIg, se usaron PCR cuantitativa en tiempo real y
cebadores/sondas especificos para el dominio de Ig N-terminal. Se descubrid expresion de ARNm baja pero
detectable en la linea celular mieloide HL-60 tratada con PMA y en la linea celular monocitica THP-1. La expresién
estaba ausente en lineas de células By T (Figura 18A).

Expresién de CRIg en monocitos diferenciados.

Para establecer detalles acerca de cuando se expresaba CRIg en monocitos/macrofagos en diferenciacion, se
determinaron los niveles de ARNm de CRIg en monocitos no adherentes y monocitos adherentes, inducidos para
diferenciarse en presencia de suero humano autélogo. Los niveles de ARNm de CRIg aumentaron gradualmente a lo
largo del tiempo y alcanzaron niveles maximos 7 dias después de la siembra en placa (Figura 18B). En esta fase de
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diferenciacion, los niveles de ARNm fueron 100 veces mayores en comparacion con los de los monocitos
indiferenciados.

La transferencia de Western de lisados de monocitos/macréfagos mostré un aumento de la expresion de la proteina
CRIg (Figura 18C) en paralelo con el aumento de la expresion de ARNm de CRIg, indicando que CRIg se expresaba
cuando los monocitos se diferenciaban para formar macréfagos. Una banda de 48 kDa y una banda de 40 kDa
aparecio en la transferencia, presumiblemente representando las formas corta y larga del CRIg humano.

Caracterizacién molecular de CRIg

El CRIg migré de forma similar en condiciones reductoras y no reductoras indicando que se expresaba como un
monomero (Figura 19A). Solamente se observaron ligeros cambios en los patrones de migraciéon cuando el CRIg se
desglucosilaba usando PNGasa F, indicando una N glucosilacién insignificativa. El CRIg se fosforild6 cuando las
células que sobreexpresaban CRIg se trataron con pervanadato (Figura 19B). El CRIg fosforilado migré como una
proteina con un Pm ligeramente mayor (55 kDa). En células HEK 293 humanas, el dominio citoplasmético de CRIg
fosforilado con tirosina no acumula Syk quinasa (resultados no mostrados).

Analisis por citometria de flujo de la expresiéon de CRIg en células mononucleares de sangre periférica

Para determinar el patrén de expresion de CRIg en los leucocitos circulantes, se realizaron andlisis de citometria de
flujo en linfocitos aislados de sangre de donantes sanos usando el anticuerpo monoclonal anti-CRIg humano 3C9.
Los anticuerpos se prepararon inmunizando ratones Balb/C con el dominio extracelular de CRIg humano etiquetado
con 8 His. El anticuerpo es un anticuerpo no bloqueante que puede usarse para detectar la proteina nativa en
secciones congeladas fijadas con acetona directamente conjugado con ALEXA™ A488. Se realizé tincion de
contraste con anticuerpos conjugados con PE para algunos antigenos de la superficie de células inmunitarias. CRIg
estaba ausente en la superficie de todos los leucocitos, incluyendo linfocitos citoliticos naturales (NK cells) By T,
monocitos y granulocitos (Figura 20). Sin embargo CRIg se expresaba en monocitos cultivados durante 7 dias en
medio de diferenciacién de macrofagos.

Regulacién de la expresiéon de CRIg en monocitos

Para estudiar la regulacion de la expresion de CRIg, se cultivaron macréfagos durante 7 dias en presencia de
diversas citocinas pro- y anti-inflamatorias y se determinaron los niveles de expresion de CRIg por PCR en tiempo
real o andlisis de flujo. La expresion del ARNm de CRIg aumenté después del tratamiento de los macréfagos durante
2 dias con IL-10 y TGF-B y estaba regulada negativamente por IL-4, IL13 y LPS (Figura 21A). El tratamiento con
dexametasona aument6 la expresion 5 veces en comparacion con macréfagos control no tratados. Con el fin de
determinar la regulacion de CRIg expresado en la superficie celular, se realiz6 andlisis de citometria de flujo en
monocitos de sangre periférica tratados con diversas citocinas y dexametasona durante 5 dias. Se detecté CRIg
usando el clon 3C9 del anticuerpo monoclonal conjugado con ALEXA™ A488. Las células se tifieron conjuntamente
con anticuerpos anti CD-14. Se encontr6 aumento de expresion de CRIg en la superficie después del tratamiento de
los monocitos con IL-10 y LPS durante 5 dias (Figura 21B). Se descubrié un drastico aumento en la expresién de
CRIg en la superficie después del tratamiento con dexametasona.

Distribucién subcelular de CRIg

Para estudiar la distribucién subcelular de CRIg, durante 15 dias se mantuvieron en cultivo macréfagos derivados de
monocitos (MDM) después de los cuales estos se fijaron y se tifieron con un anticuerpo monoclonal (clon 3C9) o con
un anticuerpo policlonal de conejo 4F7 seguido de un anticuerpo secundario conjugado con FITC y un anticuerpo
anti CD63 marcado con PE. La microscopia confocal mostrd alta expresion de CRIg en el citoplasma perinuclear,
solapandose con la expresién de la proteina de la membrana lisosomal CD63 (Figura 22). También se expresé CRIg
en los bordes anterior y posterior de los macréfagos donde su patrén de tincion no se solapaba con los de CD63.

Expresién de CRIg en tejidos normales y enfermos

Se estudié la expresion de CRIg en macréfagos residentes en tejidos y los cambios en su expresion en tejidos con
enfermedades inflamatorias crénicas. Usando hibridacion in situ, se determiné la expresion del ARNm de CRIg en
paneles de tejidos humanos fijados en paraformaldehido. Se descubrieron altos niveles de expresion en macréfagos
alveolares obtenidos de una autopsia pulmonar de un paciente con neumonia o asma cronica (Figura 23, A, B, C, y
D). Se descubri6 alto nivel de expresion de ARNm en células de Kupffer en el higado de un paciente con hepatitis
cronica (Figura 23, Ey F).

En un estudio anterior (Walker, Biochimica et, Biophysica Acta 1574: 387-390(2002)), y explorando bibliotecas
electronicas, se descubri6 alta expresion de ARNm de CRIg en el sinovio de pacientes con artritis reumatoide. Por lo
tanto, se estudid el patrén de expresion de CRIg en el sinovio obtenido de pacientes con artritis reumatoide,
osteoartritis y enfermedad 6sea degenerativa. Se descubrid alta expresion de ARNm de CRIg en células sinoviales
obtenidas de un paciente con osteoartritis (Figura 24, B). Las células sinoviales de las capas superficiales tuvieron la
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expresion mas alta de CRIg (Figura 24, D). Ademas, se uso el anticuerpo policlonal 6F1 para estudiar la expresion
de CRIg en secciones congeladas de sinovio humano obtenido de un paciente con artritis reumatoide. CRIg se
expresaba en un subconjunto de células sinoviales (20-40 %) y en macrofagos tisulares en el sinovio (Figura 25, A,
B, C. Estas células fueron, mas probablemente, células sinoviales similares a macréfagos de tipo A. No habia tincion
en el sinovio control (Figura 25, D).

La expresion de la proteina CRIg se descubri6 en macréfagos en diversos tejidos diferentes. Las secciones
congeladas preparadas a partir de células CHO que expresaban de manera estable CRIg muestran localizacién de
CRIg en la membrana (Figura 26 A). La proteina CRIg se descubrié en macréfagos alveolares (Figura 26, B), en
histiocitos de la lamina propia del intestino delgado (Figura 26, C), en células de Hofbauer en la placenta (Figura 26,
D), en macro6fagos en la glandula adrenal (Figura 26, E) y en células de Kupffer en el higado (Figura 26, F).

Las placas ateroscleréticas contenian un alto nimero de macréfagos o de células macrofagicas espumosas que se
adherian fuertemente a la pared luminal de la aorta. Considerando el papel de CRIg en la adhesiéon de los
macréfagos al endotelio, se estudié la expresion de CRIg en placas ateroscleroticas. Se tifieron secciones alternas
de placas con anti-CD63 (Figura 27, Ay B) o con anti-CRIg (Figura 27, C y D). Se descubrieron patrones de tincién
solapantes de anti-CD63 y CRIg en células espumosas alineadas en la pared de los vasos indicando un papel de
CRIg en la aterosclerosis.

Para determinar si CRIg se expresaba selectivamente en macrofagos, se realiz6 doble tincion con
inmunofluorescencia en macréfagos intersticiales del corazén (Figura 28). Tal como se muestra en la superposicién
(Figura 28, tercer panel) la mayor parte de los macréfagos intersticiales positivos para CRIg también fueron positivos
para CD68. No todos los macréfagos CD68 positivos fueron positivos para CRIg, indicando que el dltimo era
especifico para un subtipo de macréfagos residentes en los tejidos.

Para determinar cuantitativamente los niveles de expresién de ARNm en el sindrome de la enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), se extrajo ARNm de tejido de colon obtenido de pacientes con colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn
o de pacientes sin manifestacion de Ell. Se realiz6 PCR en tiempo real usando cebadores especificos para CRIg,
para medir los niveles de expresion relativa. Los niveles de expresion fueron 16 veces mas altos en un paciente con
colitis ulcerosa, y 5 veces mas altos en un paciente con enfermedad de Crohn, en comparaciéon con un tejido control
(Figura 29, A). De modo similar, se determinaron los equivalentes de ARN relativos en tejido de pulmén y se
descubrio que eran mas altos en tejidos de un paciente con enfermedad pulmonar oclusiva cronica (EPOC: 14 veces
por encima de lo normal) y que no diferian significativamente de lo normal en un paciente con asma (Figura 29, B).

Es bien sabido que las moléculas de la superfamilia de Ig actitan como mediadoras en el reconocimiento de la
superficie celular y adhesion de célula a célula. Dado que la expresion de CRIg fue alta en macrofagos intersticiales
que se alinean en los vasos sanguineos, se estudid la implicacién de CRIg en la adhesion celular endotelial de
macréfagos. Una linea de células Jurkat, transfectada de manera estable con CRIg-largo de longitud completa
(Figura 30A), se carg6 con el colorante fluorescente BCECF y se afiadid a los pocillos de una placa maxisorb de 96
pocillos en la que se habia cultivado una monocapa de células HUVEC. La adhesion se midi6 a través de la cantidad
de fluorescencia retenida después de 3 lavados suaves. Las células Jurkat que expresaban CRIg fueron mas
adherentes tanto al endotelio control como al estimulado con TNF-a, en comparacion con las células Jurkat
transfectadas de manera estable con un plasmido control (Figura 30B).

Analisis

En este estudio se describe, por primera vez, la distribucidn tisular, la regulacion de la expresion y la caracterizacion
molecular de un nuevo miembro de la superfamilia de Ig, CRIg/Z39lg, y se confirma su expresion selectiva en
macréfagos residentes en tejidos.

La expresion de CRIg se descubrié en macréfagos residentes que tenian un fenotipo completamente diferenciado.
Su expresion estaba aumentada en tejidos con inflamacion crénica al igual que en los de artritis reumatoide y
enfermedad inflamatoria intestinal. El aumento de la expresién de CRIg en estas enfermedades, que a menudo se
caracterizaban como enfermedades de tipo Th2, puede estar en linea con la regulacion de su expresion mediante
citocinas Th2 in vitro. Si este aumento de expresion se debe a un aumento de la presencia de macréfagos positivos
a CRIg o a un aumento de expresion de los macréfagos inflamatorios, esta ain por determinar.

CRIg puede actuar con mediador en una de las funciones efectoras de los macréfagos humanos, que incluyen el
reconocimiento bacteriano, la fagocitosis, la presentacion de antigenos y la liberacion de citocinas. Estos resultados
indicaron un papel de CRIg en la adhesion, y posiblemente en la movilidad, de los macréfagos en la pared celular
endotelial de los vasos.

La expresion de CRIg estaba aumentada en enfermedades inflamatorias no microbianas como la colitis ulcerosa y la
enfermedad pulmonar oclusiva crénica (EPOC) pero estaba regulada negativamente en macrofagos aislados
después de tratamiento con LPS o con otro componente de la pared celular bacteriana, tal como el &cido lipoteicdico
y la lipoproteina bacteriana. El tratamiento prolongado, durante 2 dias, con LPS produjo un aumento en la expresion
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de CRIg. Esto podia deberse a un efecto autocrino de la IL-10 secretada por macréfagos estimulados con LPS. Se
observd una regulacién positiva llamativa de CRIg, tanto a niveles de ARNm como de proteinas, después de
tratamiento de monocitos o macréfagos con dexametasona. Se ha descubierto que unos pocos receptores de
superficie de monocitos/macréfagos aumentan su expresion después de tratamiento con dexametasona. Un ejemplo
es CD163, pero su induccion por dexametasona es mucho menos drastica. La regulacion positiva de CRIg mediante
citocinas antiinflamatorias IL10 y TGFp fue de considerable interés e indica que CRIg puede actuar como mediador
en el papel antiinflamatorio de los glucocorticosteroides.

Como se describe en el presente documento, CRIg se expresé en un subconjunto de macréfagos CD68 positivos
que pueden representar macrofagos activados. Usando anticuerpos bloqueantes y activadores contra CRIg vy la
proteina de fusiéon CRIg-Fc, se ha investigado su papel en la funcién efectora de macréfagos, en la adhesién y
migracion y su papel en enfermedades inflamatorias crénicas, y se describe en el Ejemplo 7.

Solamente unos pocos marcadores de la superficie celular se expresaron especificamente en macréfagos
diferenciados, tales como CD68 y CD163. Aunque CD68 se expresO aparentemente en todas las poblaciones de
macréfagos humanos, el antigeno pudo también detectarse en otras células mieloides y también en determinadas
células no mieloides. Por lo tanto, CRIg representa el primer antigeno de la superficie celular que se expresa
selectivamente en un subconjunto de macréfagos maduros intersticiales.

Ejemplo 7

Proteinas de fusién CRIg en artritis inducida por colageno (AIC) en ratones DBA-1J

Este experimento tenia el objetivo de comparar proteinas de fusién CRIg con las de IgG1l murina control en el
desarrollo de enfermedad y progresion de AIC (artritis inducida por colageno, un sistema de modelo animal
experimental de artritis reumatoide).

Como se explica en el Ejemplo 4, CRIg se expresa alta y especificamente en un subconjunto de macréfagos y se
encuentra en gran cantidad en tejidos con inflamacién crénica. El CRIg murino tiene alta expresién en macréfagos y
sinoviocitos en las articulaciones inflamadas de ratones con artritis inducida por colageno. Estudios realizados in
vitro han mostrado que CRIg esta implicado en la adhesién de los macréfagos al endotelio. La proteina de fusion
CRIg-Fc influye en el transcurso de una enfermedad autoinmunitaria, en este caso artritis inducida por colageno en
ratones, bien influyendo en las propiedades de los macréfagos tisulares o influyendo en la respuesta inmunitaria de
otras células (por ejemplo, células T, células B, células epiteliales, células endoteliales). Esto puede dar como
resultado el alivio de la inflamacion, hinchazén y desgaste de hueso prolongado en las articulaciones.

Se genero una proteina de fusion muCRIg-Fc fusionando la bisagra, dominios CH2 y CH3 de la IgG1 murina, con el
dominio extracelular (1-200 aa) del CRIg murino. Se us6 una fusion que contenia una mutacion doble que impedia
que el receptor de Fc se uniera, para controlar la regulacion del receptor de Fc. La secuencia de nucleétidos de la
proteina de fusion muCRIg-Fc se muestra como SEC ID N°: 17. (Las secuencias codificantes de huCRIg-lg y de
huCRIg-corto-lg similares se muestran como SEC ID Nos: 15 y 16, respectivamente). La proteina se produjo en
células CHO mediante transfecciones transitorias de ADN plasmidico. La proteina de fusion se purificé procesando
el sobrenadante celular sobre una columna de proteina A seguido de cromatografia de intercambio i6nico para
eliminar agregados. La semivida en suero se estimo inyectando una sola dosis de CRIg-Fc de 4 mg/kg a un ratén
C57B6 seguido de obtencion del suero del raton a intervalos de tiempo especificos. Los niveles en suero de CRIg
murino-Fc se determinaron mediante un ELISA de tipo sandwich usando AcM anti CRIg que reconocian diferentes
epitopos del dominio extracelular de CRIg.

Especies de modelos animales: Ratén

Cepa (cepas): DBA-1J
Proveedor (proveedores): JACKSON

Intervalo de edad: de 7 a 8 semanas de vida

Se escogiod el ratbn como especie para estudiar la artritis inducida por colageno (AIC) debido a que la AIC es una
poliartritis inflamatoria con caracteristicas clinicas y patoldgicas similares a las de la artritis reumatoide (AR) en seres
humanos. Este modelo animal se ha utilizado en muchos laboratorios y la histopatologia de la AIC se asemeja a la
observada en la AR con proliferacién sinovial que progresa a formacién de pannus, degeneracion/destruccion del
cartilago y desgaste 6seo marginal con deformidad articular posterior. También, el animal es el mamifero
filogenéticamente mas inferior. Ademas, no existe ningiin modelo in vitro disponible para imitar la patogénesis
compleja, multifactorial, de la AR.

Disefio experimental

Grupos de tratamiento:
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1) isotipo migG1 6 mg/kg en solucion salina subcutanea (SC) 200 pl 3 veces/semana durante 7 semanas (n=8).
2) isotipo muCRIg 4 mg/kg en solucion salina SC 100 ul 3 veces/semana durante 7 semanas (n=8).

Se inmunizé a los ratones por via intradérmica con CIl bovino (100 ug, Sigma, St Louis) emulsionado en CFS
(Difco). Los ratones volvieron a exponerse a Cll en API (Difco) 21 dias mas tarde. Comenzando el dia 24, un grupo
de ratones (n = 7) recibié 100 ug de muCRIg (PRO362) Fc tres veces a la semana durante seis semanas, Yy el
segundo grupo (n = 8) recibid 100 ug de IgG1 murina, como control. Se examiné a los ratones diariamente para
determinar los signos de inflamacion articular y se puntuaron del siguiente modo: 0, normal; 1, eritema e hinchazén
leve confinada a la articulacion del tobillo; 2, eritema e hinchazén leve que se extendia del tobillo a las articulaciones
del metatarso y del metacarpo; 3, eritema e hinchazén moderada que se extendia del tobillo a las articulaciones del
metatarso y del metacarpo, 4, eritema e hinchazén grave que se extendia del tobillo a los dedos. La maxima
puntuacién artritica por pata fue de 4, y la maxima puntuacioén por raton fue de 16 (Figura 31).

Se inmuniz6 a todos los ratones con 100 pg de colageno bovino de tipo Il en 100 ul de Adyuvante completo de
Freund (CFA) el dia 0. El colageno de tipo Il en CFA se inyecté por via intradérmica en la base de la cola en el lado
derecho. El dia 21, se proporcion6 por via i.d. una 22 inmunizacion con 100 pg de colageno bovino de tipo Il en 100
ul de adyuvante incompleto de Freund en el lado izquierdo de la cola. El personal de investigacion examinaba a los
todos los dias (de L a V). Como dispositivo de enriquecimiento y para proporcionar un extra acolchamiento a los
animales se usaron nidificaciones (nestlets). Siempre que fue necesario, se proporcioné alimento humedecido en el
fondo de las jaulas. Los animales debilitados se sacrificaron después de consultar con el personal veterinario. Al final
del estudio se tomaron rayos X faxitron terminales y una microCT (microfotografia computarizada) y se evaluaron las
lesiones/desgastes articulares. Ademas, los animales se pesaron antes y después del tratamiento.

El dia 35 y al final del estudio, se extrajo sangre de los ratones de los Grupos 1 a 8 para determinar la pK en suero y
para determinar el titulo de anticuerpos anti colageno de tipo Il (100 pl de sangre orbital).

El dia 70 se extrajo sangre por via intracardiaca definitivamente a todos los ratones con isoflurano al 3% para
realizar un hemograma terminal, para un recuento leucocitario diferencial y para la evaluacion de pK en suero (G3).

Los ratones se sacrificaron el dia 70, después de la induccion de artritis. Se recogieron las cuatro extremidades para
efectuar las radiografias, la microCT y la histopatologia.

Resultados

La inyeccion sistémica de la proteina de fusion CRIg, muCRIg-Fc, a un raton con artritis inducida por colageno
(modelo animal para la artritis reumatoide) mostré una reduccion significativa (véase la Figura 31: valor p = 0,0004)
en la progresion de la AIC en el grupo de ensayo de ratones que recibieron la proteina de fusion CRIg (cuadrados)
frente al grupo de ratones control que recibieron IgG1 (circulos). La artritis inducida por colageno se indujo mediante
inyeccion de colageno bovino de tipo Il emulsionado en adyuvante completo de Freud. Se dio una inmunizacién de
refuerzo 21 dias después de la primera inmunizacion. Se traté a los animales 3 veces por semana bien con la
proteina de fusion CRIg-Fc o con anti gp120 IgG1. La dosificacion fue de 4 mg/kg en 100 ul de PBS subcutaneo. El
tratamiento comenzo el dia 21 y continu6 hasta el dia 70. Se observd a los ratones diariamente para determinar la
hinchazoén de pata trasera como un signo de artritis. La gravedad de la artritis se califico en una escala de 1 a 16 del
siguiente modo: 0 = Sin pruebas de eritema ni de hinchazén, 1 = Eritema e hinchazén leve confinada al mediopié
(tarso) o tobillo, 2 = Eritema e hinchazén leve que se extiende del tobillo al mediopié, 3 = Eritema e hinchazoén
moderada que se extiende del tobillo a las articulaciones del metatarso, 4 = Eritema e hinchazdn grave que abarca el
tobillo, el pie y los dedos.

Experimento de repeticién

El protocolo anteriormente descrito se modificé para repetir y confirmar los resultados del experimento anterior en el
modelo de artritis inducida por colageno (AIC). El protocolo modificado incluy6 la investigacion del posible efecto de
la exposicién a radiacién como resultado de la formaciéon de imagenes de microCT in vivo durante la enfermedad y
durante el desarrollo de la progresién.

Setenta ratones DBA1/J (de 7 a 8 semanas de vida, Jackson Laboratories) se dividieron en 5 grupos de tratamiento,
dos grupos (G1 y G3) con 15 ratones por grupo, dos grupos (G4 y G5) con 10 ratones por grupo, y un grupo (G2)
con 20 ratones.

Grupos de tratamiento:
G1: isotipo mulgG1 4 mg/kg en solucion salina 100 pl, s.c., 3 veces por semana durante 7 semanas (n=15).
G2: isotipo muCRIg-IgG1 4 mg/kg en solucién salina 100 pl, s.c., 3 veces por semana durante 7 semanas (n=20).

G3: isotipo muTNFRII-IgG1 4 mg/kg en solucién salina 100 pl, s.c., 3 veces por semana durante 7 semanas
(n=15).
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G4: isotipo mulgG1 4 mg/kg en solucién salina 100 pl, s.c., 3 veces por semana durante 7 semanas, anestesia
con microCT in vivo (n=10).

G5: isotipo muTNFRII-IgG1 1,0 mg/kg en solucion salina 100 pl, s.c., 3 veces por semana durante 7 semanas,
anestesia con microCT in vivo (n=10).

El TNF es una citocina secretada por fagocitos mononucleares, células T estimuladas con Ag, linfocitos citoliticos
naturales (células NK) y mastocitos. Esta implicado en respuestas inflamatorias e inmunitarias normales. El TNF-a
juega un papel importante en la patogénesis de la artritis reumatoide (AR). Se descubrieron niveles elevados de TNF
en fluido sinovial de pacientes con AR. En este protocolo, se usé mTNFRII-Fc como control positivo, para bloquear
la interaccion entre el TNF y sus receptores de la superficie celular.

Todos los ratones de los grupos G1 a G5 se inmunizaron con 100 pg de colageno bovino de tipo Il en 100 ul de
Adyuvante Completo de Freund (CFA) el dia 10. El colageno de tipo Il en CFA se inyecto por via intradérmica en el
lado derecho de la base de la cola. El dia 21, se proporcioné una segunda inmunizacion con 100 pg de colageno
bovino de tipo Il en 100 pl de Adyuvante incompleto de Freund por via intradérmica en el lado izquierdo de la cola.

Los animales se examinaron todos los dias. Los ratones de los grupos G4-5 se anestesiaron con isoflurano y se les
realizé una microCT in vivo semanalmente. Los rayos X faxitron terminales y la microCT se tomaron al final del
estudio, y se evaluaron las lesiones/desgastes articulares.

El dia 35 y al final del estudio, a los ratones de los grupos G1-5 se les extrajo sangre para evaluar la pK en suero y
el titulo de anticuerpos anti colageno de tipo Il (100 pul de sangre orbital). El dia 70 se extrajo sangre por via
intracardiaca definitivamente a todos los ratones con isoflurano al 3% para realizar un hemograma terminal, para un
recuento leucocitario diferencial y para la evaluacion de pK en suero (G3).

Los ratones se sacrificaron el dia 70, después de la induccién de artritis. Se recogieron las cuatro extremidades para
efectuar radiografias, la microCT vy la histopatologia.

La Figura 33 muestra una reduccion significativa de la hinchazén articular en los ratones tratados con CRIg-Fc.

La inmunohistoquimica realizada en tejido fijado en formalina, incluido en parafina (tincion H&E), obtenida de los
animales tratados con muCRIg-Fc el dia 70, muestra inhibicion de inflamacion articular como resultado del
tratamiento. La Figura 34 muestra secciones teflidas con H&E de una articulacién del metatarso de un ratén DBA1/J
70 dias después de la inmunizacion con coldgeno de tipo Il. A. Se descubrié un infiltrado masivo de células
inflamatorias en las zonas que rodeaban las vainas del tenddn y en la zona que rodeaba la cavidad articular; B.
Detalle de A; C. Bajo grado de infiltrado inflamatorio en la articulacion de un ratén tratado con CRIg-Fc. Se
encontraron pocas células inflamatorias en las zonas que rodeaban las vainas del tendon y la cavidad articular; D.
Detalle de B.

La Figura 35 muestra que el volumen &seo cortical se conservd en las articulaciones de los ratones tratados con
muCRIg-Fc. Los ratones de los grupos tratados con IgG control y CRIg-Fc se sacrificaron 70 dias después de la
inyeccion con colageno, y las articulaciones se escanearon mediante uCT. El desgaste O0seo y la pérdida de
densidad 6sea en las articulaciones de los ratones representativos de los grupos tratados con CRIg-Fc y con control,
se muestran a la izquierda de la figura en comparacion con los animales tratados con mulgG1. La conservacion del
volumen éseo cortical fue significativamente mayor en los animales tratados con muCRIg-Fc. Las imagenes son de
una interpretacién de la superficie tridimensional creada a partir de los datos de uCT usando el programa informatico
de andlisis de imagenes Analyze.

La Figura 36 muestra que el tratamiento con CRIg-Fc no altera el nimero ni la morfologia de macréfagos residentes
en tejidos. Los higados y pulmones de los ratones tratados bien con anti-gp120 IgG1 (figuras de la izquierda) o
CRIg-Fc (figuras de la derecha) se diseccionaron, se fijaron en formalina y se incluyeron en cera de parafina. Se
tifleron secciones de siete micrometros usando un anticuerpo contra F4/80. El examen cuidadoso de las secciones
muestra los mismos numeros de macréfagos F4/80 positivos en ambos grupos de tratamiento. Ademas, no se
observaron diferencias en la morfologia de los macréfagos.

La Figura 37 muestra que el tratamiento con muCRIg-Fc no afecta a los titulos en suero de los anticuerpos anti-
colageno. Los titulos en suero de los anticuerpos anti-colageno se determinaron 70 dias después de la
inmunizacién. No se encontraron diferencias en los titulos en suero de las subclases de anticuerpos IgG1, IgG2a e
IgM en los animales tratados con CRIg-Fc frente a los tratados con anti gp120. Esto significa que CRIg-Fc no afecta
a las respuestas de los anticuerpos en los ratones inmunizados con colageno de tipo Il. La Figura 38 muestra que
muCRIg-Fc disminuye el nimero de macréfagos inflamatorios circulantes. La sangre periférica se obtuvo de
animales tratados con CRIg-Fc y anti gp-120, 70 dias después de la inmunizacién y se analizé por citometria de flujo
usando marcadores para monocitos inflamatorios y no inflamatorios. Los animales tratados con CRIg-Fc mostraron
un aumento significativo del nimero de monocitos inflamatorios y una disminucion del nimero de monocitos no
inflamatorios en comparacion con el grupo tratado con anti gp120.
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En conclusion, los resultados de los experimentos descritos en el presente Ejemplo demuestran que la proteina de
fusién muCRIg-Fc inhibe la artritis inducida por colageno. En particular, los resultados muestran que CRIg-Fc inhibe
la hinchazon articular, inhibe la inflamacién, conserva el volumen 6seo articular cortical, y disminuye el nimero de
macréfagos inflamatorios circulantes.

Otros experimentos han mostrado que CRIg-Fc no afecta a las respuestas de las células B o T in vivo.

Ejemplo 8

Proteinas de fusién de CRIg en AIC mediada por anticuerpos en ratones

La artritis mediada por anticuerpos se diferencia de la artritis inducida por colageno en que en lugar de inyectar el
antigeno (colageno bovino de tipo Il), se inyectan anticuerpos que reconocen el colageno de tipo Il. De este modo,
se superan las respuestas adaptativas de células B y T para inducir directamente funciones efectoras en macréfagos
y neutrdéfilos a través del receptor de Fc y la activacién mediada por el complemento.

La AIC mediada por anticuerpos puede inducirse mediante inyeccién i.v. de una combinacién de cuatro anticuerpos
monoclonales diferentes generados por las lineas celulares de hibridoma B de raton Arthrogen-CIA® (Terato et al., J.
Immunol. 148: 2103-8 (1992)). Tres de los anticuerpos monoclonales reconocen epitopos autoantigénicos
agrupados dentro de un fragmento de 84 restos de amino&cidos, LyC2 (el fragmento artritogénico mas pequefio del
colageno de tipo 1) de CB11 y el cuarto anticuerpo monoclonal reaccionan con LyCl. Los cuatro anticuerpos
reconocen los epitopos conservados compartidos por diversas especies de coldgeno de tipo Il y reaccionan en
cruzado con colagenos de tipo Il homdlogos y heterdlogos (Terato et al., anteriormente mencionado; Terato et al.,
Autoimmunity 22: 137-47 (1995)). El coctel de anticuerpos monoclonales inductor de artritis Arthrogen-CIA® se
encuentra disponible en el comercio (Chemicon International, Inc., Temecula, CA, N° de catalogo 90035).

Protocolo
10 ratones BALB-c (CR/Hollister) de 4-5 semanas, se dividieron en dos grupos con 5 ratones cada uno de ellos.

Se trat6 a los animales diariamente con 100 pg de muCRIg-Fc o 100 pg de control-Fc (anti-gp120 IgG1l),
comenzando el dia antes de la inyeccién del coctel de anticuerpos (dia -1) y continuando hasta el dia 14. El dia 14,
los animales se examinan al menos dos veces al dia, y se guardan las anotaciones de las observaciones
registradas. El grado de la enfermedad se puntud por observacion visual.

Sistema de puntuacion visual:

0 = Sin evidencias de eritema e hinchazon

1 = Eritema e hinchazén leve confinada al mediopie

2 = Eritema e hinchazén leve que se extiende del tobillo hasta el mediopie

3 = Eritema e hinchazén moderada que se extiende del tobillo a las articulaciones del metatarso.
4 = Eritema e hinchazén grave que abarca el tobillo, el pie y los dedos

Como dispositivo de enriquecimiento y para proporcionar un extra acolchamiento a los animales se usaron
nidificaciones (nestlets)

Todos los animales se sacrificaron el dia 14, y las articulaciones se recogieron para realizar tincion
inmunohistoquimica o tincién con hematoxilina-eosina. La sangre se muestred para realizar analisis hematoldgico.

Resultados

La Figura 39 muestra infiltracion de macrofagos en articulaciones después de artritis inducida por anticuerpos (AlA),
generada con tincién F4/80 en articulaciones congeladas no descalcificadas. A los ratones hembra Balb/C se les
inyectaron 2 mg de anticuerpos anti colageno (andrégeno) i.v. seguido 3 dias después de inyeccion con 25 ug de
LPS i.p. Catorce dias después de la inyeccidn de anticuerpos, se sacrifico a los ratones y se extrajeron las patas, y
se incluyeron en alcohol polivinilico. Se cortaron secciones de 7 um de espesor de las articulaciones congeladas y
se tifieron con anticuerpos contra CRIg murino y contra F4/80, un marcador especifico de macréfagos.

La Figura 40 demuestra que el muCRIg previene la hinchazén articular después de artritis inducida por anticuerpos
en ratones Balb/c. La artritis se indujo mediante el método de Terato y colaboradores (Terato et al., (1992),
anteriormente mencionado; Terato et al., (1995) anteriormente mencionado) usando una mezcla de 4 anticuerpos
monoclonales que reconocen un epitopo conservado en colageno de tipo Il (Chemicon). A los ratones hembra
Balb/C, de 6 semanas de vida, se les inyectaron i.v. 2 mg de anticuerpo anti Cll seguido 3 dias después de una
inyeccion i.p. de 25 ug de LPS. Los animales se trataron diariamente bien con proteina de fusion CRIg murino-Fc o
con una proteina de fusién control-Fc. La dosificacion fue de 4 mg/kg en 100 ul de PBS subcutaneo. El tratamiento
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comenzo el dia antes de la inyeccién del anticuerpo anticolageno y continud hasta que los ratones se sacrificaron el
dia 14. Los ratones se examinaban diariamente después de la inyeccion con LPS para evaluar la hinchazén de las
patas traseras como un signo de artritis. La gravedad de la artritis se puntué sobre una escala de 1 a 16 del
siguiente modo: 0 = Sin evidencia de eritema e hinchazén, 1 = Eritema e hinchazén leve confinada al mediopie
(tarsal) o tobillo, 2 = Eritema e hinchazén leve que se extiende del tobillo al mediopie, 3 = Eritema e hinchazén
moderada que se extiende del tobillo a las articulaciones del metatarso, 4 = Eritema e hinchazdn grave que abarca el
tobillo, el pie y los dedos

El tratamiento terapéutico se realiz6 de modo similar al tratamiento profilactico salvo que el inicio del tratamiento fue
el dia 4 en lugar del dia 1. El tratamiento con muCRIg-Fc redujo los niveles de citocinas inflamatorias en las patas de
los ratones con AlA. La medicion de la concentracion de las citocinas, C3a y Cb5a, en las patas traseras artriticas se
realiz6 de acuerdo con el método de Kagari et al, J. Immunol. 169: 1459-66 (2002). En resumen, a los tiempos
indicados después de la induccién de la artritis inducida por anticuerpos, se recogieron las patas y se congelaron en
nitrégeno liquido. Posteriormente, se pulverizaron las patas en una placa metalica enfriada con nitrégeno liquido y se
dispersaron en PBS enfriado en hielo que contenia PMSF al 0,1 % (Sigma). Las muestras se homogeneizaron en
hielo con un homogeneizador Vitatron (NL), las partes insolubles se eliminaron centrifugando a 14.000 g durante 10
min y recogiendo el sobrenadante. Las citocinas del sobrenadante se midieron usando ELISA para citocinas de BD
Pharmingen.

El tratamiento con muCRIg-Fc inhibe la deposicion de C3 del complemento pero no de IgG2a en cartilago en AlA. A
los ratones hembra Balb/C se les inyectaron 2 mg de anticuerpos anti colageno (artrégeno) i.v. seguido 3 dias mas
tarde por inyeccion de 25 ug de LPS i.p. 14 dias después de la inyeccién de los anticuerpos, los ratones se
sacrificaron y se extrajeron las patas, se incluyeron en alcohol polivinilico y se congelaron en isopentano enfriado en
hielo seco. Se cortaron secciones de 7 um de espesor a partir de las articulaciones congeladas y se tifieron con un
anticuerpo policlonal acoplado a FITC contra C3 murino (Calbiochem) y con un anticuerpo policlonal acoplado a
A594 contra la 1gG2a murina (Jackson Immunoresearch). Se fotografiaron las secciones en un microscopio de
fluorescencia Leitz.

Los resultados de inmunohistoquimica realizados con la tincion de H&E se muestran en la Figura 41. Los ratones
tratados con control (mulgG1) tuvieron artritis de moderada a grave (panel izquierdo), los ratones tratados con
muCRIg tuvieron una minima artritis, o no la tuvieron (panel derecho). Los resultados muestran que muCRIg inhibe
la inflamacién articular en artritis inducida por anticuerpos.

En conclusién, los animales tratados con CRIg murino-Fc tuvieron puntuaciones clinicas significativamente
reducidas en comparacion con los animales tratados con anti-gp120 IgG1l. CRIg demostrod eficacia tanto profilactica
como terapéutica en este modelo animal. La disminucion de la gravedad de la artritis también estaba reflejada por
una disminucién de las células inflamatorias, especialmente neutréfilos, en las articulaciones. Hubo un nimero
aumentado de neutréfilos en la circulacién que posiblemente reflejaba una disminucién de la migracién de los
neutréfilos en las articulaciones. El muCRIg inhibié la producciéon local de IL-18 e IL-6 en paralelo con la
manifestacion clinica de AR. El tratamiento con muCRIg no afectdé a la deposicion de complejo inmunitario, pero
inhibié la deposicion de C3 del complemento en el cartilago. Se descubrié que la funcién efectora era independiente
de la union al receptor de Fc. El huCRIg-corto-Fc también demostro actividad profilactica significativa.

Ejemplo 9

El CRIg-Fc murino se une a gldébulos rojos de oveja opsonizados con C3 (E-IgM)

Se recubrieron GRO (Gldbulos rojos de oveja) (MP Biomedicals, ICN/Cappel) con IgM de rata (E-IgM) (Forssman
Ag, Pharmingen). Las E-IgM se opsonizaron con suero normal de ratén o con suero de ratén C3 knockout. Las E-
IgM opsonizadas se incubaron con distintas concentraciones de CRIg murino-Fc. La unién de la proteina de fusion a
E-IgM se controlo por citometria de flujo usando un anticuerpo marcado con FITC para la parte Fc de la proteina de
fusion.

Como se muestra en la Figura 43, el CRIg murino se unié de un modo dependiente de la dosis a las E-IgM

opsonizadas con el suero normal de ratdén pero no a las E-IgM opsonizadas con suero deficiente en C3, indicando la
union selectiva de CRIg al C3 murino o a un fragmento de C3.

Ejemplo 10

La unién de CRIg humano-Fc a E-IgM es dependiente de C3

Se recubrieron GRO (MP Biomedicals, ICN/Cappel) con IgM de rata (E-IgM) (Forssman Ag, Pharmingen). Las E-IgM
se opsonizaron con suero humano deficiente en C3 o en C5. Las E-IgM opsonizadas se incubaron con distintas
concentraciones de CRIghumano-Fc. La unién de la proteina de fusion a E-IgM se controlé por citometria de flujo
usando un anticuerpo marcado con FITC para la parte Fc de la proteina de fusion.
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Tal como se muestra en la Figura 44, el CRIg humano se uni6 de manera dependiente de la dosis a E-IgM
opsonizada con suero deficiente en C5 pero no a E-IgM opsonizadas con suero deficiente en C3, indicando la unién
selectiva de CRIg al C3 humano o a un fragmento de C3. Se obtuvieron resultados similares con el DEC de CRIg.

Ejemplo 11

Unidn de particulas opsonizadas con suero a células CHO que expresan CRIg

Se mezclaron 50 pl de suero de hembras C57B6 + 20 ug/ml de mCRIg-mFc (PUR5270-B) o mPIGR-mFc (4699)
conjuntamente. Se afiadieron particulas de A488, zmosano, S. aureus o E. coli de Molecular Probes durante 60
minutos a 37 °C en PBS/gelatina al 0,2 %/glucosa al 0,18 %/MgCI2 1 mM (PBSgg++). Las particulas opsonizadas se
lavaron 2x en PBS y se afiadieron a las células CHO que expresaban CRIg murino (clon 5C10) o JAM2 humano en
presencia o ausencia de la proteina CRIg-Fc o control-Fc durante 30 minutos a 37 °C. Las células se lavaron 2x en
PBS y se analizé la union de particulas a la superficie celular en un Calibrador FACS.

Tal como se muestra en la Figura 45, las particulas opsonizadas con suero con suficiente C3 se unieron a las
células CHO que expresaban CRIg pero no a las células CHO que expresaban JAM2. La unién se anulé en
presencia de una proteina de fusiéon CRIg-Fc pero no en presencia de una proteina de fusién control-Fc indicando
que el sitio de union para CRIg a C3b reside en el dominio extracelular.

Ejemplo 12

MuCRIg Fc se une a C3b

Se realizaron ensayos de resonancia de plasmén superficial controlados en tiempo real usando un instrumento
Biacore®-2000, y los datos se analizaron usando el programa informatico BiaEvaluation 3.0 (Biacore AB, Uppsala,
Suecia). Las microplacas de dextrano carboxilado (microplacas detectoras CM5, para uso en investigacion de
Biacore AB) se usaron en todos los ensayos. Las células de flujo de las microplacas CM5 se usaron bien para un
procedimiento de acoplamiento con aminas convencional o se prepararon para el acoplamiento enzimatico directo
de C3b usando un procedimiento de activacion-desactivacion convencional sin afiadir ninguna proteina entre las
etapas. La etapa de activacion se realizé con una solucion reciente que contenia N-hidroxisuccinimida y N-etil-N*-
(dimetilaminopropil)-carbodiimida (Biacore AB, 7-15-min de inyecciéon a un caudal de 5 pl/min) y continud por
desactivacion con HCl-etanolamina (1,0 M a pH 8,5) (Biacore AB, 7-15-min de inyeccion). Se usd Hepes salino
tamponado (Biagrade, Biacore AB) o VBS como tampdn de flujo a través. Después de estas etapas iniciales se uso
HBS o VBS como tampén de flujo continuo a 5 ul/min; solamente se usaron tampones desgasificados.

Acoplamiento con aminas de las Proteinas en la microplaca Biacore® — C3b, iC3b, C3c y C3d se acoplaron en la
microplaca CM5 usando un procedimiento de acoplamiento con aminas convencional tal como recomienda el
fabricante. Las proteinas a acoplar se dializaron contra tampén acetato 10 mM (pH 5,0-5,7) para conseguir una
carga neta negativa para el acoplamiento con aminas. Brevemente, se activo la superficie de la microplaca con N-
etil-N-(dimetilaminopropil)-carbodiimida (7-15-min de inyeccion , 5 ul/min), y se inyectd bien C3b (50 ug/ml, 20 wl), o
C3c (70 pg/ml, 30 pl) o C3d (130 pg/ml, 20 pl) purificado para conseguir un nivel apropiado de acoplamiento para los
experimentos de union, es decir, de 1.000 a 5.000 unidades de resonancia (UR). Después, las celdas de flujo se
desactivaron tal como se describe anteriormente. Antes de realizar los experimentos, las células de flujo se lavaron a
fondo con VBS y NaCl 3 M en tampdn acetato 10 mM, pH 4,6.

Ensayos de Unién Usando Biacore® - se ensay0 la union de CRIg-Fc a C3b, C3c y C3d acoplado a aminas. Para las
inyecciones en el Biacore® se dializaron los reactivos contra VBS, se diluyeron con VBS y se filtraron (0,20 um
Minisart®, Sartorius Corp., Edgewood, NY) o se centrifugaron (10 minutos a 14.000 x g). Las concentraciones de
proteina de los reactivos dializados se midieron usando el Ensayo de Proteinas BCA (Pierce). Las proteinas de
fusién se inyectaron por separado a través de una celda de control de flujo (celda de flujo activado y desactivado sin
ninguna proteina acoplada, “canal del blanco”) y a través de la celda de flujo con la proteina acoplada usando un
caudal de 5 pl/min a 22 °C. Todos los ensayos de union se realizaron al menos por duplicado usando micloplacas
detectoras preparadas independientemente.

Tal como se muestra en la Figura 46, el CRIg-Fc murino muestra unién especifica de C3b a la microplaca detectora
con una Kd calculada de 250 nM.

Ejemplo 13

La proteina de fusién CRIg de ratén y de ser humano - Fc se une al C3b del complemento

Se recubrieron placas Maxisorb durante toda la noche C1, C3a,b,c,d, C4, C6 con 3 ug/ml en PBS. Se bloquearon las
placas durante 2 h en PBS + BSA al 4 % y se incubaron con diversas concentraciones de la proteina de fusién CRIg
humano o murino-Fc durante 1 h a Ta en PBS+BCA al 4 %+Tween al 0,1 %. Se lavaron las placas y se incubaron
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con un anticuerpo de cabra anti-Fc de ratéon o anti-Fc de ser humano conjugado con peroxidasa. Después de los
lavados, se incubaron las placas con sustrato TNB y se leyé la DO en un lector de placas.

Los resultados que se muestran en la Figura 47 representan un aumento dependiente de la concentracion en la
unién de CRIg murino y humano a C3b, C3c y C3bi y la ausencia de unién a C1, C2, C4, C3ay C3d.

Ejemplo 14

La proteina de fusién CRIg de ratén y de ser humano - Fc inhibe la deposicién de C3 en zimosano

La inhibicion de la ruta alternativa se estudié usando un método que utiliza andlisis por citometria de flujo de la
deposicion de C3 en particulas de zimosano A (Sigma) (Quigg et al., J. Immunol. 160: 4553-4560 (1998)).
Brevemente, primero se activaron 50 mg de particulas de zimosano en 10 ml de NaCl 0,15 M llevando a ebullicién
durante 60 minutos, seguido de dos lavados en PBS. En cada condicién del ensayo de la ruta alternativa, se
afiadieron 2 x 10’ particulas a los tubos de reaccién que contenian una concentracion final de EGTA 10 mM y MgCl,
5 mM. Después, se afiadieron las muestras descritas en el texto, que contenian bien EDTA 10 mM (control negativo)
o cantidades crecientes de CRIg murino-Fc. Se afiadieron 10 microlitros de suero de BALB/c como una fuente del
complemento, y todas las muestras se llevaron a 100 pl con PBS. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 20
minutos, y la reaccién se detuvo afiadiendo EDTA 10 mM. Las particulas se centrifugaron, y los sobrenadantes se
recogieron y se congelaron para el analisis posterior. Las particulas se lavaron después dos veces con PBS frio,
BSA al 1 %, y después se incubaron con anticuerpo de cabra anti-C3 de ratdn conjugado con FITC (Cappel,
Durham, NC) durante 1 h en hielo. Las muestras se lavaron después dos veces en PBS frio, BSA al 1 %, se
resuspendieron en PBS, y después se analizaron por citometria de flujo usando un citdbmetro EPICS (Coulter,
Hialeah, FL). El porcentaje de inhibicion se calculdé usando la formula [1 - [fluorescencia media del canal de la
muestra - fondo (condicion del EDTA 10 mM)/fluorescencia media del canal del control positivo (sin Crry-1lg) - fondo]]
x 100.

Los sobrenadantes de la reaccion también se analizaron por transferencia de Western para determinar el grado de
escisién de C3. En este analisis, se mezclaron 5 ul del sobrenadante con la misma cantidad de tampén de carga de
SDS-PAGE con 2-ME al 10 %. Las muestras se sometieron a SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 7,5 %, se
transfirieron a un papel de quimioluminiscencia potenciada de Hybond (ECL) (Amersham, Arlington Heights, IL)
durante toda la noche en Tris 0,19 M, glicina 0,025 M, tampén de metanol al 20 %. Después de esto, se bloquearon
las membranas en PBS, Tween al 0,1 % con leche al 10 % durante 1 h. El AcM anti-C3 RmC11H9 (Quigg et al.,
anteriormente mencionado) que se habia titulado previamente se afiadié después a la transferencia en el mismo
tampon con BSA al 1 %. Después de realizar el lavado, se afiadié anticuerpo de cabra anti-IgG de rata conjugado
con peroxidasa de rdbano picante (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) (preabsorbido contra IgG de raton)
durante 1 h, y después se lavo la transferencia y se revel6 usando el sistema de quimioluminiscencia potenciada
(ECL) (Amersham).

La inhibicion de la activacion del complemento por CRIg-Fc en las particulas de zimosano se analizé después por
citometria de flujo para detectar el C3 unido a la superficie (Figura 48A), o una alicuota del sobrenadante de la
reaccion de zimosano se analizd por transferencia de Western y se detect6 usando un AcM anti-C3 (Figura 48B).
Las posiciones de las cadenas de C3 y C3’ intactas en B se muestran mediante flechas a la derecha. El carril de
EDTA 10 mM representa el control negativo, y se muestran las dosis crecientes de CRIg-Fc en la parte superior de
los carriles 2 a 7.

Ejemplo 15

CRIg inhibe la hemolisis de GRC por la ruta alternativa

Para la ruta alternativa: se lavaron glébulos rojos de conejo (GRC) en tamp6n veronal (Bio Whittacker) que contenia
gelatina al 0,1 % y se suspendieron hasta 1x10e9 células/ml en GVB. Se afiadieron 10 pl de la suspensiéon celular a
10 ul de suero empobrecido en C1lqg que contenia los inhibidores. La mezcla se incubd durante 35 min a 37 °C en
una sala célida mientras que se agitaba. Se afiadieron 200 ul de GVB que contenia EDTA 10 mM, se centrifugaron
las células a 2500 rpm durante 5 min y se leyeron alicuotas de 100 ul a una de longitud de onda de 412 nm.

Para la ruta clasica, se incubaron eritrocitos de oveja opsonizados con IgM (E-IgM) en suero deficiente en fB. La
metodologia fue similar a la de las mediciones de la ruta alternativa.

Los resultados que se exponen en la Figura 49 muestran que el CRIg murino inhibe la hemdlisis inducida por la ruta
alternativa pero no afecta a la hemodlisis de la ruta clasica. Se obtuvieron resultados similares con el CRIg humano.

Ejemplo 16

CRIg inhibe selectivamente la ruta alternativa del complemento
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Ensayos hemoliticos usando suero completo

La ruta alternativa del complemento se evalu6 con eritrocitos (Er) de conejo, como describen Kostavasili et al. (J.
Immunol. 158: 1763-71 (1997)). Brevemente, los Er (Colorado Serum, Denver, CO) se lavaron 3x en GVB y se
resuspendieron a 1x10%/ml. Se afiadieron 10 ul de Er a 10 ul de GVB/EGTA (EGTA 0,1 M/MgCI2 0,1 M), inhibidores,
10 pl de suero humano empobrecido en Clq y se ajusto el volumen a 100 pl con GVB después se incubé a 37 °C
durante 30 minutos. Se afiadieron 250 pul de GVB/EDTA 10 mM para detener la reaccion, y se centrifugaron durante
5 minutos a 500 x g. La hemdlisis se determind mediante por absorbancia de 200 pg del sobrenadante a 412 nm. El
porcentaje de lisis se normaliz6 considerando el 100 % de lisis igual a la lisis que se produce en ausencia del
inhibidor.

Para determinar el efecto de CRIg sobre la ruta clasica del complemento, se siguié un procedimiento similar, excepto
que los Er se reemplazaron con E-IgM y el ensayo se realizé en suero humano deficiente en fB en GVB++.

Medicién de la escisién de C3 mediada por la convertasa C3

El efecto de CRIg sobre la escision de la fase fluida de C3 mediante la convertasa C3 (C3b.Bb) (de Kostavasili et al.,
anteriormente mencionado) se examind incubando 0,4 uM de C3 purificado con huCRIg-largo, huCRIg-corto,
muCRIg o factor H en GVB (20 pl de volumen) a 37 °C durante 15 minutos. Después, se afiadieron 0,4 uM de factor
By 0,04 uM de factor D en presencia de MgGEGTA 50 mM, en un volumen total de 30 pl para activar la ruta. Después
de 30 minutos a 37 °C, se detuvo la mezcla de reaccién con 30 ul de tampon de muestra de Laemmli (BioRad) que
contenia 2-ME, llevado a ebullicién durante 3 minutos, y sometido a electroforesis en un gel de SDS-PAGE al 8 %
(Invitrogen). Se visualizaron las proteinas tifiendo el gel con el colorante SimplyBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA). El
gel se escaned para el andlisis densitométrico, y se calculdé el porcentaje de C3 escindido. Los controles se
incubaron en GVBE (GVB con EDTA 10 mM) para inhibir la escision.

El ensayo en placa de microtitulacién para la ruta alternativa DAA se realizé tal como se ha descrito previamente
(Krych-Goldberg et al. J. Biol. Chem. 274: 31160-8 (1999)). Las placas de microtitulacién se recubrieron durante toda
la noche con 5 ng/ml de C3b (Advanced Research Technologies) en solucion salina tamponada con fosfato. Se
blanquearon las placas durante 2 horas a 37 °C con fosfato salino tamponado que contenia albumina de suero
bovino al 1 % y Tween 20 al 0,1 % y se incubaron durante 15 minutos a 37 °C con 10 ng de factor B, 1 ng de factor
D y NiCI2 0,8 mM en tampén veronal 2,5 mM, pH 7,4, que contenia NaCl 71 mM y Tween 20 al 0,05 %. Utilizando el
mismo tampoén, se realizaron incubaciones secuenciales de 1 hora con 0,01-1 pg de CRIg-Fc, 0,129 nug de
anticuerpo de cabra anti-factor B humano y 100 pg de una dilucion 1:15.000 de anticuerpo anti-cabra conjugado con
peroxidasa de rabano picante (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA). Se revel6 el color con O-
fenilendiamina. En este ensayo, el DAF y el factor H se comportaron como se esperaba, como mediadores de
actividad de aceleracion de degradacion, y la liberacién de C3a se detecté usando el kit RIA des-Arg de Amersham
Pharmacia Biotech.

Ensayo de convertasa C5

C3b se depositd en zimosano resuspendiendo 1 x 10% particulas de zimosano en 0,2 ml de C3 a 10 mg/ml y
afadiendo 5 ug de tripsina, después de una incubacion de 10 minutos a 22 °C. La deposicion de C3b por tripsina se
repitid y las células se lavaron seis veces con 5 ml de GVB. Las particulas de zimosano se resuspendieron en 100 pl
de GVB y se mezclaron con 50 pl de GVB que contenia los factores B (35 ug) y D (0,5 pg) y 50 pl de NiCI2 10 mM.
Después de 5 minutos de incubacién a 22 °C, se afiadieron 5 ul de EDTA 0,2 M. El C3b unido se amplificé
afiadiendo 50 ul de C3 (500 ng) e incubando las células durante 30 minutos a 22 °C. Las particulas de zimosano que
portaban C3b se lavaron y se repiti6 el procedimiento de amplificacion hasta que se obtuvieran los ndmeros
deseados de C3b/zimosano.

Debido a que la formacion de la convertasa C5 duraba menos de un minuto, se formd la enzima en la misma mezcla
de reaccion en la que se realizaron los ensayos. Las velocidades enzimaticas se determinaron en condiciones
saturantes de factores B y D, y C6, en tubos de microcentrifuga recubiertos de silicona de 0,5 ml tal como se
describe anteriormente. Las mezclas de ensayo que contenian concentraciones variables de C5 (preincubadas
durante 20 minutos a 37 °C para eliminar el fondo de actividad similar a C5b,6 generado por
congelacién/descongelacion), factor B (1,2 ug, 516 nMO, factor D (0,1 ug, 167 nM), C6 (2,5 ug, 833 nM0, y NiCI2 0,5
mM. La reaccién comenz6 con la adicion de ZimC3b, ESC3b o ERC3b. Dependiendo de la densidad de C3b por
célula, la concentracion de células se ajusté de modo que se tuvieran 9-35 ng de C3b unido en un volumen final de
25 pg de GVB dando como resultado 2-8 nM de concentracion enzimética. Después de 15 minutos de incubacion a
37 °C, la escision adicional de C5 se impidi6 transfiriendo los tubos de ensayo a un bafio con hielo y afiadiendo
GVBE enfriado en hielo. Las mezclas del ensayo diluidas apropiadamente se titularon inmediatamente para la
formacion de C5b,6 mediante ensayos hemoliticos usando CE. El C5b,6 se cuantific6 usando curvas patrén
generadas con C5b,6 purificado. Los controles establecieron que la temperatura fria y la dilucién fueron suficientes
para reducir la escisién de C5 durante las etapas posteriores a niveles indetectables. La lisis de los eritrocitos de
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conejo (EC) o de los eritrocitos de oveja (EO) mostré contribuir en <2 % a los titulos de C5b,6 usando la lisis de CE
como criterio de valoracion final.

C5b,6 se midi6 hemoliticamente usando la sensibilidad de CE a la lisis hemolitica mediante el C5b-9 humano. Para
una alicuota (25 pl) de la muestra diluida de los ensayos de la convertasa C5 se afiadié una mezcla de 1,2 x 107 CE
y 5 ul de suero humano normal (SHN) agrupado como una fuente de proteinas del complemento C7-C9 en un
volumen final de 225 pl de GVBE. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 10 minutos a 37 °C después de los
cuales las células no lisadas se eliminaron por centrifugacién durante 1 minuto a 10.000 x g. La cantidad de
hemoglobina liberada se cuantificd espectrofotométricamente a 414 nm. Se midié6 100% de la lisis como CE lisadas
en Nonidet P-40 al 2 %. Los controles que contenian C5 y C6 pero no convertasa C5, se restaron como el fondo.
Los controles que contenian convertasa C5 pero no C5 o C6 purificadas demostraron que no se formé una cantidad
significativa de C5b,6 del SHN usado como una fuente de C7-9 durante la lisis de las CE.

Resultados

Los resultados se muestran en las Figuras 49(A)-(E).

La Figura 49(A) muestra que CRIg inhibe la hemdlisis de eritrocitos de conejo en suero deficiente en Clqg (ruta
alternativa) pero no de los eritrocitos de oveja opsonizados con IgM en suero deficiente en fB (ruta clasica) indicando
que CRIg inhibe selectivamente la ruta alternativa del complemento.

Tal como se muestra en la Figura 49(B), CRIg inhibe la actividad de la convertasa de C3 de la fase fluida. El gel
muestra inhibicion de la escision de la cadena alfa de 115 kDa de C3 con aumento de la concentracion de CRIg
humano-DEC (10-100 nM).

Las Figuras 49(C) y (D) muestran que CRIg no actia como un cofactor de la escisién de C3 mediada por el cofactor
I ni como un acelerador de degradacion de la convertasa C3.

Los datos que se exponen en la Figura 49(E) muestran que CRIg inhibe la ruta alternativa de la convertasa C5
formada en particulas de zimosano.

Ejemplo 17

CRIg se expresa en un subconjunto de macréfagos tisulares

Se generaron anticuerpos monoclonales especificos de CRIg humano y de raton y se utilizaron para definir la
expresion de CRIg, tal como se describe en el Ejemplo 3. Aunque CRIg estaba ausente en monocitos C14+ de
sangre periférica, se detect6 facilmente en macréfagos derivados de monocitos por citometria de flujo (Figura 50B).
huCRIg estaba ausente en células T CD4" y CD8", células B CD19", células NK CD56", granulocitos CD15" de
sangre periférica (Figura 51A). De modo similar al huCRIg, muCRIg estaba ausente en los leucocitos de sangre
periférica y esplénicos, incluyendo células mieloides CD11b", pero se detectaba en células de Kupffer hepaticas
(CK, Figura 50B). La expresion de las proteina huCRIg(L) y (S) se confirm6 a 55 y 48 K como proteinas Mr en
monocitos diferenciados en macrofagos (Figura 50C). De modo similar el CRIg de ratdn se detecté a 48 K como una
glucoproteina Mr en macrofagos peritoneales (MP). MuCRIg tiene un sitio de N-glucosilacién predicho y esta
glucosilado, representando un desplazamiento de movilidad en un gel de ~5 kDa (resultados no mostrados).

Como la expresién del ARNm de CRIg se detectd altamente en higado, la expresion de CRIg en higado se analizé
adicionalmente por inmunohistoquimica. CRIg se expres6 en CK CD68+ en higado humano y de ratén pero también
se detect6 en macréfagos de la glandula adrenal, placenta, sinovio, intestino y peritoneo (datos no mostrados). CRIg
estaba ausente en macréfagos esplénicos humanos, en células de Langerhan, en células microgliales y en
macréfagos derivados de médula ésea, asi como en una variedad de lineas celulares de macréfagos de ser humano
y de raton (THP-1, RAW275, PU1.1, J774; resultados no mostrados). En conjunto, estos resultados indican que
CRIg se expresa altamente en una poblacion de macréfagos residentes en diversos tejidos.

Ejemplo 18

CRIg se une a C3b e iC3b

Materiales y Métodos

Proteinas del complemento

El C3 humano y de raton se aislé de acuerdo con el método de Hammer et al. (J. Biol. Chem. 256(8): 3995-4006
(1981)) con una columna de Proteina A adicional para eliminar las IgG contaminantes. Para obtener hC3b, hC3 se
incubé con CVF, hfB, ug, hfD en una relacién molar de 10:10:1 a 37 °C durante una hora en presencia de MgCI2 10
mM. El fragmento hC3b se aislé posteriormente mediante un intercambiador aniénico fuerte monoQ 5/50 (Amersham
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Biosciences, Piscataway, NY) y una columna de filtracién en gel Superdex S-200 10/300 GL (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) para dar una pureza de >95% basada en el gel tenido con azul de Coomassie. Para
generar dimeros de C3b, el C3b preparado como se ha indicado anteriormente se hizo reaccionar durante 3 dias a 4
°C en PBS a pH 7,0 con bismaleidohexano (Pierce) en metanol en una relacion molar de 2.2:1. Se genero la
reticulacion a través del grupo sulfihidrilo libre rompiendo el enlace tioéster. Con este procedimiento, el rendimiento
fue superior al 50 %. Los dimeros se purificaron mediante una columna de filtracion en gel Superdex S-200 10/300
GL (Amersham Biosciences, Piscataway, NY). Los dimeros tuvieron una pureza del 95 % basada en el gel tefiido
con Azul de Coomassie. El C3 hidrolizado se produjo con una adicién de metilamina 2 M a un pH de 7,0 a C3 en
PBS con EDTA 10 mM para dar una concentracion final de 50 mM en el volumen de reaccién. La reaccion se
procesé durante 4 horas a 37 °C, después de dicho tiempo se purificé sobre una columna de filtracién en gel
Superdex S-200 10/300 GL (Amersham Biosciences, Piscataway, NY), se purificaron iC3b y C3c (Advanced
Research Technologies) sobre una columna de filtracion en gel Superdex S-200 10/300 GL para separar los
monomeros de los dimeros. El C3d, los Factores B, D y P, los componentes C1-9 del complemento, los eritrocitos de
oveja sensibilizados con anticuerpo y el factor de veneno de cobra se obtuvieron en Advanced Research
Techologies (San Diego, CA).

Resultados

La expresion de CRIg en una poblacion de células altamente fagociticas, incitd a los inventores a explorar si CRIg
estaba implicado en la unién de particulas opsonizadas. Se ha demostrado que el complemento y los receptores de
Fc actian como mediadores en la fagocitosis (revisado por Aderem y Underhill, Annu. Rev. Immunol. 17: 593-623
(1999), Underhill y Ozinsky, Annu Rev. Immunol. 20: 825-852 (2002)). Con el fin de determinar si CRIg se une al C3
del complemento, se analizaron eritrocitos de oveja recubiertos bien con IgG de conejo (E-IgG) o con IgM de ratén
(E-IgM) para determinar su capacidad de formar rosetas con una linea de células T Jurkat que expresaba CRIgL en
presencia de suero humano deficiente en C3 o C5. Las células Jurkat que expresaban CRIg(L) pero no las de
control, formaron rosetas con E-IgM en presencia (C3+), pero no en ausencia (C3-) de C3 (Figura 52A), no parecia
gue CRIg estuviera implicado en la unién mediada por el receptor de Fc dado que los Es opsonizados con IgG no
formaron rosetas con las células Jurkat que expresaban CRIg (resultados no mostrados).

Para ensayar si CRIg podia unirse directamente a los componentes del complemento en las superficies celulares, se
generd una forma soluble de CRIg humano en la cual el DEC de CRIg se fusiond con la parte Fc de la IgG1 humana.
La proteina de fusion huCRIg-largo-Fc, pero no la control-Fc, se uni6 a E-IgM opsonizadas en presencia, pero no en
ausencia, de C3 (Figura 52B). La union se restablecié cuando se reconstituyd suero deficiente en C3 con C3
humano purificado. El dominio de Ig de tipo V fue suficiente para la unién dado que tanto huCRIg(S)-Fc como
muCRIg-Fc fueron capaces de unirse a E-IgM (resultados no mostrados).

Como un resultado de la activacion del complemento que incluye una cascada de reacciones enzimaticas, C3 se
escinde en sus mdltiples productos de degradacion C3b, iC3b, C3c, C3dg y C3d, cada uno de los cuales puede
servir como un compafiero de unién para CRIg. Usando una placa ELISA de union, huCRIg(L) y huCRIg(S)-Fc, pero
no control-Fc demostraron unién saturable a C3b e iC3b (Figura 52C), pero no a C3, C3a, C3c o C3d (resultados no
mostrados). Se observo una unién similar para huCRIgL-DEC, que carecia de la parte Fc, y muCRIg-Fc, y la uniéon a
iC3b fue mayor que a C3b (resultados no mostrados). A la inversa, el C3b soluble también se uni6 a la placa
recubierta con huCRIg(L)-Fc y compitio para el huCRIg(L)-DEC (resultados no mostrados). Por lo tanto, CRIg puede
unirse a C3b e iC3b en solucidén o cuando C3b e iC3b estan unidos a un sustrato. Dado que C3b esta presente como
una forma multimérica cuando se deposita en las superficies celulares, la unién de CRIg se evalué adicionalmente
para dimeros de C3b (C3b2) ensamblados artificialmente. EI C3b2 se unié a huCRIg (L) con una Kd de 131 nM
(Figura 52D) y a huCRIg(S) con una Kd de 44 nM, medido por resonancia de plasmon superficial (Figura 52D).

Para complementar estos estudios bioquimicos, se evalu6 la especificidad de unién de CRIg de la superficie celular
para productos derivados de C3. Una forma dimérica de C3b2 marcada A488 se unid a la superficie de células THP-
1 CRIg+, pero no CRIg- (Figura 52E). La union fue especifica dado que compitié por la adicién de C3b2, monémero
C3b, soluble no marcado, y huCRIg(L)-DEC pero no por el C3 nativo. Ademas de la union a fragmentos solubles del
complemento, muCRIg expresado en la superficie de una linea celular CHO también se uni6 a diversas particulas
opsonizadas en suero C3 suficiente, pero no en C3 deficiente (Figura 51B). En conjunto, estos estudios demuestran
que CRIg expresado en la superficie celular asi como el CRIg soluble (CRIg-FC) es un receptor para iC3b e C3b.

Ejemplo 19

La expresion de CRIg en células de Kupffer es necesaria para que se produzca la unién de fragmentos de C3
solubles o unidos a particulas

Materiales y métodos

1. Generacion de ratones CRIg genosuprimidos (knock out (ko))
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Todos los animales se mantuvieron en condiciones Estériles Libres de Patdgenos y los experimentos realizados con
animales fueron aprobaros por el comité de uso y cuidado institucional de animales de Genentech. Se generaron
células madre embrionarias CRIg ko por electroporacion de un vector diana linealizado reemplazando el exén 1 por
un gen resistente a neomicina (Figura 53A) en células madre embrionarias (ME) C2B6. Los clones resistentes a
neomicina se seleccionaron, y la recombinacion homéloga se confirmé por transferencia de Southern. Siete de 100
clones explorados fueron positivos para la recombinacién homéloga. Dos clones diana se inyectaron en blastocistos
C57VL/6 y se transfirieron a madres adoptivas seudogestantes, y los ratones macho quiméricos resultantes se
cruzaron con hembras C57BL/6 para obtener ratones +/-. La transmision de la linea germinal se verificé para las
2ES clonadas por analisis de transferencia de Southern o por el ADN de la cola de la descendencia F1 (Figura 42B).
El entrecruzamiento de ratones +/- se realiz6 para generar ratones CRIg -/-. Los fenotipos de los dos clones fueron
idénticos. Para la genotipificacion rutinaria mediante un método por PCR, se usaron un cebador comun en sentido
5-CCACTGGTCCCAGAGAAAGT-3 (SEC ID N° 22), y un cebador antisentido especifico de tipo silvestre (5'-
CACTATTAGGTGGCCCAGGA-3’) (SEC ID N°: 23) y especifico knock out (5-GGGAGGATTGGGAAGACAAT-3’)
(SEC ID Ne°: 24), amplificando un fragmento de 306 pb del alelo de tipo silvestre y un fragmento de 406 pb para el
alelo mutante. La generacion de ratones C3 ko se ha descrito anteriormente (Naughton et al., Immunol. 156: 3051-
3056 (1996). Para generar ratones CRIg/C3 doble knock out, se cruzaron ratones C3 ko en un fondo mixto de
s129/B6 (F2) con ratones CRIg ko. Las hembras heterocigotas de F1 para ambos alelos se cruzaron posteriormente
con machos heterocigotos C3, hemicigotos para el alelo CRIg. La descendencia de este emparejamiento se uso en
los estudios. Los ratones C57B6 usados para el analisis de la expresion de CRIg por citometria de flujo se
adquirieron en Jackson Laboratories (Bar Harbor).

2. Transferencia de western y desglucosilacién

Se lisaron macréfagos humanos y murinos en PBS que contenia SDS al 1 %, Triton X-100 al 0,1 % y un coctel
inhibidor de proteasas (Boehringer). Después de centrifugar a 10.000 g, la fraccion soluble se procesé en un gel de
SDS y se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa. La proteina CRIg se visualiz6 usando anticuerpos anti CRIg y
anticuerpos secundarios conjugados con HRPO seguido de deteccion de la quimioluminiscencia del anticuerpo
unido mediante ECL (Amersham). Para determinar el estado de glucosilacion de CRIg, las células que expresaban
CRIg-gD se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-gD, se trataron con PNGasa, O-glucosidasa y neuraminidasa
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Biolabs, NE) y se sometieron a analisis de transferencia de Western
usando anticuerpos anti-gD marcados con biotina.

Resultados

Para estudiar la funcion biolégica de CRIg, se generaron ratones con una mutacion nula en el gen de CRIg mediante
recombinacién homdloga tal como se describe anteriormente y como se muestra en la Figura 42A. La delecién se
confirmé por transferencia de Southern (Figura 53B), transferencia de Western de lisados celulares de exudados
peritoneales (Figura 54A) y citometria de flujo (Figura 54B). Nacieron ratones con las relaciones Mendelianas
esperadas y no mostraron anomalias fenotipicas ni histopatolégicas globales. Los nimeros absolutos de células
inmunitarias en diferentes compartimentos linfoides fueron similares en sangre, bazo y ganglios linfaticos de los
animales de ts y ko (Figura 53C). Ademas, no se observaron diferencias en el nimero de CK F4/80+ y en los
macréfagos del corazén cuando se analizaron por citometria de flujo e inmunohistoquimica, respectivamente
(resultados no mostrados). En las CK los niveles de expresiéon de otras proteinas de unién al complemento,
incluyendo las cadenas o y § del CR3 y el gen y relacionado con el receptor del complemento (Crry) no estaban
alterados (Figura 54C). De modo similar, la expresion baja o indetectable de CR1, CR2 o CD11c, la cadena beta de
CR4, fuero comparables entre las CK de ts o ko (Figura 53D).

A continuacion se ensayo la capacidad de union de las CK CRIg de ts y CRIg ko de los productos de degradacion de
C3. Los fragmentos de C3 (C3b, C3b2 e iC3b) se depositaron facilmente en la superficie de las CK CRIg de ts
(Figura 54B). Por el contrario, no se detecté unién de C3b, C3b2, iC3b ni iC3b2 en las CK CRIg ko. Se detecto
escasa union, o ninguna, de C3y C3c con las CK de ts o ko (Figura 53E).

Para ampliar el andlisis de la unién de los fragmentos solubles de C3 a la union de los fragmentos de C3 unidos a
las superficies celulares, se examind el papel de CRIg sobre las CK con respecto a la unidon de eritrocitos recubiertos
con IgM opsonizados con C3. Las CK CRIg ko demostraron una reduccion de ~60 % en la formacion de rosetas con
E-IgM cuando se compararon con las CK CRIg de ts (Figura 54D). CR3 tuvo una menor contribucién con respecto a
la actividad de union total ya que se observd una reduccion adicional (<20 %) en la formacion de rosetas con la
adicion del anticuerpo bloqueante para CR3. Por lo tanto, la expresion de CRIg es necesaria para que se produzca
la union de los productos de degradacion de C3 y las particulas opsonizadas por C3 a células de Kupffer.

Ejemplo 20

CRIg se internaliza y se expresa en endosomas de reciclaje

Como la union de las particulas opsonizadas con C3 a sus receptores puede desencadenar su endocitosis posterior
(Fearon et al., J. Exp. Med. 153: 1615-1628 (1981); Sengelov, Crit Rev. Immunol. 15: 107-131 (1995)), se usaron
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anticuerpos policlonales que desactivan al fluorocromo Alexa488 (Austin et al., Mol. Biol. Cell 15: 5268-5282 (2004))
para analizar si CRIg y C3b se internalizan en las CK. Se preincubaron AcM anti CRIg conjugados con A488 con CK
a 4 °C. La adicion de anticuerpos anti-A488 a 4 °C suprimi6 la fluorescencia de los anticuerpos anti CRIg unidos a la
superficie, como se muestra en la Figura 47A, panel 1. Cuando los AcM anti-CRIg conjugados con A488 se
incubaron con CK a 37 °C durante 30 minutos después de incubacién con anticuerpos anti-A488, la fluorescencia no
se suprimio (Figura 55A, panel 4) indicando que los anticuerpos anti CRIg se internalizaban después de transferir las
células de 4 °C a 37 °C y por lo tanto no eran accesibles a los anticuerpos anti-A488 desactivados. Se descubrié un
resultado similar para C3b (Figura 55A, paneles 3 y 6). La internalizacion de anticuerpos anti-CRIg no fue
dependiente de la presencia de C3 dado que la captacién del anticuerpo se produjo en CK aisladas de ratones C3
ko (Figura 55A, paneles 2 y 5) y en ausencia de suero (resultados no mostrados). La inmunohistoquimica confirmé
adicionalmente la presencia de anticuerpos anti CRIg y C3b en el citoplasma de CK de ratones CRIg de ts, pero no
en los ko (Figura 55B). A lo largo del tiempo, cuando las CK recubiertas con anticuerpos anti CRIg conjugados con
A488 se incubaron en presencia de anticuerpos anti-A488 extracelulares, se observd un descenso de la
fluorescencia a lo largo del tiempo y este sugiere que los anticuerpos anti-CRIg se reciclan nuevamente en la
superficie celular (Figura 55C). La evolucién de reciclaje fue nuevamente independiente de C3 dado que la cinética
de la desactivacion fue similar en presencia y en ausencia de C3 (resultados no mostrados). Por el contrario, los
anticuerpos contra la proteina lisosomal Lampl permanecieron intracelulares y no disminuyeron con el tiempo. Estos
resultados indican que CRIg actiia como un receptor para C3b localizado en un conjunto de membranas de reciclaje
constitutivas.

Para determinar adicionalmente los compartimentos subcelulares en los que se recicla CRIg, se visualizaron
macréfagos derivados de monocitos humanos (MDM) usando microscopia de deconvolucién que usaba transferrina
como marcador para endosomas de reciclaje y Lampl como marcador para lisosomas. Los MDM cultivados durante
7 dias expresan CRIg en el 60 % de las células que muestran union saturable de C3b (Figura 55A) que puede
competir con el dominio extracelular de huCRIg(L) (resultados no mostrados). Los macréfagos recubiertos con
anticuerpo anti-CRIg a 4 °C demuestran expresion focal de CRIg en las extensiones filopodiales ricas en F-actina
(cabezas de flecha, Figura 56A, paneles 1-3). Ademas, el anticuerpo de CRIg se colocalizé con C3b en la superficie
celular (resultados no mostrados). La transferencia de células de 4 °C a 37 °C seguido de incubacién durante 10
minutos a 37 °C (Figura 56B) dio como resultado una internalizacién rapida del anticuerpo de CRIg y C3b en un
compartimento endosomal transferrina” localizado en la periferia de la célula (Figura 56B, paneles de 1-4, flechas) y
bordeando el compartimento Lampl® (flechas Figura 57D, panel 1-4). CRIg permanecié localizado dentro del
compartimento endosomal y no se degrado en el lisosoma con tiempos de bisqueda prolongados de hasta 24 horas
(resultados no mostrados). La incubacion de los macrofagos con anticuerpos anti-CRIg no influy6 en la distribucion
de CRIg dado que el anticuerpo de CRIg internalizado se solapé completamente con el conjunto total de CRIg
detectado después de la fijacion con un anticuerpo policlonal (Figura 57C, paneles 1-3) y fue independiente de la
presencia de C3 en el medio (Figura 57C, panel 4). En conjunto, estos resultados indican que CRIg esta presente en
endosomas de reciclaje y tempranos y que la internalizacion de CRIg tiene lugar en ausencia de ligando o de
anticuerpo de entrecruzamiento.

Dado que la mayor parte de C3b e iC3b se deposito en particulas expuestas a suero (Brown, Curr. Opin. Immunol. 3:
76-82 (1991)), a continuacion se exploro la localizacién de endosomas positivos a CRIg en macréfagos durante la
fagocitosis de particulas opsonizadas con C3. Después del encuentro con glébulos rojos de oveja opsonizados con
iC3b (E-IgM), CRIg se redistribuyo rapidamente (10 minutos) de las vesiculas positivas a transferrinas a los primeros
fagosomas visibles como un anillo alrededor de los eritrocitos envueltos (Figura 56C, paneles 1y 4, flechas). Dos
horas después de la incubacién de los macréfagos con particulas opsonizadas con C3, los fagosomas habian
madurado tal como se muestra por su translocacion dentro del compartimento liposomal (Figura 56C, paneles de 5-
8). CRIg se expresaba a altos niveles en las membranas fagosémicas que circunda las particulas opsonizadas con
C3 (Figura 56C, paneles 5y 8, flechas) y en la mayor parte de los macréfagos ya no estuvieron presentes dentro del
compartimento endosomal transferrina’. Mientras que CRIg seguia presente en un subconjunto de fagosomas en el
compartimento lisosomal, su expresién no se solapaba con la de LAMP-1 (Figura 56C, paneles 7 y 8, cabezas de
flechas). La ausencia de CRIg en las membranas LAMP-1" no fue probablemente el resultado de la degradacion
lisosomal de CRIg dado que los inhibidores de proteasa estuvieron continuamente presentes durante la incubacion.
En algunos de los macréfagos que habian ingerido las E-IgM pero que carecfan de fagosomas CRIg®, el CRIg" se
colocaliz6 con el compartimento transferrina’ (flecha gruesa, Figura 56C5, paneles 5 y 8, flechas finas) lo que
sugiere que CRIg" regresa al compartimento de reciclaje después de la transferencia de las E-IgM al compartimento
lisosomal.

Considerados en conjunto, estos resultados indican que CRIg se acumula desde los endosomas a sitios de ingestién

de particulas y participa en las fases iniciales de la formacién del Fagosoma, pero sale del fagosoma después de la
fusién del fagosoma con el lisosoma para volver al compartimento endosomal.

Ejemplo 21

Los ratones que carecen de CRIg son susceptibles a infeccién por Listeria monocytogenes

Materiales y métodos
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1. Microorganismos, infeccién de ratones y evaluacion del crecimiento de Listeria por determinacién del recuento de
las UFC

En todos los experimentos se usé la bacteria L. monocytogenes (LM) virulenta (ATCC cepa 43251). La virulencia de
la bacteria se mantuvo mediante pases en serie en ratones BALB/c. Se obtuvieron aislados recientes de bazos
infectados, que crecieron en infusidon de cerebro y corazén (liquido) o en placas con infusion de cerebro corazén
(Difco Laboratories, Detroit, MI). Las bacterias se lavaron varias veces, se resuspendieron en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) estéril, y después se conservaron en pequefias alicuotas a -80 °C en PBS que
contenia glicerol al 40 %. Los ratones recibieron por via intravenosa, en la vena de la cola, un inéculo de L.
monocytogenes a diversas dosis. Para la observacion del crecimiento bacteriano en los diversos 6érganos, se
inyectaron por via intravenosa 1 x 10* unidades formadoras de colonias (UFC) de Listeria, una dosis no letal bien a
ratones CRIg ko o a ratones CRig de ts. El nimero de bacterias viables en el in6culo, homogeneizados del higado y
bazo, y las células infectadas, se determind sembrando en placas de agar con infusién de cerebro corazén (Difco
Laboratories) diluciones en serie con factor 10. Después de incubar durante 24 horas a 27 °C se contaron los
nameros de UFC.

2. Determinacion de la captacion de Listeria con A488 en células de Kupffer

La bacteria L. monocytogenes viva se marco con un kit de marcaje de A-488 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Molecular Probes, Oregon). El nUmero de bacterias Listeria vivas después del procedimiento de marcaje
se evalué por recuento de colonias. A ratones CRIg de ts o ko para CRIg se les inyecto, por via intravenosa, 10
millones de UFC de LM. Una hora después, se perfundieron los higados y se aislaron las células de Kupffer de
acuerdo con los métodos descritos anteriormente. Las células se tifieron con un anticuerpo contra F4/80 marcado
con PE, y las células positivas se aislaron usando perlas anti PE (Miletnyi) seguido de clasificaciéon con un citémetro
de flujo MoFlo (Dako-Cytomation, Ft. Collins, CO). Las células F4/80 positivas se recogieron en cubreobjetos y se
calculd el numero de bacterias internalizadas marcadas usando microscopia 6ptica y confocal. Se conté el nUmero
de bacterias por célula en 400 células de 4 campos diferentes por cubreobjetos. El indice fagocitico se calculd
multiplicando el nimero medio de bacterias por célula por el porcentaje de células de Kupffer que contenian al
menos una bacteria. El resultado muestra la media y las desviaciones tipicas del indice fagocitico obtenido de cuatro
animales diferentes.

Resultados

Basandose en la union de CRIg a particulas opsonizadas con C3b/iC3b, para explorar un papel de CRIg en la
fagocitosis de particulas opsonizadas con el complemento in vivo, ratones CRIg de ts y KO para se infectaron con
diversas dosis de Listeria monocytogenes (LM), una bacteria facultativa gram positiva que, cuando se expone a
suero, activa la ruta alternativa del complemento que deposita predominantemente C3b e iC3b en la superficie
bacteriana (Croize et al., Infec Immunol. 61: 5134-5139 (1993)). Los ratones CRIg KO fueron significativamente mas
susceptibles a la infeccion por LM, como se muestra por una mortalidad aumentada (Figura 58A). Por otro lado, el
tratamiento con la proteina de fusion CRIg-lg aumentd la susceptibilidad de los ratones CRIg ts, pero no la de los
ratones CRIg ko (Figura 62).

En linea con un papel de CRIg en la union y en la fagocitosis de particulas opsonizadas por C3 del complemento, los
ratones CRIg ko tuvieron una eliminacién reducida de LM de la sangre que dio como resultado un aumento de la
carga de LM en bazo y pulmén (Figura 58B). También hubo una disminucién de la carga de LM en higado y coraz6n
de ratones infectados lo que probablemente refleja la presencia de macréfagos que expresan CRIg en estos tejidos
(Figura 58B). Las respuestas a la inflamacion fueron elevadas en ratones CRIg ko reflejadas por niveles aumentados
en suero de TNF-y, TNF-a e IL-6 (Figura 58C). En coherencia con la necesidad de CRIg para la eliminacion de
particulas opsonizadas con C3, las CK que expresan CRIg ko demostraron unién y fagocitosis significativamente
reducida de LM en comparacion con las CK que expresan CRIg de ts (Figura 58D). Finalmente, el aumento de la
carga de Listeria detectado en la sangre de ratones CRIg ko fue dependiente de C3 ya que infeccion de ratones C3
ko anulaba la diferencia en el titulo bacteriano en ratones CRIg ko frente al ts (Figura 58E). De modo interesante, los
niveles de bacterias en circulacion fueron significativamente menores en ratones C3 ko en comparacion con ratones
C3 suficientes, y probablemente esto refleja el aumento de la implicacion de mecanismos independientes de C3
responsables de la eliminacion de Listeria en ratones C3 ko. Sin embargo, la eliminacion rapida en ausencia de C3,
no da como resultado una eliminacion eficaz de patégenos a largo plazo dado que los ratones deficientes en C3
mueren al cabo de 2 dias después de la infeccion con bacterias gram positivas (Cunnion et al., J Lab. Clin. Med.
143: 358-365 (2004)). Estos resultados indican contundentemente que el CRIg expresado en células de Kupffer
hepaticas juega un papel critico en la eliminacion rapida de la circulacion del patégeno opsonizado con C3 del
complemento.

Ejemplo 22

Inhibicién de la hemdlisis inmunitaria mediada por el complemento con moléculas muCRIg
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Esta bien establecido que los eritrocitos de conejo activan especificamente la ruta alternativa del complemento, con
una lisis resultante de células por el complejo C5b-9 (Polhill, et al., J. Immunol. 121(1), 363-370 (1978)). En
particular, los eritrocitos de conejo inician la cascada alternativa del complemento, y la formacién resultante de MAC
causa la lisis de estas células. Si un compuesto de ensayo es capaz de inhibir la ruta alternativa, entonces la adicion
del reactivo a los eritrocitos de conejo bafiados en suero (en este caso suero de mono Cinomolgo o suero humano
empobrecido en C1q) deberia impedir la lisis celular. Esto puede ensayarse controlando los cambios de absorbancia
de luz a una longitud de onda 412 nm producidos por la liberacién de hemoglobina de los eritrocitos lisados. En los
experimentos con suero de mono Cinomolgo, se recogié sangre de la vena femoral de los monos Cinomolgos. No se
us6 anticoagulante. Se dej6 coagular las muestras a temperatura ambiente, se centrifugaron y el suero se recogié y
se conservé en un congelador ajustado para mantener la temperatura de -60 a -80 °C. Los glébulos rojos de conejo
(GRC) se lavaron tres veces en GVB ((tamp6n veronal 1x (Biowhittaker), gelatina al 0,1 %), y se resuspendieron a 1
x 10°/ml en GVB. Se afadieron GVB, huCRIg (corto, largo o DEC largo), después de la adicion de 10 pl de
GVB+/EGTA (GVB, EGTA 0,1 M, MgCI2 0,1 M). Se afiadieron 10 pl de suero de mono Cinomolgo o empobrecido en
C1q (Quidel), seguido de la adicion de 10 ul de GRC, y la mezcla se mezclé con golpecitos con el dedo. Después de
incubar durante 45 min a 37 °C, en una sala cdlida con agitacion, se afiadieron 250 ul de GVB/EDTA 10 mM, y la
mezcla se centrifugdé a 2500 rpm durante 5 minutos. Se usaron alicuotas de 250 pl y se leyeron a 412 nm. Los
resultados mostrados en las Figuras 63 A y B (suero de Cino) y en las Figuras 64-66 (suero humano) demuestran
gue los compuestos CRIg sometidos a ensayo inhiben el complemento.

hST-L: CRIg-largo humano

hST-S: CRIg-corto humano

hST-L DEC: DEC CRIg-largo humano

hPIGR: receptor polimérico de inmunoglobulina humana

fH: factor del complemento H.

Ejemplo 23

Ensayo de proteinas de fusién CRIg murino-Fc en un modelo de ratén de neovascularizacion coroidal

La neovascularizacion coroidal (NVC) puede inducirse experimentalmente por quemaduras laser en la retina. En el
presente estudio, 40 ratones C57BL-6 (Charles River Laboratory) se dividieron en dos brazos de tratamiento.

Grupo 1 (control): inyeccién i.p. de gap120 migG1 12 mg/kg los dias -1, 1, 3y 5.
Grupo 2: inyeccion i.p. de CRIg murino (mCRIg) 12 mg/kg los dias -1, 1, 3y 5.

En cada brazo, se anestesié a los animales por inyeccion subcutianea (s.c.) de una mezcla de ketamina (25 mg/g) y
xilacina (1,28 mg/g). Se dilataron las pupilas usando una sola gota de tropicamida al 1 %. Después se inmoviliz6 a
los animales en un molde de plastico. Se us6 un laser de diodo (tamafio de punto 100-um) para generar tres puntos
laser en el ojo alrededor del nervio 6ptico, usando un Laser de Diodo OculLight GL (532 nm), una lampara de
hendidura Zeiss de 30 W y un micromanipulador. El ojo derecho se someti6é a laser con 120 mW, 0,1 segundos y
100 um de tamafio de punto. Una burbuja formada en el punto laser indica la rotura de la membrana de Brach.

Los puntos laser se evaluaron el dia 7 después del tratamiento con laser, usando microscopia confocal. En este
momento, los animales se anestesiaron con isofluorano, y a través del corazon se realiz6 una perfusién de 0,5 ml de
PBS que contenia 50 mg/ml de dextrano marcado con fluoresceina (Sigma). Se extirparon los ojos y se fijaron en
formalina tamponada con fosfato al 10 %, las retinas se descartaron y el caliz ocular restante se montd
horizontalmente en un portaobjetos. El examen histopatoldgico incluy6 tincién inmunohistoquimica de los montajes
coroidales horizontales para visualizar los fragmentos del complemento y la elastina y realizar el analisis del tamafio
del complejo NVC controlando la vasculatura tefiida con dextrano-FITC en los ojos con microscopia confocal.

Los resultados se muestran en las Figuras 71 Ay B, donde los orificios por quemadura del ojo derecho se punttan

en una escala de 0 a 3y de 0 a 5, respectivamente.

Ejemplo 24

Ensayo de los DEC de CRIg y de las proteinas de fusibn CRIg-Fc en monos Cinomolgos sometidos a dafio retinal
inducido por laser

En este estudio se utilizaron 24 monos Cinomolgos, macho o hembra, 12 machos y 12 hembras. La edad de los
animales oscilaba entre 2 a 7 afios y su peso entre 2 a 5 kg.
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Tabla 2

Designacion de Grupos y Niveles de Dosis

Numero de Animales a los que se realiza Necropsia®
Fase de dosificacion Fase de dosificacion Fase de dosificacién Nivel de Dosis”

2 1 1
Grupo N° de Animales Dia 6 Dia 18 Dia 32 (mg/kg/dosis)
1 (Control)* 12 3 3 6 0
2 (Tratado) 12 3 3 6 10

a La dosificacion de los animales programados para sacrificar 2 dias después del tratamiento con laser (Dosificacion
de fase 2) se inicia aproximadamente 2 semanas después de comenzar el estudio de la Fase de Dosificacion 1.

b El volumen de la dosis es en ml/kg/dosis.

¢ El grupo 1 solo recibe vehiculo.

La administracién es por inyeccion intravenosa a través de la vena cefalica. Los animales reciben la dosis al menos
una vez antes del tratamiento con laser, y tres veces semanalmente durante el resto del estudio. Las dosis se
realizan en funcién del peso corporal més recientemente registrado, y estan en el intervalo de 10 a 15 mg/kg.

El Dia 4, la macula de cada ojo de todos los animales se sometié a tratamiento laser mediante CORL con
quemaduras laser verde de diodo 532 nm (OcuLight GL, IRIDEX Corp Inc, Mountain View, California) usando un
sistema de suministro de ldmpara de hendidura y una lente de contacto de fondo plano Kaufman-Wallow (Ocular
Instruments Inc, Bellevue, Wash). El laser y el equipo de soporte se obtienen en CORL. Los animales se anestesian
con ketamina y xilacina. Se localizan nueve areas simétricamente en la macula de cada ojo. Los parametros del
laser incluyen un tamafio de punto de 75 micras y una duracién de 0,1 segundos. La potencia usada se evalla por la
capacidad de producir una ampolla y una pequefia hemorragia. A menos que se observe hemorragia con el primer
tratamiento laser, se coloca un segundo punto de laser adyacente al primero siguiendo el mismo procedimiento con
laser (excepto que se ajustan los vatios). Para las areas no adyacentes a la févea la potencia inicial ajustada es de
500 mW; si se coloca un segundo punto, la potencia se ajusta a 650 mW. Para el area adyacente a la fovea las
potencias ajustadas son de 400 mW (inicial) y 550 mW (segunda). A criterio del cirujano retinal, los ajustes de la
potencia pueden ajustarse en funcion de las observaciones en el momento del tratamiento con laser.

Examenes oftalmoldgicos clinicos

Antes de iniciar el tratamiento, y los dias 8, 15, 22 y 29, se realiza un examen clinico oftalmolégico a cada animal. Se
anestesié a los animales con ketamina, y se dilataron los ojos con un agente midriatico. La parte adyacente y
anterior de ambos 0jos se examind usando un biomicroscopio con lampara de hendidura. Se examiné el fondo
ocular de los dos ojos usando un oftalmoscopio indirecto. A criterio del oftalmélogo, los ojos pueden examinarse
usando otra instrumentacion adecuada y pueden tomarse fotografias.

Fotografias oculares

Se tomaron fotografias oculares (FO) una vez el dia del tratamiento laser (post-laser), en la Fase de Dosificacion 1
Dias 10, 17, 24 y 31, y en la Fase de Dosificacion 2 Dia 6 (el dia de la necropsia). Cuando se hace conjuntamente
con la angiografia de fluoresceina durante la Fase de Dosificacion 1, primero se toman las FO.

Los animales se anestesian con ketamina y se mantienen con el anestésico isoflurano cuando se hace
conjuntamente con la angiografia de fluoresceina y se anestesian con ketamina y xilacina cuando se hace solo (es
decir, después del tratamiento de laser). Los ojos se dilatan con un agente midriatico. Se toman fotografias a color
de cada ojo y se incluyen las anomalias de la retina y oculares pertinentes, fotografias estereoscopicas del polo
posterior y fotografias no estereoscopicas de dos campos centrales-periféricos (temporal y nasal).

Angiografia con fluoresceina

La angiografia con fluoresceina se realiza una vez antes de iniciar el tratamiento de todos los animales y en la Fase
de Dosificacion los Dias 10, 17, 24 y 31 (6, 13, 20 y 27 dias postlaser).

Antes de realizar la angiografia con fluoresceina los animales se someten a ayuno. Se anestesia a los animales con
ketamina y se les mantiene con isofluorano, y los ojos se dilatan con un agente midriatico. Los animales se entuban
debido a la posibilidad de que vomiten tras la inyecciéon de fluoresceina. Los animales reciben una inyeccion
intravenosa de fluoresceina. Se toman las fotografias al comienzo y al final de la inyeccién de fluoresceina. Después
de la inyeccion de fluoresceina, se toma una serie rapida de estereofotografias del polo posterior del ojo derecho
seguido de pares estereoscopicos del polo posterior del ojo izquierdo antes de 1 minuto, y después en cada ojo a
aproximadamente 1 a 2, y 5 minutos. Entre aproximadamente 2 y 5 minutos, se toman fotografias no
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estereoscopicas de dos campos centrales-periféricos (temporal y nasal) de cada ojo. Si se observa filtracién de
fluoresceina en el momento del minuto 5, se toma un par de fotografias estereoscépicas aproximadamente a los 10
minutos.

La evaluacion de los angiogramas de fluoresceina se realiza de acuerdo con el siguiente sistema de clasificacion
para confirmar el exceso de permeabilidad (filtracion de fluoresceina) o cualquier otra anomalia.

Grado de | Definicion
Lesion
| Sin hiperfluorescencia

Il Hiperfluorescencia sin filtracion

] Hiperfluorescencia precoz o filtracién media-transitoria y tardia

v Hiperfluorescencia brillante precoz o filtracion media-transitoria y tardia mas alla de los bordes del
area tratada

Depésito del material

El siguiente material se deposité en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209, EE.UU. (ATCC):

Designacion N° de Dep. de la ATCC Fecha del Depésito
ADN45416-1251 209620 5 de febrero de 1998

Este depdsito se realizd segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del
Deposito de Microorganismos con la Finalidad del Procedimiento de Patentes y la Normativa estipulada en el mismo
(Tratado de Budapest). Esto garantiza la conservacion de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios a partir de
la fecha de depoésito. El depdésito estard disponible en la ATCC en los términos del Tratado de Budapest y estara
sujeto a un acuerdo entre Genentech, Inc. y la ATCC, que garantiza la disponibilidad permanente y sin restricciones
de la descendencia del cultivo del depésito al publico después de la expedicion de la Patente de EE.UU. pertinente o
después de su apertura a inspeccion publica de cualquier Solicitud de Patente de EE.UU. o extranjera, sea lo que
sea lo que ocurra primero, y garantiza la disponibilidad de la descendencia a una determinada por el Comisionado
de Patentes y Marcas registradas de los EE.UU. para tener derecho a la misma de acuerdo con las normas 35
USC’122 y del Comisionado conforme a las mismas (incluyendo la 37 CFR § 1.14 con referencia particular a 886 OG
638).

El beneficiario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales en depdsito muere o se pierde
o se destruye al cultivar en condiciones adecuadas, los materiales se reemplazardn puntualmente por otros de los
mismos cuando se notifique. La disponibilidad del material depositado no debe interpretarse como una licencia para
llevar a la practica la invencion infringiendo los derechos otorgados bajo la autoridad de cualquier gobierno de
acuerdo con esta ley de patentes.

La anterior memoria descriptiva escrita se considera suficiente para permitir que un experto en la materia lleve a la
practica la invencion. El alcance de la presente invencion no esta limitado por las construcciones depositadas, dado
que la realizacion depositada pretender ser solo una ilustracién de determinados aspectos de la invencion y
cualquiera de las construcciones que sean funcionalmente equivalentes se encuentran dentro del alcance de la
presente invencion. El depédsito del material del presente documento no constituye una admision de que la
descripcion escrita contenida en el presente documento sea inadecuada para permitir la practica de cualquier
aspecto de la invencion, incluyendo el mejor modo de la misma, ni se interpretara como una limitacion del alcance
de las reivindicaciones con respecto a las ilustraciones especificas que esta representa.

En efecto, diversas modificaciones de la invencion ademas de las que se muestran y se describen en el presente

documento, seran obvias para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y se incluiran en el ambito
de las reivindicaciones adjuntas.
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<400>1

cceacgegte
tttgagectc
ggggatctta
catccrgygaa
cacctatgac
¢tcagaccct
gtaccagggc
caccctggag
tggcaaccaa
caagcccaca
tagccttcaa
gactaataac
ggtgatagcc
gcacagcgac
tgaggcacct
ggactggacc
cctgcctgtce
ggecctatate
gtaagaaagt
gcaggaaatg
agggtcagga
tgaacacaaa
gatcctgata
ccaagtccct
acgactctgg
caacttccca
agatcatcgc
atgagttict
ctgctgacat
ctetrectgg
ctttgcccty
gceoctretag
tgcccatagc
gccaccagaa
gatcatttct
agggttcagt
taaatatcta

cgcccacgeg
tttggtagca
ctggygcctge
gtgccagaga
ccectgeaag
gtcaccatct
cgectgeatyg
atggatgacc
gtcygtgagag
gtgacaactg
tgccaggcetce
caggaaccca
gactcaggct
attgtgaagt
acaaccatga
actgacatgg
trtgccatca
atgctcrgtc
ctctectett
tggaggaagg
catagctgec
ggataattta
attaattggc
tcttatgggt
agaaaccatg
gaatctgggc
ccagatcaat
gaccactgag
aattgcctag
atagcccaaa
gaatttgcca
tatctetgec
actaggactt
gacccgaaqqg
ctttettcag
tctgetectc
atrcataacag
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tccgceccacyg
ggaggctgga
tactcctgay
gtgtaacagg
gctacaccca
ttctacgtga
tgagccacaa
ggagccacta
ataagattac
gcagcogtta
ggggttctcc
tcaaagtagc
cctattrtcty
ttgtggtcaa
cataccccrt
atggctacct
tcctcatcat
ggaagacatc
ccarttttga
ggggtgtggc
ttccctctet
gatccatctg
aagaattgag
ggtgggctct

agggtggcca
aacaactact

ggcaactacg
ggcaaaagtg
tcagteccetg
gtgtccgect
gatgcatctc
gggggcttct
ggtcatcatg
aggctcaget
ggccagacag
cactataagt
'
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ggtccgccca
agaaaggaca
gcacctaaca
accttggaaa
agtcttggto
ctcttctgga
ggttccagga
cacgtgtgaa
tgagctccgt
tggcttcacg
tcccatcagt
aaccctaagt
cactgccaag
agactcctca
gaaagcaaca
tggagagacc
ctccettgtge
ccaacaagag
ccecegtecct
acagacccaa
caggcacctt
ccttctgectt
gcagaagggt
tgggccatag
tcrtcgcaag
ctgatgagcc
cccgectget
tctgttaaaa
ccttctgeat
accaacactg
aagtaagcca
ggtactcctc
cctacagaca
ctgccagete
cttitaattg
ctaatgtect

cgcgtccgag
gaagtagctc
gtggacactt
ggggatgtga
aagtggctgg
gaccatatcc
gatgtatccc
gtcacctggc
gtccagaaac
gtgccccagqg
tatarttggt
accttactet
ggccaggttg
aagctactca
tctacagtga
agtgctggge
tgtatggtgo
catgtctacg
gccctcaatt
tcctaaggec
ctgaggttgt
ccagaatccc
gggaaaccag
ggcacatgcee
tggctgetec
ctgcatagga
ggacacagtt
atgccccatt
ggccttcttc
gagccgctgg
gctgctggat
tctaaatacc
ctattcaact
agaggaccag
aaattgttat
gactctctcc

ccaccagaag
tggctgtgat
atggccgtec
atctrcccty
tacaacgtgg
agcaggcaaa
tccaattgag
agactcctga
TCtctgictc
gaatgaggat
ataagcaaca
tcaagcctge
gctctgagea
agaccaagac
agcagrtccty
caggaaagag
ttrttaccat
aagcagccag
ttgattactg
ggaggccrtc
tttggcectc
tgggtggtag
gaccacagcc
agagaggcca
agtgatgagc
caggagtacc
cctctggatt
aggccaggat
cctgctaccet
gagtcactgy
ttggctctygg
agagggaaga
ttggcatcty
Ctatatccag
ttcacaggce
tggtgctcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2181

<210>2

<211> 321

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
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Met
1
Thr
Trp
Tyr
vajl

65

Lys
Ser
Ccys
LYS
val

145
Ile

Gly
Tyr
Lys
Thr
Thr
Tyr
Leu
Glu
1
Thr

Ser

_Tr‘p Tyr

Leu
Tyr
s
Thr
val
Glu
Leu
Met

305
Arg

<210> 3
<211> 1372
<212> ADN

ser
Phe
210
val
Glu
Lys
Thr
Ile

290
Leu

Ile
Gly
Gly
Gin
Ile
Gln
GIn
s
Thr
Thr

Leu

Lys

Thr
195
Cys
Lys
Ala
Gln
Ser
275
Ile

Cys

<213> Homo sapiens

<400> 3

Leu
Arg
20

Asp
val
Phe
Gly
Leu
100
Thr
Glu
Gly
GIn

aln

180
Leu

Thr'
Phe
Pro
Ser
260
Ala
ser

Arg

Leu
5

Pro

Va'l'

teu
Leu
5o
Ser
Trp
Leu
Ser
Cys

165
Gin

Leu
Ala
val
Thr
245
Trp
Gly
Leu

Lys
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Gly
Ile
Asn
val
70°
Leu
Thr
GIn
Arg
2
Gln

Thr

Phe
Lys
val
230
Thr
Asp
Pro
Cys

Thr
310

Leu
Leu
Leu

5§°
AsSp

‘His

Leu
Thr
val
135
Tyr
Ala

Asn

Lys
Gly
215
Lys
Met
Trp
Gly
Cys
295
Ser

Leu
Glu
Pro
40
Trp
Ser
val
Glu
Pro
120
Gln
Gly
Arg

Asn

Pro
200
GIn
ASp
Thr
Thr
Lys
280
Met

Glin

56

Leu
val
25

Cys
Leu
ser
ser
Met
1065
Asp
LyS
Phe
Gly

GIn

185
Ala

val
ser
Tyr
Thr
265
ser
val

GIn

Leu
10

Pro
Thr
va)
Gly
His
90

Asp
Gly
Leu
Thr
Ser

170
Glu

val

_G'ly

ser
Pro
250
ASp
Leu
val

Glu

Gly
Glu
Tyr
Gln
AsSp
75

LysS
Asp
Asn
Serp
val
155
Pro

Pro

Ile
Ser
755
Leu
Met
Pro
Phe

His
315

His
ser
Asp
Arg

His

val
Arg
Gln
val
140
Pro
Pro

Ile

Ala
Glu
220
Ley
Lys
ASp
val
Thr

300
val

Leu
val

Pro

Gy

Ile
Pro
ser
val
125
Ser
Gln
Ile

Lys

ASp
205
Gln
Leu
Ala
Gly
Phe
285
Met

Tyr

Thr
Thr
30

Leu
ser
Gln
Gly
His
110
vai
Lys
Gly
ser

val

190
ser

His
Lys
Thr
Ala

Glu

val
Gly
GIn
AsSp
GIn
Asp
Tyr
Arg
Pro
Met
TYyr

175
Ala

Gly
Ser
Thr
ser
255
Leu
Ile
Tyr
Ala

Asp
Pro
Gly
Pro
Ala
val
Thr
ASD
Thr
Arg
160
Ile

Thr

Ser
Asp
240
Thr
Gly
Ile
Ile

Ala
320
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ccaactgcac
tgtgatgyag
ccgtcccatc
tccctgeace
acgtggctca
ggcaaagtac
attgagcacc
tcctgatgac
tgtctccaag
gaggattagc
gcaacagact
gcctgeggtg
tgagcagcac
caagactgag
gtcctgggac
aaagagcctg
taccatggcee
agccagggca
cgcaagtggc
tgagccctygc
cctgctagac
ttaaaaatgc
ttggccgeeca

ctcggttcta
atcttactgg
ctggaagtgc
tatgaccece
gaccctgtca
cagggccgec
ctggagatagg
aaccaagtcg
cccacagtga
cttcaatgece
aataaccagg
atagccgact
agcgacattg
gcacctacaa
tggaccactg
cctgtetttg
tatatcatgc
catgccagag
tgctcecagtg
ataggacagg
acagttectc
cccattaggc
tggcccaact
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tcgataggag
gcctgctact
cagagagtgt
tgcaaggcta
ccatctttct
tgcatgtgag
atgaccggag
tgagagataa
caactggcag
aggcrcoaag
aacccatcaa
caggctccta
tgaagttigt
ccatgacata
acatggatgg
ccatcatcct
tctgtcggaa
aggccaacga
atgagccaac
agtaccagat
tggattatga
caggatctgc
tgtttattge

gctggaagaa
cctggggcac
aacaggacct
cacccaagtc
acgtgactct
ccacaaggtt
ccactacacg
gattactgag
cggttatggc
ttctectece
agtagcaacc
tttctgcact
ggtcaaagac
ccccttgaaa
ctaccttgga
catcatetcc
gacatcccaa
ctctggagaa
ttceccagaat
catcgcccag
gtitctgacc
tgacataatc
agcttataat

<210>4

<211> 399

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met
1
Thr

Trp
Tyr
val

65
Lys

Gly Ile Leu teu Gly Leu
Tyr Gly Arg P?o Ite Leu
Lys g;y igp val Asn Leu
Thr GIn val Leu val Lys
3gr Ile Phe Leu Arg Asp
TYr G1n_Gly ggg Egu His

55

Leu
Glu
fro
40

Trp
ser

val

Leu Leu

Leu val
Ser Gly

ser His
90

57

aggacagaag
ctaacagtgg
t0gaaaggqg
ttggtgaagt
tctggagacc
ccaggagatg
tgtgaagtca
cteccgtgtcc
ttcacggtgc
atcagttata
ctaagtacct
gccaagggec
tectcaaage
gcaacatcta
gagaccagtyg
ttgtgctgta
caagagcatg
accatgaggg
ctgggcaaca
atcaatggca
actgagggca
tagagtcgac
ggttacaaat

Gly His
Glu Ser
Tyr Asp
Gin Ar
699
Asp His

75
Lys val

Leu
val
Pro
Gly
1le

Pro

tagctctggce
acacttatgg
atgtgaatct
gactggtaca
atatccagca
tatccctcca
cctggcagac
agaaactctc
cccagggaat
tttggtataa
tactcttcaa
aggttggctc
tactcaagac
cagtgaagca
ctgggccagg
tggtggttett
tctacgaagc
tggccatctt
actactctga
actacgcccg
aaagtgtctg
ctgcagaagc
aa

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780

900

960

1020
1080
1140
1200
1260.
1320
1372

Thr val Asp
15

Thr Gly Pro
30

Leu GIn Gly

ser Asp Pro

GIn GIn Ala

1 801
Gly Asp Va
a5



Ser Leu

Cys Glu
Ile
130
Thr

Lys

val
145
Ile ser
Trp Tyr

Leu Ser
Phe
210
val

TVYr
Ile
225
Thr

val

Glu
Lys

Glu Thr

teu Ile
290
Met Leu
305
Arg

Ala Ile

Gly

Ile
370

Leu

Ile

Ala.

Gln Leu
100
val Thr
115

Thr
Thr

Glu
Gly

Leu GlIn

Serp
Trp
Leu
Ser

Cys
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Thr Leu

Gln

Glu
Thr Pro
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Met
105
Asp

Asp
Gly

120

val
] 135
Gly Tyr
150
Gln

Arg

Ala

165

GlIn
180
Leu

Lys

Thr
195
Cys Thr

Lys Phe

Ala Pro

Glin
Leu
Ala
val
Thr

Thr Asn

Phe Lys

Gln
Gly
Arg
Asn

Pro

Lys Leu

Phe Thr
ser
170
Glu

Gly

G1n
185

Ala val

200

Gly
215
Lys

Met

Lys

val
230
Thr

245

ser
260
Ala

Gln
sSer

275
Ile Ser
Cys

His

Arg
Ala

Trp
Gly
Leu
Lys
Arg

Asp Trp

Pro Gly

Glin
Asp
Thr Tyr
Thr
Lys

val Gly

Ser Ser
Pro
250
Thr Asp
265

ser Leu

280

Cys Cys
295
Thr Ser
310

Glu Ala

325

Ala
340
ASh

Phe

Asn
355

Ala GTn

Ser
Tyr
Ile

Gly Cys

ser Asp

Met
Gln
Asn
ser

Glu

val val

GIn Glu

ser
330
AsSp

Asp

ser
345

Pro Cys

360

Asn G
37

Asn

Tyr Ala

ASp Arg

Asn Gln

ser His

val

110

val Arg

125

val
140
Pro

Ser

val
155
Pro Pro

Pro Ile

Ile Ala

Ser
GIn
Ile
Lys
Asp

Lys Pro

Gly Met

Tyr Thr
Asp
Thr
Arg

160

ser Tyr
175
val
190

ser Gly

205

Glu
220
Leu

Ser

Lys
235
Leu Lys

Met Asp

Pro val

Gln
Leu
Ala
Gly
Phe

His Ser

Lys Thr

Ile
Ala Thr
Ser
ASp
Lys

240

Thr

255
TYr Leu
270

Ala Ile

285

Thr
300
val

Phe

His
315
Gly Glu

Glu Pro

Ile Gly

Met
Tyr
Thr
Thr
Gln

Ala Tyr

Glu

ser Thr
Gly
Iie
Ile
Ala Ala

320

Met Arg

335
ser Gin
350

Glu Tyr

365

Leu

Ar
g 380

Leu

Asp Thr

val
Asn
Gin
val

pPhe Ala Thr Glu ser val

390

Gly
395

Pro Glu Cys

383

Leu Asp Tyr Leu LysS

<210>5

<211> 1090

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

10

gtccaactgce
gctgtgatgg
ggccgtecca
cttccctaca
caacgtgoct
caggcaaagt
caattgagca
actcctgatg
tcctcaaage
gcaacatcta
gagaccagtg
ttgtgctgta
caagagcatg
accatgaggg
ctgggcaaca
atcaatggca
actgagggca
tagagtcgac
ggttacaata

acctcggttc
ggatcttact
tcctggaagt
cctatgaccc
‘cagaccctgt
accagggccg
ccctggagat
gcaaccaagt
tactcaagac
cagtgaagca
ctgggccagg
tgotogtitt
tctacgaaoc
tggccatctt
actactctga
actacgcecg
aaagtgtctg
ctgcagaagc

tatcgatagg
gggcctgeta
gccagagagt
cctgcaaggc
caccatcttt
cctgcatgrg
ggatgaccgg
cgtgagagat
caagactgag
gtcctgggac
aaagagcctg
taccatggce
agccagagca
cgcaagtggc
tgagccctge
cctgctggac
ttaaaaatgc
ttggccgeca

aggcrggaag
ctcctgggygc
gtaacaggac
tacacccaag
ctacgtgact
agccacaagg
agccactaca
aagattactg
gcacctacaa
tggaccactg
cctgtctttg
tatatcatgc
catgccagag
tgctccagtg
ataggacagg
acagttcctc
cccattagoc
tggcccaact

58

aaaggacaga
acctaacagt
cttggaaagg
tcttggtgaa
cttctggaga
ttccaggaga
cgtgtgaagt
agctccgtgt
ccatgacata
acatggatgg
ccatcatcct
tctgteggaa
aggccaacga
atgagccaac
agtaccagat
tggattatga
caggatctgce
tgtttattge

agtagctctg
ggacacttat
ggatgtgaat
gtggctggta
ccatatccag
tgtatccctc
cacctggcag
ccagaaacac
ccccttgaaa
ctaccttgga
catcatctce
gacatcccaa
ctctggagaa
ttcccagaat
catcgcccag
grrtctggcc
tgacataatc
agcttataat

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1090
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<210> 6

<211> 305

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Mgf_G1y Ile Leu Lgu Gly Leu Leu Leu igu Gly His Leu Thr {§1 Asp
The Tyr Gly 359 Pro Ile Leu Glu ¥§1 Pro Glu Ser val ;gr Gly Pro
Trp Lys Gly Asp val Asn Leu Pro Cys Thr Tyr Asp Pro Leu Gln Gly

Tyr Egr G1n val Leu val ggs Trp Leu val GlIn ggg Gly Ser Asp Pro
val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser Ser Gly Asp His Ile GIn Gln Ala
65 700 .75 80
Lys Tyr GIn Gly ggg Leu His val Ser gas Lys val Pro Gly ggp val
ser Leu G1n Leuy Ser Thr Leu Glu Met Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr
100 105 110
cys Glu val Thr Trp 6In Thr Pro Asp Gly Asn GIn val val Arg Asp
115 120 125
Lys Ile Thr Glu teu Arg val GIn Lys His Ser Ser Lys Leu Leu Lys
130 135 140
Thr Lys Thr Glu Ala Pro Thr Thr Met Thr Tgr Pro Leu Lys Ala Thr
145 150 155 160
Ser Thr val Lys GIn Ser Trp Asp Trp Thr Thr Asp Met Asp Gly Tyr
. 165 170 175
Leu Gly Glu Thr ser Ala Gly Pro Gly Lys Ser Leu Pro val phe Ala
180 185 190
Ile Ile Leu Ile Ile Ser Leu Cys Cys Met val val Phe Thr Met Ala
195 200 205
Tyr Ile Met Leu Cys Arg Lys Thr Ser 6In Gln Glu His val Tyr Glu
210 215 220
Ala Ala Arg Ala His Ala Arg Glu Ala Asn Asp Ser Gly Glu Thr Met
225 230 235 240
Arg val Ala Ile phe Ala ser Gly Cys Ser Ser Asp Glu Pro Thr Ser
245 250 . 235
GIn Asn Leu Gly Asn Asn Tyr Ser Asp Glu Pro Cys Ile Gly Gln Glu
. 260 . 265 270
Tyr Gin Ile Ile Ala Gln Ile Asn Gly Asn Tyr Ala Arg Leu Leu Asp
275 280 .. 285 :
Thr val Pro Leu Asp Tyr Glu Phe Leu Ala Thr Glu Gly Lys ser val
290 295 . 300

Cys

305
<210>7
<211> 1590
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 7

59



gtccaactgce
gatccctcga
agcitcaaat
cacctatggc
tgtgaagatt
gctggtaaga
tatccagcag
gtccctccaa
ctggcagact
gaaatataat
agcaacaact
ggagaccatt
cctttgetgce
acaagagtat
aaccacaagg
Ctactctgat

tattcctgec
aacatctgct
tttactactt
agtatctatc
atactacatg
agggccttea
tcatgectec
gattactect
tgaatctaat
aaaaaaaaaa
taagcttgge

<210>8
<211> 280
<212> PRT

acctcggttc
cctcgaccca
aggatggaga
caceccacce
cagtgcatct
cacggctctg
gcaaagtaca
ataaataccc
cctgatggaa
ccacctagaa
ataatgagtt
getggttcag
atagtagetg
gtctatggag
gtgactacca
gatccttgee

tgctgaacac
aaaatgcecc
gccttcaaca
tagtctgcca
cacctcaaga
caactcttct
agacagcgtg
ctttctctag
gcacatgtat

aagggceggece
cgccatggec

<213> Mus musculus

<400> 8

ES 2 534

tatcgattcg
cgcgtccgag
tctcatcagg
taaaaacacc
atgatccect
actccgreac
gaggecgect
tgcagatgga
accaagtaat
tcaatactga
caacctctga
ggaggaacct
tcaccatacc
tgagcagggt
tcgcaactga
tcagccagga

agtttccaga
tactaagtca
tagctttcte
attctggage
aatctagctt
ccaaacagca
agtctcagtc
ggccagatga
tcttttottg
gcgactctag
caacttgttt

675 T3

aattcggcca cactgygccgy
cagcaagagg atggaaggat
ctigctgttc ctgggccacc
tgagagtgtg acagggacct
gagaggctac aggcaagttt
catcttccta cgtgacteca
gaaagtgagc cacaaagttc
tgacaggaat cactatacat
aagagataag atcattgagc
agcacctaca accctgcact
cttgaccact aatgggacig
gccaatcttt gccataatct
ttatatcttg ttccgetgca
gtttgccagg aagacaagca
tgaaccagat tcccaggete
gtaccaaata accatcagat

aactaagaag ttcttgctac
aggtctactg gcgtaattac
cctggcttee tttcttctta
cattgagaaa tcctgggttt
ctgggcttca cccagaacaa
gagaaattcc atagcagtag
ctacaaactc agacaagcac
cttttaattg atattactat
ttaataaatg tttaatcatg
agtcgacctg cagtagggat

60

atcctctaga
gaatagaagt 1
taatagtgct
ggaaaggaga
tggtgaaatg
ctggagacca
caggagatgt
gtgaggtcac
tccgtgttcg
cctctttgga
gaaaacttga
tcatcatctc
ggacattcca
actctgaaga
tgattagtga
caacaatgtc

tgaagaaaat
ctgttactta
gacaacctaa
ggctaagaat
Ttttettcect
aggttcttta
atgggtctag
tgctacatta
acatcaaaaa
aacagggtaa

60
20

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1590



ES 2534675713

Met Glu Ile Ser Ser Gly Leu Leu Phe Leu Gly His Leu Ile val Leu

1
Thr Tyr Gly gas Pro Thr Leu Lys ;?r Pro Glu Ser val ;Br Gily Thr
Trp Lys Gly Asp val Lys Ile GIn Cys Ile Tyr Asp Pro Leu Arg Gly

Tyr Arg GIn val Leu val Lys Trp Leu val Arg His Gly Ser Asp Ser

221 Thr Ile Phe Leu ?Sg Asp ser Thr Gly 9§p His Ile GIn GIn g&a
Lys Tyr Arg Gly ggg Leu Lys val Ser gas Lys val Pro Gly Sgp val
ser Leu GIn ITe Asn Thr Leu GIln Met Asp Asp Arg Asn HBis Tyr Thr
100 ' 105 110
Cys Glu val Thr Trp GIn Thr Pro Asp Gly Asn GlIn val Ile Arg Asp
115 120 125 '
Lys Ile Ile Glu Leu Arg val Arg Lys Tyr Asn Pro Pro Arg Ile Asn
130 135 140
Thr Glu Ala Pro Thr Thr Leu His Ser Ser Leu Glu Ala Thr Thr Ile’
145 150 155 L 160 -
Met Ser Ser Thr Ser Asp Leu Thr Thr Asn Gly Thr Gly Lys Leu Glu
165 170 175
Glu Thr Ile Ala Gly Ser Gly Arg Asn Leu Pro Ile Phe Ala Ile Ile
. 180 185 190
Phe Ile Ile Ser Leu Cys Cys Ile val Ala val Thr Ile Pro Tyr Ile
195 200 205
Leu Phe Arg Cys Arg Thr Phe GIn GIn Glu Tyr val Tyr Gly val ser
210 215 220
Arg val Phe Ala Arg Lys Thr Ser Asn Ser Glu Glu Thr Thr Arg val
225 230 - 235 240
Thr Thr Ile Ala Thr Asp Glu Pro Asp Ser GIn Ala Leu Ile Ser Asp
245 250 © 255
Tyr Ser Asp Asp Pro Cys Leu Ser GIn Glu Tyr GIn Ile Thr Ile Arg
260 - 265 270
ser Thr Met Ser Ile Pro Ala Cys
275 280

<210>9

<211> 1503

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9

gcaggcaaag taccagggcc gcctgeatgt gagccacaag gttccaggag atgtatccct 60

ccaattgagc accctggaga tggatgaccg gagccactac acgtgtgaag tcacctggca 120
gactcctgat ggcaaccaag tcgtgagaga taagattact gagctccgtg tccagaaact 180
ctctgtetcc aagcccacag tgacaactgg cagcggttat ggcttcacgg tgccccaggg 240
aatgaggatt agccttcaat gccagggttc ggggttctce tcccatcagt tatatttaggt 300
ataagcaaca gactaataac cagggaaccc atcaaagtag caaccctaag taccttactc 360

61
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ttcaagccty cggtgatage cgactcaggce
ggctctgagc agcacagcga cattgtgaag
aagaccaaga ctgaggcacc tacaaccatg
aagcagtcct gggactggac cactgacatg
ccaggaaaga gccrgcctgt ctttgccatc
gtttttacca tggcctatat catgctctgt
gaagcagcca gggcacatgc cagagaggcc
atcttcgcaa gtggctgetc cagtgatgag
ctctgatgag ccctgcatag gacaggagta
cgcecgectg ctggacacag trectctgga
tgtctgttaa aaatgcccca ttaggecagg
Tgcctictge atggecttct tcectgetac
ctaccaacac tggagccgct gggagtcact
tcaagtaagc cagctgctgg atttggetct
ctggtactcc tctctaaata ccagagggaa
tgcctacaga cactattcaa crttggcatc
gctetgecag ctcagaggac cagcetatatc
cagcttttaa ttgaaattgt tatttcacag
agtctaatgt tctgactctc tectggtget
aaa

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 10

tatccctcca attgagcacc ctgg 24

<210>11

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 11

gtcggaagac atcccaacaa g 21

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 12

cttcacaatg tcgctgtgct gctc 24

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 13

agccaaatcc agcagctggc ttac 24

tectatttct
tttgtggtca
acataccccet
gatggctace
atccetcatca
cggaagacat
aacgactctg
ccaacttccc
¢cagatcatc
ttatgagtt:
atctgctoac
ctcterteet
ggctrtgecee
gggcccttct
gatgcccata
ttgccaccag
caggatcatt
gccagggtte
caataaatat

62

gcactgccaa
aagactccte
tgaaagcaac
ttggagagac
tctecttgtg
cccaacaaga
gagaaaccat
agaatctggg
gcccagatca
ctggccactg
ataattgcct
ggatagccca
tggaatttgce
agtatctctg
gcactaggac
aagacccgag
tctctttett
agttctgctc
ctaatcataa

gggccaggtt
aaagctactc
atctacagtg
cagtgetggg
ctgtatggrg
gcatgtctac
gagggtggec
gcaacaacta
atggcaacta
agggcaaaag
agtcagtcet
aagtgtccge
cagatgcatc

ccgggggcett
ttggtcatca

gggaggctca
cagggccaga
ctccactata
¢agcaaaaaa

420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1503



10

15

ES 2534675713

<210> 14

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 14
tggatgaccg gagccactac acgtgtgaag tcacctggea gactcctgat

<210> 15

<211> 7496

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

63

50



ttcgagceteg
ttagttcata
ggctgaccdc
acgccaatag
ttggcagtac
aaatgogceeg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgc
ttagtgaacc
caccgggacc
gccaagagtg
acccccttgg
atacgattta
ttctctecac
ccatggggat
gtcccatcct
cctgcaccta
gtggctcaga
caaagtacca
tgagcaccct
ctgatggcaa
tctccaagcc
ggattagcct
aacagactaa
ctgcggtgat
agcagcacag
agactgagac
cctgggacty
actatactct
tctteccccce
tgatggtgga
tggaggtgca
tggtcagcat
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctcocttett
tcttctcatg
ccctgtctec
tcgacctgca
caaataaagc
ttgtggttig
tcggcgcage
gaggcggaaa
ccccagcagg
agrcccecagyg
ccatagtcce
ctccgeccea
ctgagctatt
tgttaattcg
Taaggtgacyg

cccgacatig
gcccatatat
ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggrttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgc
gatccagcct
acgtaagtac
ctrcgttaga
ggtgacacta
aggtgtccac
cttactgagc
ggaagtgcca
tgacccecetg
ccctgtcacc
gggccgectyg
ggagatagat
ccaagtcgtg
cacagtgaca
tcaatgccag
taaccaggaa
agccgactca
cgacattgtg
acctacaacc
gaccactgac
gtgcccaccyg
daaaCccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacage
ctccgtgatg
gggtaaatga
gaagcttggc
aatagcatca
tccaaactca
accatggect
gaaccagctg
cagaagtatg
ctccccagea
gccectaact
tggctgacta
ccagaagtag
aacacgcaga
cgrgtggect

ES 2 534

attattgact
ggagtitccgc
ccgeccatty
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
daatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
ccgeggecgy
cgcctataga
acgcggctac
tagaataaca
teccaggtcc
ctgctactcc
gagagtgtaa
caaggctaca
atctttctac
catgtgagcc
gaccggagcc
agagataaga
actgglageg
gctcggggtt
cccatcaaag
ggctcctatr
aagtttgtgg
atgacatacc
atggatggcg
tgcccagceac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccceca
tacaccctygc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagcrtcaccg
catgaggctc
gtgcgacggc
cgccatggec
caaatttcac
tcaatgtatc
gaaataacct
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
ccgeceatec
attttiteta
tgaggaggct
tgcagtcggg
cgaacaccga

675 T3

agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccc
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgct
gaacggtgca
gtctataggc
aattaataca
tccactttge
dactgcacct
tggggcacct
caggaccttg
cccaagtctt
gtgactcttc
acaaggttcc
actacacgtg
ttactgagct
gtratggctt

Cctccteecat:

tagcaaccct
tctgcactgce
tcaaagactc
ccttgaaagc
ggcgcgececa
Cctgaactcct
tgatcteccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccecateccy
tctatccecag
agaccacgcec
tggacaagag
tgcacaacca
cctagagrcg
caacttgttt
daataaagca
ttatcatgtc
ctgaaagagg
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
Tttatgcaga
tttttggagoy
gcggcgeggt
gcgaccctge

64

agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccceat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaacgcg
ccacccectt
taaccttatg
ctttcacatc
cggttctatc
aacagtggac
gaaaggggat
ggtgaagtgqg
tggagaccat
aggagatgta
tgaagtcacc
ccgtgtccag
cacggtgccc
cagttatatt
aagtacctta
caagggcceag
ctcaaagcta
aacatctaca
ggtcaccgac
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc

tggcaaggayg.

catctccaaa
ggaagagatg
cgacatcgcec
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
acctgcagaa
attgcagcett
ttttttteac
tggatcgatc
aacttggtta
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tecgecceagt
ggcecgaggcec
cctaggettt
cccaggtcca
agcgacecyge

tacggggica
tggcecgecet
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccace
cagagctegt
ccatagaaga
gattccccgt
ggcttggccc
tatcatacac
cactttgcct
gattaaacca
acttatggec
gtgaatcttc
ctggtacaac
atccagcagg
tccctecaat
tggcagactc

aaactctctg’

cagggaatga
tggtataagc
ctcttcaage
gttggctctg
ctcaagacca
gtgaagcagt
aaagctgego
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacgycy
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtgdg
gactccgacg
caggyggaacyg
aagagcctct
gcttctagag
ataatggtta
Tgcattctag
gggaattaat
ggtaccttct
tccccagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tccgeccatt
gccteggecet
tgcaaaaagc
cttcgecatat
ttaacagcgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



caacagcgtg
aagatggatt
gggcacaaca
geccggttet
cagcgcggct
tcactgaage
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegee
tcgtcgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcge
tctgagcggg
agatttcgat
cgccggetag
gagatggggg
gacggcaata
gggttcggtc
acgcccgegt
tcgcagecaa
gggtccccea
agtcaggtcc
gaccgcatgt
€CcCaaaaac
tctetgecce
gagtttccge
gtcataagtg
aaggctctca
agcggcgeat
agcgcectag
tttceceegtc
cacctcgace
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttcgg
aacaaaatat
ggttaatgtc
gcgcggaacc
acaataaccc
titccgtgte
agaaacgctyg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggicg
caccgaactg
.aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt

ccgcagatct
gcacgcaggt
gacaatcggc
tttigtcaag
arcgtggcto
gggaagggac
tgctcoctgec
tccggetacce
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctccegat
actctggagt
teccaccgecg
atgatcctce
aggctaactyg
aaaagacaga
ccagggetgg
ttettccttt
cgtcggggcg
tgoogaatygg
acgactggac
actggcgega
cacecgeygcgy
ttettegetyg
gggaccccgg
cggcgacgat
agggcatcgg
taagcgegac
cgceegetee
aagctctaaa
CcCaaaaaact
ttcgeoctet
caacactcaa
cctattggtt
taacgrttac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatqgc
gceettatee
gtgaaagtaa
ctcaacagcy
acttttaaag
ctoggtegcec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegttecact
tttctacgeg
ttgccggate
ataccaaata
gcaccgecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtratccgg
aacgcctgygt
ttgtgatgct

ES 2 534

gatcaagaga
tctccggecy
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgteg
ttcgecagge
gcctgettge
cggctgggtg
gagcttggcg
Tcgecagegea
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgoegggga
aaacacggaa
ataaaacgca
cactctgtcy
tccccaceee
gcaagccege
tttatgotte
tgagcagaca
cacgaacacc
atttctggcyg
gtacgaggag
ccagggcace
agtcatgeec
tcgageggec
gggtgtggtg
tttegettte
tcgggggetc
tgatttgagt
gacgtitggag
ccctatcteg
aaaaaatgag
aattttatgg
tggtttctia
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttgc
aagatgctga
gtaagatcct
trctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agccctcecy
atagacagat
ttrtactcata
tgaagatect
gagcgtcaga
taatctgetyg
aagagctacc
ctgtcettet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagca
taagcggcag
atctttatag
€gtcagggyg

675 T3

caggatgagg
citgggatgga
ccgecgigtt
ccggtgeect
gcgttcctig
tgggcgaagt
ccatcatgyc
actaccaagc
atcaggatga
tcaaggegcg
cgdatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggc
tcgecttcta
cgaccaagceg
aaggttgggc
tctcatgctg
ggagacaata
cgggtgttgg
ataccccacc
aacccccaag
catagccacg
gtgggggita
gacccatggt
gggcgtctgr
ccgecggacg
cgctttigtt
tgtcctacga
cgcgeccacce
gcatcaaagc
gttacgcgca
ttcccettect
cctttaggot
gatggttcac
tccacgttct
ggctattctt
ctgatttaac
tgcaggectc
gacgtcaggt
adatacattca
ttgaaaaagqg
ggcatrttgc
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctrgagata
tatactttag
ttttgataat
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactctitrt
agtgtagcceg
tctactaatc
ggactcaaga
cacacagccc
ttgagaaagc
ggicggaaca
tcctgtcggg
gcggagecta

65

atcgtttege
gaggctattc
ccggcetgtea
gaatgaactg
cgcagcetgtg
gccgggacag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgctte
tcgeettett
acgcccaace
ttcggaatcg
gagttcttcg
ccggaaggaa
gtcgttigtt
gagaccccat
ttcgggtgaa
ggccccgtgg
ttcttttggg
ttttogatgg
ggctgccaaa
aactaaacct
trgtattggt
gttgcatgat
ggaaggagct
aaccatagta
gcgtgaccge
ttctegocac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
gtgatacgcc
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
cttectgtte
ggtgcacgag
cgcececgaag
ttatcccgeg
gacttggtig
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgccag
ctagcttecce
crgegotegg
gggtctcgcg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggee
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgettce
ggagagcgca
tttcgccacc
tggaaaaacg

atgattgaac
ggctatgact
gcgecagagoc
caggacgagg
ctcgacgrty
gatctcctgt
cggcggctac
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggate
ggccgctertt
atagcgttgg
ctcgtgcttt
gacgagtrtct
tgccatcacy
ttttccggga
€ccaccccgg
cccgegetat
cataaacgcg
tggggccaat
ggceccagage
gttagggacg
cgttgcgtag
cctgggcata
cacccecgac
gactacggca
caccacggcc
aaagaagaca
gactgggttg
cgcgecctgt
tacacttgce
gttcgeeggce
tgctttacgg
atcgcecctga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaatttt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgogttacat
aacgttttec
atgacgcegg
agtactcacc
grgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
cagcaatggc
ggcaacaatt
cccttecgge
gratcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aactrcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
Cccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagctggca

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4320
4380

7140
7200
7260
7320
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cgacaggttt cccgactgga aagcgggcag tgagcegcaac gcaattaatg tgagttacct 7380
cactcattag gcaccccagg ctttacactt tatgcttceg gctcgtatgt tgtgtggaat 7440
tgtgagcgga taacaatttc acacaggaaa cagctatgac catgattacg aattaa 7496

<210> 16

<211> 7201

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

66



ttcgageteg
ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccy
tacatctacg
gggcgtggat
gggagttigt
ccattgacgc
ttagtgaacc
caccgggacc
gccaagagtg
acccccttyg
atacgattta
ttctctecac
ataaaccacc
ttatggccgt
gaatcttcce
dgtacaacgt
ccagcaggca
cctccaattg
gcagactcct
acactcctcea
gaaagcaaca
cgcccaggtc
actcctggag
ctcccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggaa
tcccagegac
cacgcctecc
caagagcagg
caaccactac
gagtcgacct
ttgtttatig
aaagcatttt
catgtctgga
aagaggaact
gttagggtgt
caattagtca
aagcatgcat
cctaactcceg
tgcagaggec
tggaggccta
caggtccact
cgacccgett
cgtttcgeat
ggctattcag
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgct
€gaggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat

cccgacatiyg
gcccatatat
ccaacgaccce
ggactttcca
atcaagtgta
¢ctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgyg
gtcagatcgc
gatccagect
acgtaagtac
cttcgttaga
ggtgacacta
aggtgtccac
atggggatct
cccatectyg
tgcacctatg
ggctcagace
aagtaccagg
agcaccctgg
gatggcaacc
aagctactca
tctacagtga
accgacaaag
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagatgacca
atcgceatag
gtgctggact
tggcagcagyg
acgcagaaga
gcagaagctt
cagcttataa
tttcactgca
tcgatcggga
tggttaggta
ggaaagtccc
gcaaccagygt
ctcaattagt
cccagttecy
gaggccgcect
ggcttttygca
tcgcatatta
aacagcgtca
gattgaacaa
ctatgactqgg
gcaggggcgc
ggacgaggca
cgacgttgrc
tctectgtea
gcggctgceat
cgagcgagca
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attattgact
ggagttccge
ccgeeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
€Cgcgoccgg
cgcctataga
acgcggcetac
tagaataaca
tcccagygtcee
tactgggect
aagtgccaga
acccectgca
ctgtcaccat
gccgectgea
agatggatga
aagtcgtgag
agaccaagac
agcagtcctg
ctgcgcacta
tcttcetett
catgcgtaggt
acggcgtgga
accgtgtygt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtcte
geetetecct
ctagagtcga
tggttacaaa
ttctagttgt
attaattcgg
ccttctgagg
caggctcccc
gtggaaagtc
cagcaaccat
cccattctcce
cggcctctga
aaaattcgaa
aggtgacgcg
acagcgtgcec
gatggattygc
gcacaacaga
ccggttctt:
gcgeggetat
actgaagcgg
tctcacctig
acgcttgatc
cgtactcgga

675 T3

agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgccecc
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagrc
gactitccaa
€ggtgggagg
catccacgct
gaacggtrgca
gtctataggc
aattaataca
tccactttge
aactgcacct
gctactcetg
gagtgtaaca
aggctacacc
ctttctacgt
tgtgagccac
ccggagccac
agataagatt
tgaggcacct
ggactggacc
tactctgtgc
ccceccaaaa

ggtggacatg

ggtgcataat

cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttettectc
ctcatgctcco
gtctccgggte
cctgcagaag
taaagcaata
ggtttgtcca
cgcagcacca
cggaaagaac
agcaggcaga
cccaggcetec
agtccegecec
gcceccatgge
gctattccag
cacgcagatg
tgtggcctcg
gcagatctga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
€Otggctggc
gaagggactg
ctcctgccega
cggctacctg

tggaagcegg
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agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggtttiggca
tccaccecat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaacgceg
ccacecectt
taaccttatg
ctttcacatc
cggttctatc
gggcacctaa
ggaccttgga
caagtcttgg
gactcttctg
aaggttccag
tacacgtgtg
actgagctcc
acaaccatga
actgacatgg
ccacegtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtccrge
gcecctcecag
caggtgtaca
tgcctggrca
ccggagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg
aaatgagtgc
cttggccgee
gctatcacaaa
aactcatcaa
tggcctgaaa
cagctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaactccgce
tgactaattt
aagtagtgag
cagtcggggac
aacaccgagc
tcaagagaca
tccggecgcet
ctetgatgcc
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
ccecattcgac
tcttgtegat

tacggggtca
tggcccgect 1
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcec
cagagctcgt
ccatagaaga
gattccccgt
ggcttggeec
tatcatacac
cactttgcct
gatgctctca
cagtggacac
aaggggatgt
tgaagtggct
gagaccatat
gagatgtatc
aagtcacctg
gatgtccagaa
cataccccett
atggggggcyg
cagcacctga
ccctecatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cceccatcga
ccctgeccce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
gacggcccta
atggcccaac
tttcacaaat
tgtatcttat
taacctctga
atgtgtgtca
gcatgcatct
gaagtatgca
ccatcccgec
tttttattta
gaggcrtitt
gagcgeggrcc
gaccctgcag
ggatgaggat
tgggtagaga
gccgtgttcce
ggtgccectga
gttccttgeyg
ggcgaagtgce
atcatggcty
caccaagcga
caggatgatc
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660
720
780
840

2640

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



tggacgaaga
tgcecgacgyg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgettect
gcettettga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttcgec
ggaaggaacc
cgtttgttca
gaccccattyg
cgggtgaagg
ccccgtgggt
cttttaggeg
ttggatggcc
ctgccaaaca
ctaaacctga
gtattggtca
aagacagtca
gggttgaagg
cctgtagcegg
ttgcecagege
cecggetttce
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgccgat
attttaacaa
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
Ccagcgatygg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
tggcacgaca
tacctcactc
ggaattgtga
a

<210> 17
<211> 5988
<212> ADN

gcatcagggg
cgaggatctc

ccgettttct
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttctte
ccatcacgag
ttccgggacg
caccceggga
cgcgctatga
taaacgeggq
gggccaatac
cccagggerc
tagggacgag
ttgcgtgggg
tgggcatgga
ccccegacee
ctacggcatc
¢cacggecga
taagtgcggc
ctctcaaggg
cgcattaagc
¢ctagcgece
ccgtcaagcet
cgaccccaaa
ggttrticgc
tggaacaaca
ttcagcctat
aatattaacg
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca

.tgagtgataa

ccgerttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
crtttttttct
ttrgtttgcc
cgcagatace
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgagetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ggtttcccga
attaggcacc
gcggataaca
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ctcgegecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgcecg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gatggaggag
cggcaataaa
gttcggtccc
geecgegttt
gcagccaacg
gtcccccatg
tcaggtccac
ccgcatgtac
Ccaaaaacca
Tctgoecctt
gtttccgeoy
gacgatagtc
catcggtcga
gcggcgggtg
gctcecttteg
ctaaatc¢ogg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
tttacaattt
aataatggtt
trgtrrtattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagtitctg
tcgccgeata
tcttacggat
cactgcggcec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagece
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggagggt
cctacagegt
tccggtaagc
ctggtatctt
atgctcagtca
ctggaaagcg
ccaggcttta
atttcacaca

ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggccg
ttgctgaaga
ctecggattc
tctggggtte
caccgceegece
gatcctccayg
gctaactgaa
aagacagaat
agggctggca
Cttoctttic
tcggggcgge
gggaatggtt
gactggactg
tggcgcgaca
ccgegeggat
cttcgetogt
ggcacctgtc
atgcecegcey
gcggecgctc
tggtggttac
ctttcttccc
ggcteccttt
tgggtgatgg
tggagtccac
tctcggacta
atgagctaat
tatggtgcag
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggceat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccagtg
tcccygtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttityg
tcagaceccg
tgctgettac
ctaccaactc
cttctagtgt
ctecgetetge
gggttggact
tcgtgeacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcaga
ggcagtgagc
cactitatgc
ggaaacagct
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cgecaggete
ctgcttgeeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggggatc
acacggaagg
aaaacgcacg
ctctgtcgat
cccaccecaa
aagcccgeca
tatggttcgt
agcagacaga
cgaacaccgg
ttctggeacc
acgaggagcg
ctacgagtitg
cccaccggaa
aaagcaacca
gcgcagegtg
ttcectitcec
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttettttgat
ttaacaaaaa
gcetcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgcettcc
agttgggtgc
gttttcgeec
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agccceagett
aaagcgccac

gaacaggaga’

tcgggtttcg
gcctatggaa
gcaacgcaat
ttccggcteg
atgaccatga

aaggcgegea
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctg
gectictatc
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgctgga
agacaatacc
ggtgttgggt
accccaccga
cccccaagtt
tagccacggg
ggggartatt
cccatggttt
gcgtctgtgg
gcecggacgaa
cttttgtttt
catgataaag
ggagctgact
tagtacgcge
accgcracac
gccacgttcg
tttagtgctt
gggccatcge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
acgcctattt
ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgttrttoct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgatgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccyg
tgatcgttgg
gccagcagca
ttcccggcaa
ctcggccctt
tcgcggtate
cacgacaggyg
¢tcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat

g9agcgaacg

gcttcccgaa

gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
taatgtgagt
tatgttgtgt
ttacgaatta

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
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<213> Homo sapiens

<400> 17

tcgagctege
tagttcatag
gctgaccgec
cgccaatagqg
tggcagtaca
aatggcccgc
acatctacgt
ggcgrggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccyg
accgggaccg
ccaagagtga
cccecttggce
tacgatttay
tctcteccaca
acgcgtccga
atctcatcag
ctaaaaacac
tatgatcecc
gactccgtca
agaggccgcc
ctgcagatgg
aaccaagtaa
atcaatactg
tcaacctctg
9g999gggtca
acagtcccag
attactctga
gtccagrtca
gaggagcagt
tggctcaatg
gagaaaacca
cctcccaagg
ttccctgaag
aacactcagc

cagaagagca.

cacaaccacc
aagettggec
atagcatcac
ccagactcat
ggcctgaaat
agctgtggaa
gtatgcaaag
cagcaggcag
taactccgcec
gactaatttt
agtagtgagg
actggccgte
ccttgcagea
ccecrrcccaa
tacgcatctg
agcggcegceat
agcgccctag
tttccccgtc
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
ccgattrcgg
aacaaaatat
gcatagttaa
ctgctcccgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgeg
atgagacaat

ccgacattga
CCcatatatg
Caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggttrgac
ttggcaccaa
aatgggcygt
tcagatcgcc
atccagcctc
cgtaagtacc
ttcgttagaa
gtgacactat
ggtgtccact
gcagcaagag
gcttgctgtt
ctgagagtgt
tgagaggcta
ccatcttcct
tgaaagtgag
atgacaggaa
taagagataa
aagcacctac
acttgaccac
ccgacaagaa
aagtatcatc
ctcctaaggt
gctggttigt
tcaacagcac
gcaaggagtt
tCtccaaaac
agcagatgge
acattactgt
ccatcatgga
actgggaggc
atactgagaa
gccatggcce
aaatttcaca
caatgtatct
aacctctgaa
tgtgtgtcag
catgcatctc
aagtatgcaa
catcccgecc
ttttatttat
aggctrttte
gttttacaac
catccecctt
cagtrtgcgca
tgcggtattt
taagcgcgge
cgcccgetec
aagctctaaa
Ccaaaaaact
ttcgeccttt
caacactcaa
cctattogtt
Taacgtttac
gccageeccg
catccgctta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgarta

ttattgacta
gagttccgcg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
tggagacgcc
cgcggccgygg
gcctatagag
cgcggctaca
agaataacat
cccaggtcca
gatggaagga
cctgggccac
gacagggacc
caggcaagtt
acgtgactcc
ccacaaagrt
tcactataca
gatcattgag
aaccctgcac
taatgggact
aattgtgcece
tgtcttcatc
cacgtgtgtt
agatgatgtg
tttecgetea
Caaatgcagg
¢aaaggcaga
caaggataaa
ggagtggcag
cacagatggc
aggaaatact
gagcctctcc
dacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
agaggaactt
ttagggtgtg
aattagtcag
agcatgcatc
ctaactccgc
gcagaggccyg
ggaggcctag
gtcgtgactg
tcgccagety
gcctgaatgg
cacaccgcat
99gtgtggtg
tttcgetttc
tcggggyctc
tgatttgagt
gacgttggag
ccctatcteg
aaaaaatgag
aattttatgg
acacccgceea
cagacaagct
gaaacgcgeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa

gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgcccec
tgaccttatg
tggrgatgeg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
atccacgctg
aacggtgcat
tctataggec
attaatacat
ccacttrtgcec
actgcacctc
tgaatagaag
ctaatagtgc
tggaaaggag
ttggtgaaat
actggagacc
ccaggagatg
tgtgaggtca
ctoccgtgttc
Tcctctttgg
ggaaaacttg
agggattgtg
ttccceccaa
gtggtagaca
gaggtgcaca
gtcagtgaac
gtcaacagtg
€Cgaaggctc
gtcagtctga
tggaatgggc
tcttacttcg
ttcacctgct
cactctcctg
ttgcagctta
ttttttcact
gdatcgggaa
ggttaggtac
gaaagtcccc
caaccaggtg
tcaattagtc
ccagttccge
aggccgectc
gctettgcaa
ggaaaaccct
gcgtaatagc
cgaatggcegc
acgtcaaagc
grtacgcgcea
ttcccttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttct
ggctattctt
ctgatttaac
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaadg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
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gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccacceccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
ttttgacctc
tggaacgcgy
cacccccttg
aaccttatgt
tttcacatcc
ggttctatcg
tagcttcaaa
tcacctatgg
atgtgaagat
ggctggtaag
atatccagca
tgtcectceca
cctggcagac
ggaaatataa
aagcaacaac
adggagaccat
gttgtaagcc
agcccaagoa
tcagcaagga
cagctcagac
ttcccatcat
cagctttccc
cacaggtgta
cctgcatgat
agccagcgga
tctacagcaa
ctgtgttaca
gtaaatgagt
taatggttac
gcattctagt
ttaattcaggc
cttctgaggc
aggctccceca
tggaaagtcc
agcaaccata
ccattctccg
ggcctctgag
aaagctgtta
ggcgttaccc
gaagaggccc
ctgatgcggt
aaccatagta
gcgtgaccgc
ttctcgecac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtagg
ttgatttata
aaaaatttaa
gracaatctg
acgcgccctyg
ccgggagetyg
gcctcgtaat
caggtggcac
attcaaatat

_daaggaagag

acggggtcat
agcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgcecc
agagctcgtt
catagaagac
attcccoygty
gcttggecca
atcatacaca
actrtrgecctt
attgaattce
taggatggag
€gaccccace
tcagtgcate
acacggctct
ggcaaagtac
aataaatacc
toctgatgoa
tccacctaga
tataatgagt
tgctggttca
ttgcatatgt
tgtgctcace
tgatcccgag
gcaaccccgg
gcaccaggac
tgcccccatc
caccattcca
aacagacttc
gaactacaag
gctcaatgtg
tgagggceetg
cgacctgcag
daataaagca
tgtggttigt
gcagcaccat
ggaaagaacc
gcaggcagaa
CCcaggerecce
gtcceogeccc
ccccatgget
ctattccaga
acagcrtggc
aacttaatcg
gcaccgatcg
attrtctcct
cgcgcecctgt
tacacttgcc
gttcgocgyc
tgctttacgg
atcgecctga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaatttt
ctctgatgcee
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcagggga
agtatccgcte
tatgagtatt



10

15

20

25

30

caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctggct
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaceg
gggagaaagy
gagctrccag
cttgagcgte
aacgecggect
gcgttatccc
cgecgeagec
atacgcaaac
tttcccgact
taggceaccce
ggataacaat

gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcactet
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggataga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agtrttcgtt
ctttrrttet
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagte
ggrcggactg
aactgagata

cggacaggta:

ggggaaacgc
gatttttgtg

ttttacggit
ctgattctgt
gaacgaccga
cgectetece
ggaaagcggyg
aggctttaca
ttcacacagg

ES 2 534

tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagtictg
tcgcecgeata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcec
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtt
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggygggat
cctacagcegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgay
cgcgegtrgg
cagtgagcgc
ctttatgcrt
aaacagctat

675 T3

tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatyg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcccgtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttitg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgcretge
gggttggact
tcgtgcacac
‘gagctatgag
ggcagggrcg
tatagtcctg
ggg499gcgga
tgctggcctt
attaccgcct
tcagtgagcg
ccgatteatt
aacgcaatta
ccggctegta
gacatgatta

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 18
tctctgtetc caageccaca g 21

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda oligonucleotidica sintética

<400> 19
ctttgaggag tctttgacc 19

<210> 20

<211> 1293

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Fusién huCRIgcorto-IgG

<400> 20

70

tttgecttce
agttgggtac
gttttcgcce
cgatattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
trtactctage
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tTagaaaagat
aaacaaaaaa

ttrttccgaa:

agccgragrt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtrtcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
daggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgrigtgtgg
cgaattaa

tgtitttgct
acgagraggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagca
ttcceggcaa
cteggccctt
tcgcggtatc
cacgacgygy
ctcactgatt
Ttttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
g9agcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagy
ccaccictga
aaacgccagc
gtrctttcct
tgataccgct
agagcgccca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5988



10

15

accteggttc tatcgatgct
cctggggcac ctaacagtgg

aacaggacct
cacccaagtc
acgtgactct
ccacaaggtt
ccactacacy
gattactgag
acctacaacc
gaccactgac
gggaccgtca
ccetgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
agagatgacc
catcgccgty

cgtagctggac

gtggcagcag
cacgcagaag
tgcagaagct

tggaaagggg
ttggtgaagt
tctggagacc
ccaggagatg
tgtgaagtca
ctccgtgtce
atgacatacc
atggacaaaa
gtcttcectct
acatygcgtgg
gacggcgtgg
taccgtotgg
aagtgcaago
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggcet
gggaacgtct
agcctcicco
tctagagtcg

<210>21

<211> 1556

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusién huCRIglargo-IgG

<400> 21

atcgattaaa
gacacttatg
gatgtgaatc
tggctggtac
catatccagc
gtatccctcc
acctggcaga
cagaaactct
ccccagggaa
atttggtata
ttactcttca
caggttggct
ctactcaaga
acagtgaagc
tgcccageac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccyc
ctgcaccagg
ccageccccea
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

gtgcgacggc

ccaccatggg
gecgrcecat
ttccctygcac
aacgtggctc
dggcaaagta
aattgagcac
ctcctgatgg
ctgtctccaa
tgaggattag
agcaacagac
agcctgcgot
ctgagcagca
ccaagactga
agtcctggga
ctgaactcct
tgatcteccyg
aggtcaagty
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cceccatcceg
tctatcccag
agaccacgcece
tggacaagag
tgcacaacca
cctagagtcg

<210> 22
<211>20
<212> ADN

ES 2 534

ctcaataaac
acacttatgg

atgtgaatct
ggctogtaca
atatccagca
tatccctcca
cctggcagac
agaaacactc
ccttgaaagc
ctcacacatg
tcccceccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgteet
tctccaacaa
cccgagaace
tcagcctgac
gcaatgggca
certeetect
tctcatgcte
tgtctceggg
acctgcagaa

gatcttactg
cctggaagtg
ctatgacccc
agaccctgtc
ccagggccgc
cctggagatg
caaccaagtc
gcccacagtg
ccrtcaatge
taataaccag
gatagccgac
cagcgacatt
ggcacctaca
ctggaccact
g9ggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaagagatg
cgacatcgcc
tecccgtacty
caggtggcag
ctacacgcag
acctgcagaa

675 T3

caccatygggg atcttactgg
ccgtcccatc ctggaagtgc

tccctgecace tatgaccccc
acgtggctca gaccctgtca
ggfaaagtac <agggocogecc
attgagcacc ctggagatgg
tcctgatgge aaccaagteg
ctcaaagcta ctcaagacca
aacatctaca gtgaagcagt
cccacegtyge ccagcacctyg
acccaaggac accctcatga
gagccacgaa gaccctgagg
tgccaagaca aagccgcgdg
caccgtectg caccaggact
agcccteocca geccccatceg
acaggtgtac accctgeccc
ctgcctggtc aaaggcttct
gccggagaac aactacaaga
ctacagcaag ctcaccgtag
cgtgatgcat gaggctctgc
taaatgagtg cgacggccct
gct

ggcctgctac tectggagea
ccagagagtg taacaggacc
ctgcaaggct acacccaagt
accatctttc tacgtgactc
ctgcatgtga gccacaaggt
gatgaccgga gccactacac
gtgagagata agattactga
acaactggca gcggtiatog
caggctcggg gttctectcc
gaacccatca aagtagcaac
tcaggctoct attictgeac
gtgaagtttg tggtcaaaga
accatgacat accccttgaa
gacatggata aaactcacac
tcagtcttec tcttceccece
gtcacatgcg tggtggtgga
gtggacggcg tggaggtgca
acgtaccgtg tggtcagcgt
tacaagtgca aggtctccaa
gccaaagggc agecccgaga
accaagaacc aggtcagect
gtggagtggg agagcaatgg
gactccgacg gctccttctt
caggggaacg tctrctcatg
aagagccetet ccctgtctece
gcttctagag tcgacctgca

71

gcctgctact
Cagagagtgt

tgcaaggcta
ccatctttct
tgcatgtgag
atgaccggag
tgagagataa
agactgaggc
cctgggactg
aactcctggg
tctcceggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatag
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcega
ccacgcctcc
acaagagcag
acaaccacta
agagtcgacc

cctaacagtg
Ttggaaaggg
cttgogtgaag
ttctggagac
tccaggagat
gtgtgaagtc
gctecgtgtce

.cttcacggtg

catcagttat
cctaagtacc
tgccaagggc
ctcctcaaag
agcaacartct
atgcccaceg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgecety
gcagccggag
cctctacagce
ctccgtgatg
gggtaaatga
gaagct

60
120

180
240
300
360
420
480
340
600

720
780

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1293

60

120
180
240
300
360
420
480.
340
600

720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1556
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 22
ccactggtcc cagagaaagt 20

<210> 23

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 23
cactattagg tggcccagga 20

<210> 24

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 24
gggaggattg ggaagacaat 20

<210> 25

<211> 1454

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusion huCRIglargo-Fc

<400> 25

atcgattaaa
gacacttatg
gatgtgaatc
tggctggtac
catatccagc
gtatccctce
acctggcaga

.Cagaaactct

ccecagggaa
atttggtata
ttactcttca
caggttggct
actcacacat
ttcccececaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
tictcatgct
ctgtctccgyg
gacctgcaga

<210> 26

ccaccatggy
gccgtcccat
ttccctgeac
aacgtggctc
aggcaaagta
aattgagcac
ctcctgatgg
ctgtctccaa
tgaggattag
agcaacagac
agcctgeggt
ctgagcagca
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctccc
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgataca
gtaaatgagt
aget

gatcttactg
cctggaagtg
ctatgacccc
agaccctgtc
ccagggeccgc
cctggagatg
caaccaagtc
gcccacagty
ccttcaatgc
taataaccag
gatagccgac
cagcgacatt
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccegogg
gcaccaggac
agcceccatc
caccectgece
Ccaaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggcecc

ggcctgctac
ccagagagtg
ctgcaaggct
accatctitc
ctgcatgtga
gatgaccgga
gtgagagata
acaactggca
caggctcggy
gaacccatca
tcaggctcect
gtgaagtttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggyg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
tagagtcgac

72

tcctagggca
taacaggacc
acacccaagt
tacgtgactc
gccacaaggt
gccactacac
agattactga
gcggttatgg
gtictcctce
aagtagcaac
atttctgcac
tggtcaaaga
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacygt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
aagagatgac
acatcgccgt
ccgtgergga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctgcagaagc

cctaacagtg
ttggaaaggg
cttggtgaag
ttctggagac
tccaggagat
gtgtgaagtc
gctecgtgtc
cttcacgyty
catcagttat
Ccctaagtacc
tgccaagggc
ctccgataaa
agtettecte
cacatgcgtg
ggacgacgta
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgyc
ggggaacgtc
gagcctctcc

ttctagagtc 1
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<211> 1556
<212> ADN
<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Fusién huCRIglargo-Fc

<400> 26

atcgattaaa ccaccatggg
gacacttatg gccgtcccat

gatgtgaatc
tagctggtac
catatccagc
gtatccctce
acctggcaga
cagaaactct
ccccagggaa
atttggtata
ttactcttca
caggttggct
Ctactcaaga
acagtgaagc
tgcccagcac
gacaccctca
gaagacccig
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagcecceccca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
gtgcgacggc

ttccctgeac
aacgtggctc
aggcaaagta
aattgagcac
ctcctgatygg
ctgtctccaa
tgaggattag
agcaacagac
agcctgcggt
ctgagcagca
ccaagactga
agtcctggga
ctgaactcct
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa

‘tcgagaaaac

ccccatcecg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca
cctagagtcg

gatcttactg
cctggaagtg

ctatgacccec
agaccctgtc
ccagggccge
cctggagatyg
caaccaagtc
gcccacagtg
ccttcaatge
taataaccag
gatagccgac
cagcgacatt
ggcacctaca
ctggaccact
ggggggaccy
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaagagatg
cgacatcgcc
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
acctgcagaa

ggcectgcetac tcctggggca cctaacagtg 60
ccagagagtg taacaggacc ttggaaaggg 120

ctgcaaggcr
accatctttc
ctgcatgtga
gatgaccgga
gtgagagata
acaactggca
caggctcggg
gaacccatca
tcaggcetect
gtgaagtttg
accatgacat
gacatggata
tcagtcttcc
gtcacatgcyg
giggacggcg
acgtaccygtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagrogg
gactccgacg
caggggaacyg
aagagcctct
gcttctagag

<210> 27

<211> 1172

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusion huCRIgcorto-Fc

<400> 27

73

acacccaagt
tacgtgactc
gccacaaggr
gccactacac
agattactga
gcggttatgg
gttctoctec
aagtagcaac
atttctgcac
tggtcaaaga
accccttgaa
aaactcacac
Tcttcceecc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctcettett
tcttctcatg
ccctgtetcc
tCgacctgca

cttggtgaag
ttctggagac
tccaggagat
gtgtgaagtc
gctccgtgtc
cttcacggtg
catcagttat
cctaagtacc
tgccaaggac
ctcctcaaag
agcaacatct
atgcccaceg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctc
accacaggtg
gacctgoctg
gcagccggag
cctctacago
ctccgtgatg
gggtaaatga
gaagct

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1556
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74

atcgattaaa ccaccatggg gatcttactg ggcctgetac tcctggggca cctaacagtg 60
gacacttatg gccgtocccat cctggaagtg ccagagagtg taacaggacc ttggaaaggg 120
gatgtgaaic ttccctgcac ctatgaccce ctgcaagget acacccaagt ctiggtgaag 180
tggctggtac aacgtggetc agaccctgte accatctttc tacgtgacte ttctggagac 240
catatccagc aggcaaagta ccagggcecge ctgcatgtga gcecacaaggt tccaggagat 300
giatcccetee aattgagcac cctggagatg gatgaccgga gccactacac gtgtgaagic 360
acctggcaga ctcctgatgg caaccaagtc gtgagagata agattactga gctccgtgtc 420
cagaaacact cc¢gacaaaac tcacacatge ccaccgtgcec cagcacctga actcctgggg 480
ggaccgtcag téttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat cteccggacc 540
cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaag accctgaggt caagttcaac 600
tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac 660
aacagcacgt accgtgtggt cagcgtccte accgtcetge accaggactg gctgaatgge 720
aaggagtaca agtgcaaggt ciccaacaaa gccctcccag cccccatcga gaaaaccate 7B
tccaaageca aagggcagee ccgagaacca caggtgtaca ccctgecece atcccgggaa 840
gagatgacca agaaccaggt cagcectgacc tgoctggtca aaggcttcta tcecagcgac 900
atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgcctccc 960
gtgctggact ccgacggectc cticttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg 1020
tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac 1080
acgcagaaga gccrctcect gtctecgggt asatgagtge gacggcccta gagtegacct 1140
gcagaagctt ctagagtega cctgcagaadg ¢t 1172

<210> 28

<211> 1293

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fusién huCRIgcorto-Fc

<400> 28
acctcggttc tatcgatgct ctcaataaac caccatgggyg atcttactgg gectgctact 69
cctggggeac ctaacagtgg acacttatgg ccgtcccatc ctggaagtgc cagagagtgt 120
aacaggacct tggaaagggg atgtgaatct tccctgecacce tatgaccccc tgcaaggcta 180
cacccaagtc ttggtgaagt ggctggtaca acgtggctca gaccctgtca ccatctttet 240
acgtgactct tctggagacce atatccagcea ggcaaagtac cagggocgcoc tgcatgtgag 300
ccacaaggtt ccaggagatg tatccctcca attgagcacc ctggagatgg atgaccggag 360
ccactacacg tgtgaagtca cctggcagac tcctgatgac aaccaagtcg tgagagataa 420
gattactgag ctccgtgtcc agaaacactce ctcaaagcta ctcaagacca agactgagge 480
acctacaacC atgacatacc ccttgaaage aacatctaca Qtgaagcagt cctgggactg 540
gaccactgac atggacaaaa ctcacacatg cccaccgtgc ccagcacctyg aactcctggg 600
gggaccgtca gtcttcctet tCcccccaaa acccaaggac accctcatga tctcceggac 660
ccctgaggtc acatgegtgg tggtagacgt gagccacgaa gaccctgagg tcaagttcaa 720
ctggtacgtg gacggcgtgg aggtgcataa tgccaagaca aagecgeggg aggagcagta 780
caacagcacg taccgtgtgg tcagcgtect caccagtccetg caccaggact ggctgaatga 840
caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctocca geccccatcg agaaaaccat 900
ctccaaagec aaagggcagc cccgagaacce acaggtgtac accctgeecc cateccggga 960
agagatgacc aagaaccagg tcagectgac ctgectgotc aaaggcettct atcccagega 1020
catcgcegtg gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga ccacgectce 1080
cgrgctggac tccgacggct ccttcttoct ctacagcaag ctcaccgtyg acaagagcag 1140
gtggcagcag gggaacgtct tctcatgete cgtgatgcat gaggetctge acaaccacta 1200
cacgcagaag agcctctcce tgtctocggg taaatgagtg cgacggccct agagtcgace 1260
tgcagaaget tctagagtcg acctgcagaa gcot 1293
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido CRIg, o una inmunoadhesina CRIg que comprende un polipéptido CRIg fusionado a una secuencia
de inmunoglobulina, para su uso en la prevencién o el tratamiento de una afeccién ocular asociada al complemento,
en donde el polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg son un inhibidor selectivo de la ruta alternativa del
complemento.

2. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido CRIg se selecciona
del grupo que consiste en polipéptidos CRIg de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, y los dominios extracelulares (DEC) de dichos
polipéptidos.

3. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 2, en donde dicho polipéptido CRIg es el DEC
de un polipéptido CRIg de SEC ID N°: 2, 4, 6 u 8.

4. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 3, en donde dicho polipéptido CRIg es el DEC
de un polipéptido CRIg de SEC ID N°: 4 0 6.

5. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 1, en la que la secuencia de inmunoglobulina es una secuencia de
region constante de inmunoglobulina.

6. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 5, en la que la secuencia de regién constante de la inmunoglobulina
es la de una cadena pesada de inmunoglobulina.

7. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 6, en la que la secuencia de regién constante de cadena pesada de
inmunoglobulina se fusiona a una regién extracelular de un polipéptido CRIg de SEC ID N°: 2, 4, 6 u 8 para producir
una proteina de fusién CRIg-Ig.

8. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 7, en la que dicha secuencia de regién constante de
inmunoglobulina es la de una IgG.

9. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 8, en la que dicha IgG es una IgG-1 o una IgG-3.

10. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 9, en la que la secuencia de regién constante de cadena pesada
de IgG-1 comprende al menos una region bisagra, CH2 y CH3.

11. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacién 9, en la que la secuencia de regién constante de cadena pesada
de 1gG-1 comprende una region bisagra, CHI, CH2 y CH3.

12. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 7, en la que la proteina de fusion CRIg-lg comprende un enlazador
entre las secuencias de CRIg y de Ig.

13. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacién 7, en la que la proteina de fusién CRIg-Ig esta codificada por un
acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N°: 20, 21, 25, 26, 27 y 28.

14. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 1, en donde la afeccién ocular asociada al
complemento se selecciona del grupo que consiste en degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE),
neovascularizacidon coroidal (NVC), uveitis, retinopatia diabética y otras retinopatias relacionadas con isquemia,
endoftalmitis, edema macular diabético, miopia patolégica, enfermedad de von Hippel-Lindau, histoplasmosis ocular,
Oclusion de la Vena Central de la Retina (OVCR), neovascularizacion corneal y neovascularizacion retiniana.

15. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicaciéon 14, en donde la enfermedad ocular asociada
al complemento es degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE) o neovascularizacién coroidal (NVC).

16. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacién 15, para su uso en la prevencion de la NVC.

17. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 15, para su uso en la prevencion de la
progresion de la DMRE.

18. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 17, para su uso en la prevencion de la
progresion de la DMRE a NVC.

19. Un polipéptido CRIg, o una inmunoadhesina CRIg, que comprende un polipéptido CRIg fusionado a una
secuencia de inmunoglobulina, para su uso en la prevencién del desarrollo o de la progresién de la degeneracién
macular relacionada con la edad (DMRE) en un sujeto con riesgo de desarrollar una DMRE o0 que presenta un
diagndstico de DMRE en al menos un ojo.
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20. El polipéptido CRIg de la reivindicacion 19, que es tal como se define en la reivindicacion 3 o en la reivindicaciéon

21. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 19, en la que el polipéptido de fusion comprende el dominio
extracelular de un polipéptido de SEC ID N°: 4 o 6 fusionado a una secuencia de regién constante de cadena pesada
de inmunoglobulina.

22. La inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de fusién se selecciona del grupo que
consiste en polipéptidos de fusién codificados por las secuencias de nucleétidos de SEC ID N°: 20, 21, 25, 26, 27 y
28.

23. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en donde el
sujeto es un ser humano.

24. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicaciéon 23, en dondeel sujeto humano presenta un
diagnostico de DMRE en al menos un ojo.

25. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 24, en donde dicha DMRE es DMRE seca de
categoria 3 o de categoria 4.

26. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 25, en donde dicho sujeto se ha identificado
como que esta expuesto a un riesgo a desarrollar NVC.

27. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 26, en donde dicho sujeto esta genéticamente
expuesto a un riesgo a desarrollar NVC.

28. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 28, en donde dicho sujeto humano presenta
un diagndstico de DMRE en los dos ojos.

29. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacién 28, en el que dicho sujeto humano tiene una
DMRE de categoria 3 o categoria 4 en los dos 0jos.

30. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacién 23, que ralentiza la progresion de la DMRE.

31. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 25, que retrasa la progresion de la DMRE a
NVC.

32. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 23, que previene la progresion de la DMRE a
NVC.

33. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 24, en donde el sujeto humano presenta un
diagndstico de DMRE en un solo ojo.

34. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 33, que retrasa el desarrollo de la DMRE en el
otro ojo.

35. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 33, que previene el desarrollo de la DMRE en
el otro ojo.

36. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 23, que es para una administracion por
inyeccion intravitrea.

37. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 23, que es para una administracién junto con
un agente adicional para la prevencion o el tratamiento de la DMRE o de la NVC.

38. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg de la reivindicacion 37, en donde dicho agente adicional es un
anticuerpo anti-VEGF-A.

39. Un polipéptido CRIg, o una inmunoadhesina CRIg que comprende un polipéptido CRIg fusionado a una
secuencia de inmunoglobulina, para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de la degeneracién macular
relacionada con la edad (DMRE) seca.

40. El polipéptido CRIg o la inmunoadhesina CRIg para su uso como se define en la reivindicacion 39, que es como
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11.

76



ES 2534675713

(Z°1:d1D4dS) V1 eInsig

M S D MAL1S LV ¥ 1T d4dA LWL L 4V 3 L X1 X7T171T% 88 d X AA
OVOVOL90L LOVOLOLYOY 1911901117 YWOOOOLYLD LOVIOOLIOL VOOLO0DIJV DLDLL9810L LOVOLVYOOLL LOVIOVOLOL LLIOVOIVOWY
910019¥09V VOLOVOVLIL YOWWIOVWYD 110000V.IVD VOLVIOVVIV LOOVIQOVOL JVOVWIOVOV YOLIVLIIEVY VOLOOLOVOY wwilOOLOLL

4 A 1 085S H B3I S 9 A0 9 ¥V 1L 2024 A 85 s 0 VI A ¥YV.dM 4771
YOLLOVOYYL DL00019190 L9D10VOVID OVVODLD900 DL11990V901D JVOVYVLIVOD YOO0LOVOLD D901VIIVID SOVIOOLLOVY YOVDLIVYEOL
1OVYQLOLYY OVD0OVOYOD VYOOVDLID109 D1199Y3I099 DYVIODLOV) D10111Y130 1399¥0OLOvO D0OVIVOL1DD J01000WWILl 1J010v1130V

S 1T L VA X I 430 NNI1I DDX AMI A 81 d 489 8V 002 0 7S
YOLLVOOOLL 90LYOLLLIOV 1999110019 OLLVLIIVOLD LOL190L1VL VOOVWWIVLY VILOVIOOOVY D9VOVWII0D OvOOOL090V LIOVVOOOLY
1OWVL000YY JOVLOVYVYIL YOOOVVOOVD JVVLVYLOVO YOVYIOVYLY JOOLLLVLIVL LOVOLVI0QL Q0101190990 D1390VI00L WyOLLJJOvVL

I ¥4 W 9 b dA 1 49 A 98 HBHL LA L ¥ A S 7T %0 A ¥ 1T 3 L 1 A
Y10010VL10 00199960V0 D219YVO0JY 1vVOD90190 OvaL1910VD 1919900119 OVEVIVOVDY D1110190v0 YODOVOOLI0V DIVVIDLIVL
1LY9OYDLYYD 9OY0030919 O0VOLL0991 V119909v09 OLOVVYOVDLD YIVIOO0WVYD DL0L910101 JVVVOYDSLO 1000100VOL OVLLVOWYLY

a4 A A DNS9S Q44 DML A 2T OL AHS waaow 211 810D 718 A0
OLOLOVOOVD LI99LL900¥ LOVOOYOLIL 900vEOLOVD LLIDVOVIOLD L¥O1990100-99L0VIJOVL JLOOVDOSLD JLOWYLIODY D00VLIVOVLD
OVOVDLD0LD YWIOVVIOOL VOLIOLOVOY J99.L00WILD WWOLOLOOYD Y.LIOVIDOVOO JJVDLVOOLY QVIODLJ03VD DVOLLIYVWIOL DOOLYIOLVD

9 d A MHS AH1TY¥ 9 DA ¥VYO DIYHAG 98§ a¥1 41 1L A 4 0°¢8
120199WYD0 LIS1990LOV IV.ISOVDHDD 93001991vD LL1900190L 9OVIVIOOLD 100VOWVVOVD LOVOOLYOYY YOVIODLOWD VOOOLI19v0
YOOVODLI99 YVIYOOOVOL D1VI010090 D99OVIOVLD YWYOOOVIOY D0LYAVOOVO VOOLOLI0LD VOLOOVLOLL 1J1VWOOVOLO LODOVOVYILD

9 90 A1 MA AT A DL A 9D0D1Td Al 247 NAODODS ¥ Md 9 1 A
DOVIOLLIOLY JDVOIDVILL OVDOWVOVIL 1999191v90 OLIO0VO000 OLOVIVOOLD JVOOOWVOVYL LOVOVYLD0D0 1L1D0YvOOL 30191 1vIvD
O9L90VYOVL SHL09DLOVY 919911019V YIIIVIVLDD SvyDOL13030 DVOLYLIOOVD S1030L101Y VOIOLVEIRND YWVDOLIO0Y DOvOvYiDio

13Ny
$ 3 4A 3171 8D ALOTA LITH 9T1TT 1T1T951T 1T 1 9 W TNAOIIS

12101900v0 L1DJVOOVLD 99vO0000VL YWOLDLIOVD 1DLLVODLIO0 J00VOQVOLY OOVODJ00VD LVYOVLDTOD YIOVIVOODY DVDOLVOLLD
YOVOYIODLD YYOOLI01YD D01902CO1LY LIIVOVEDLD VYOVYLOOVID 999L00L0VL 3910099910 V.LLIDLVO00D LvaL010921 JL0avIavv)

1910011101 100¥900100 LO01VOOWYY OVOOOLIVYY OLLDL99199 D3300VI009 1999399V00 ID1999090V 1909199900 DVO9391909
YOVOOYYYOY YOOLODOVOD YOOVLISOLLL OL009VOLLL SVVOYOOVID 9990019000 VOO0D00109 OOvIS0900L 9C90vVI0000 019000V300

144
108
S61
10L
zal
108
62t
105
g6

Lov
29

}0E
82

102

l

Lok

}

77



ES 2534675713

(T 1 :d1D4S)
PINSLy  © JUOLLVIOVL IVOVIVLLLY LISWIOVO0Y SIUOVONOLO YOWWOVLLYD VOLLVAVDLO OYODNEOWY YOLOWOOOL
d1 CINSIH 5 ovowwivoly viOLvIVWYL YWOL09199L D0L0L0LI0VD 1DLIDIVLD 1OWYIVIOWD DIO0IODIOL 19VOL 19060V

99001919YY VIVWOWYLLL OYYLINYYVD D191019900 J1OWOYYYD VOWVLIOVLD J199VIVIVY D199130.0L SvI0L990vD 60#&480._.
0099VOVOLL LVLIIOLIYYY OLLVVLILLLD OVIVOVI0DD OVOLLOLLLD LOLLLVOLYD SYOOLVLYLD OVOOVORVOY OLOOVODOLY LOSvVILo00Y

0901999910 1101991990 YWOVLO0OVY VOLLOVYLYD L1OIDIOLVOD OVIOVIONID WWOLODLYOL 9OLVIOOO0V 1011900101 DOLVLLLYEY
S0OVO000VO YYOWOIVI00 LLIOLVIOOLL LOWVOLLIVLID VOVOVIOVLOD OLYILVILOD LIOVOOVLIOV J9VLIVO009L YOVVDOOVOY QOV.VVY.LOL

OVOIYOLIVI0 YAVYOOD20D SAOVOVOVLY JLVAVYDDDD JIVOVIIIVY VIJ0VOIVOD 1990L1VOLL OVOVIOOVLID L900VYVLILD IVORODWVVYD
OLIDLOVLIOO LOLLD00000 J00L0LD1VL 9VLIDLLO03D 99L0139911 LVODLTDL0D YOOOVVIOW OLOLVOOLVD VIOOLLIVYD 9100091110

QAYDLOVILD J0VOO000LD JVOLOLLD9L WIO000WIVY LLIDOOJLYL JOVOAVYIVD YOOLVOOVDD OYYOWYOODD YIOOYOVVOD JYVOOVOLOV

"OLOVOLOVE QOLT0000VE DLOVOVYIOY 1009001919 YYVIO0OVYLY DOL00LL0LD 100VLI9130 0110110099 1vDDL01100 9110019vaL

Q1VO20WVLL VIDIOVOOVO VLO0L9000L WWI9N000Y,L 1LLLYYOYOY JWOLLLIO0D JLOVOL993D VOUWWILIVL WWidOVOVDD Ywii9191930
OV1I00OLLWY LWOVOLI0LD LVOOVIO20V LLVOJ0ZOLY YWWYLLOLOL DISWVYYIOD SYOLOVI0ND LOLLIOvILY LIVODLDLID L19VOVIYDD

YOOVIO0900 JIDLVOLLO0D VYLILIOVLIOLIOD ©OOVIOVLIOL 991VOLI01D LI0LVIOOYD D9013VIOVD) vOLVOLIOLL O000VOVLLD 1O99WVDl1D
1301009000 9OVIOWI0O LYVYOLVOVID J901VOLYOY JOVLIOVOOV) YOOV.LVYOOLD J0OVOLYOLD LOVLIOVVOWYY J000LILVYVD YOJOLLIIVVD

O01OVLOVOL 9OVOOVOI0Y DLI90OVVON 19900vI00L OVISOLLLOL JOVOVOLODL 1980010101 S90VIOI000 DLVIDNIIIY YOVONIIVID
OOVOLVOLOV 3010010991 DVVIOILIDL VI099L990V 9LVIOWWYIY DS1010VODV VI009VOVOY J00.1vOv0O0D DVIvI0D99L 1010999199

VIOOVLVVOV VOOOVD1199 9901919910 0199111300 ¥300L11319D J1OvY1id11 Q30WVLIIVYL 1VIOVOOVLD J1vIIVIIdY 999V 13150
1999LVLI0L 132019¥V30 J09YIVIIVO DVOOVYYEOD 199OVYIVIO DVDLIVVOVY J9011VVLLY YVIVOLIOLVD OVIO919991 D301WVavdo

YYOOVOYVYDO OVOVIOOVIO IVVYYLIVIOO 111919110V 9vaO000YYY YOYWIOLOVD YWoDLDd0LD YOVaDoawy 920vddlvYID L2019v330L
1109401100 91J1VOOLVYD VLILLIYWIVOD YwvOVOyvOL JL00099LLL LOLISAVOLD L100v090V0 1010100011 J09L09VLIVY VOOWOLOO0Y

OVVOD00.L20 9930L1VO0Y L199910191 93IWIVI30D J0L100130V JVLLidDID] IVOLVVLIOWY YWLIOVOOOD VOOOVYID090 LOVYYYY1OD
0L10009v99 J000VV.LI0L YYIDIOVOVIY D90L019900 DOVVYOOVOOL OLYYVOOYID O1OVLILVOLL L1vV0100090 L000193000 YOLLLLLIV]D

O Vv Y 3 AAH 300 81X ¥21TW I AY WILJd AARNDID
YWOVEOVAYD VOLLLOLLYD J199019011 J9LVOVYIVLIO JLOLLOLIDO OVLIOLOL10D SvOvOVIOVL QVLIVIVIODD VIOOLVVYYYY J0VOOVLVYIY
1131001010 [OVYVAVYYLD SYISOVIAWY 90V1D191VD OVOYVYIVYYOID JIVOVOWWDO J10131001V DLVIV.ID390 LvdOVLLiLil 991901V.IO1

218 141 L1 Yyd Ad1T §HH9 49V S 1 39 1TA9 WAL L Mmad
SOVIVYODINS VIOVIOVIOY 1OVISOIVW SvOVOSOVOD D101113319 9000VOOVIL 991013133V VaOLVOOOVL JOVISLIOvIL 99130va130
919110210 L¥2L¥DL00L YOLVIDOLLL J191020130 9vdvYvIOvDd 300010010V JOVOVOYOOL LO0VLIOOOLY DOLVIVOLIY JOVORLIVED

1oLz

L00e

061

L08l

0L

09k

1051

(104

L0EL

Lozi

0L
562

LOOL
292

06

78



ES 2534675713

v emnsig

v_>>>_>w_mn_mwm<000._m_ms_wﬁ.n_.D._..._w.rOwo._.
LIVIVIOVYY LVIVYOLOV.L SOOVEOVOYY J0000VD00L 990YLIOWYO SOLWLO01O VLLD001999 9OVO0OLOW 900VLWIID JL900VOLI0
YVAVIOOLLL VIVLILIOVOLY Q001001011 990001099Y D0DIVWILLD J9VLLVEOYD LYVO9OuIDD J91990V0LL J99LVLIDND SYI9919VV)

LAl d XS A 81T % DAYT 31 1 ¥AQ¥ AADN 90d LOM L A I D
LOVOIOI999 DLLOOVOVIV OVOVOLLLIOL OOVIVODOYD JLOVOLYYAD LIV.LOLOLOV J9VOLIONIL 930VIOVEOY DLIOL900VOD LOVILLIVIY
YOLOVOYODD OVVIDLILOL DLDLOVVYYOY J0LOLO00LO OVOLOVLIVO WYLYOVEYDL 90LOWVIOWY 99OLYOLIOL IVOVIDRLOD YOLOWYOLISL

._.\_,:wmn_o_zm._hm._o._w>n_m_a>v__._m>_._._moc>x<
JDLO1VOIH9 JLIIDOLIVL JIVLILOOVO DOLI0LOVYL LO9VIDOVLY IVLDLO0L00 YVOOLLIDIOD JLOVOVLIIOY 9909900919 SLVILLLIOND
SOVOVLOVDD OVOOOOVOLY OOLVOVOOLD DOVOOVOLLY VOOLI00LVL DLYOVOOWID L1SOVYOYID SYOLOLYIDL D0090995WD IV.IOYYYODD

DD I HO9SsS 0¥ 141 1 AdA €98 DAT MY¥AT ADL AOS9SD
1O0190VLV1 QOLOLDOVOVY VOVOLOVIOL VOVVYOVIOD LOYOVORDLD 1OVAAOVIOL 191VIOVI0D YILLOYIOWY OVILIO0IO IVYOODLIS0V
VOOVYOOLVLY DOYOVOOLIL LOLOVOLO0Y LOLLIOIVID VILOLO0OY) YILOOOLO0V YOY.L991099 LOWWOLOOLL D1OWYO00V) V1090VYIOL

T d4d0A L 3 d 3NA GO HAM dSo9 1 ASI3I dA3T T | d¥ 9 A L 0A L T
O0000LOVLY ©OLOOVODOV VOVLLIWOVL 300011100V vOOLO0IO1L YOYILOIOLD DOVILLOVE SV.LIO0OVI0D 00V.LIVVOLOL DOYOLOLLYD
D0000¥0LVL DO¥ID12001 LOLYVOLOLY D000VWYOOL LOJVOOWOWY LIDLOVOVOVD JDLOVVOOL) DIVIOILO0D SOLVLLOVIVY S919vIvV1D
L3Ny
HO9 1T 71171 971T1T1 9WNW
0190000V VOLYOOWOOD JOVOLWWOVL D000VLIOVIY 9OOVOVOOLY OLLOIDL001 L1DLI20VD0 D1D0LYLIOY LYOVYIIOWD 9190vO1 199
JVI0UD013T LOV.LO91009 99LOVLIOLY D999LVOLID1 J99L0109V1 OVVOVIVOOY YWOVYOOLID OVOOVLVYODL YIOLID00LD OVIOLOWYI)D

il

105

ELl

LO¥

08

0g

Ly

Loe

€l

Lol

|

}

79



ES 2534675713

L1 VLL19IVYO0 V1LY.IVYS0L SOWWLVWYOY VOLIS0000V 19909000WY SOLLOLOOVE DL0DVOLOLY
qc mHDwﬂ H VY LYYVOVLIO0D LVYYLVLIIO0V D9LIVLILIOL 10VWWO0000L YOO90000LL DOVYIVIOLO OVOOLOVOVL

O 0 AS X931 V14 3 A0 1TdA1 a1
OVLIVIOIOY DOVOVLII0L1D 9201WWLIO00 QOVLILLILIVY OVOYOYOLLL 19000LOVOL 9900VOVYYD LOVLIVV.IOOY OVOOVYILOL 9100VOOvD
OLVYIVOVOL 09LOLYOOVD J09VLLVO0D ODLVWYWVLL OLOIDLOVYY VOOOOVYOLIY J099LOLLLD VOLVLIVEDL JLDDLIOVIY IOve9LI9LI0

4 VA NONI1 DV I | DA 3091 0d3 QS A NNO91T NDS L1 d3
090900LVOL LOODVLLOVL O199900VLO VIJL1991vOL 00191001VL SOVOOO0LIV LOVOVOLYOL LO119H000VO VLLJLO09VY 91190010VL
©00020V.L0V VOOOLYYOLY OVID000LYD LYOVOOVLOV QOVOVIOVLY J0D10009VOL VOLOLIVLIY VOVYIOEOLD LWWOVIIOLL JWVIOOVOLY

88D 98V 41V AYNIL 398 QNVY 2 ¥VYH VY¥Y VI A AHSZID
OVOLOOVOOV OOOVOLLO0D WWOVLIOD00Y D00LOVIOOL LLIJIJJVOVD LOOL19900L JL01990VID 1900019901 DOLLI9LVOY OV1D0L0L1D
919v30109L J99LOVVI9D L1OLVI099L 999YILVYIOY YVYOVEDID1D VYOOVVYIO00Y SVOVIOOLYD VIOEOVI00V DJOVVOOVLDL OIVIOVOVY)D

0O 81 X ¥42 TAI A ¥YWIL 4AA WD 1T 1 1 T 11 ¥ 4 A d 18 M
11999V1913 L1JTOVOVOY QOVIOVLIYLY 9900VIO0LY YYVYYIOVODY LYOVOOVOVY SEVOVLIOVLO VOOVLIDVIOD OWYVOVOVOD OVOOOLOLLL
YV320LVOVD VVO0019101 DOLVOLVLIVL D000L1VO0VL L1L1991991 YISI091911 00131VOLYD LO0LVOLYDD 111019100 DLOOVOVYY

9 d4d9 v 8§ 1 3 91T A 90N al 1 M aMS DA L 81 V¥V X 1T d A 1MW
00199000V0 DVOLO91010 LOOWVOOLYO JOVLIOOVLIOL OVOL99100V DL00OVOOVD 1O0LLOVOLD LVOVIOLIOD LLLOVYOO9D 1VIDIOVLIOD
2OVO0000LD OLOVIOVOVD VOOLLO0VLD 991VOOLYOV OLOVIOVODL OVOOOLO0LO VOOWVOLOVD VIDLVOWDID VWOLLI00D VLVOVOLYID

I 1 4vY 3 L XY L X171 1T X 8§ S adA A dH A1 s HOD3I 8§ 9 A D9 AV
119190190 JLOVOL0119 DIDLISYOLY 901119v00V DL01119VID VONYYOLLOY OWWLOLO90L O190LS0LOV SVOIOVYIIL 9900011990
YWOV100VOD DVOLOVOVYD JVOVVOLOVL JOVWWOLOOL OVOVWWOL9D LOLLIOYVDL SLLVYOVODY JVIAVOOVOL JLIOS9LI99V J0090vvI00

194 As 9 saVI AVYd X471 1TLS T LVYVA N1 d 3 DNN L DD
VOL20VOVYY LYOOVOOOL9 VOLD900LY L JQVOO00VI0D LLOVVOVOLY YODLYOLLYD 99LIOOLYOL LIOVIO99LL 2019911V1L VOI0191190
LOV3210LVL V1J0L1099V0 1OVO00OVLV ©19909L000 YWOLLDIOVL LOOVIOVVLD J0WWIAVIOV YVILVIOOWW DOVIOVVIVY L[OVEVOVYID

HOEL

08¢

Loz

FAZ

LOLL

ElLe

100}

08¢

06

e

108

1574

L0L

08l

109

80



ES 2534675713

V¢ engLg

97T A 95 dw a1l I M ams DA L S L1V ¥1d AI1IWN L L dVY 3 1LY
LO0VVODLYO JOVIOOVIOL DYOLOOLOOY 91000VOOVD 1O0LIOVOLD LVOVLIOLIOD LLLOVYOO0D LVIDIOVIOO LISLYSO19) JLOVOL0LID
VOOL130VLD SOLVIOLYIY DLIYOOVIDL OVOD9LI01D YIOWYOLOVD YLOLYOVYID YYYOLLO0D0 YIVOVOLYID YWIVIOOVID SYOLOVOWYD

LY 71 7T ¥ME S8 HXND A¥ 1T 3 L 1 % @¥8A ADN ©90d1l DML A3 D
OLOLLIVOLY OOLLLIOVOOY OLOLLIDIDD YOVOOOVDOL JvalvYIOLL Y1D1010V09 ¥O1199L190 OVIOVEOVOL DLD00VOOLD YOLLOVIVID

QVOYVOLOVL DOVWWILIOL OVOYYVOWID 191900100V SLOVIIVOVY LYOVOVOLISD LSYYIOVVOD DIVDLINOLOV OVIDOLOIVY LOVVOLDLIN0

L AHS ¥04a W3IT L $§71T0D TS A 0G9d AXNXHS AHIT 3490 AXNVYD
191vOL900L J099L0V1I3D V1D130VI09 19010vVLI9 OVDSOVIVIY LOLO0109WY J0LI91990L JYOVIOOVOD 2900001991 VOLLIONOIO
VOVLOVI0OV 9000VELVOD LVOYOOLI0D VOOVOLLYVD OLO00LVIOL YOYOOVDOLL 9OVYIVIOOV D1D1VODL100 DI090EVIIY LOVYYIOOV)

D1 H @98 s$sad1 41 1 Ada s sodvgd A1TM XA T ADILILA 90 1
DLOBVIVIOD LDLOOVOYYD YOLOVIOLYD YYYOVIOOLO YOVEEOLOLO VOOOWIOLIO 1¥IOVO0YD LIOVAOVYOY OLI900LOLY 9001 190veD
OVIOLYIVOD VOVOOLOLLD LOVOLOOVLD LLIDIVIOVD LOLODOVOVD LODOLOOWYD VISH109919 WOl99L1Il SYWIOOYOVL D99VYIDL00

ddA 1L 247 NAQ 9FM d9 LA $ 3 d AT T | d¥9O AL O A L7
O09LOVIVOD 1O0VOOOWYD VLLOVIVLIO J011100vvO OLI0LOLLYD WOLOLOL990 VOLLOOVOOY 199OVI9900 YIVYOLIDL0D VOLOLIVOSL

J00VOLYLOD VIOLO00LLD LIVYDLOLYOD QOVVVOOLLD OVOOWOYVLO LOVOVOVI0D 19VY9DL00L VOO0190099 LVLLOVOVOD 1OVOVVLIDOV

Inbe ezusIWO9 OpasUI 8,
H 9 7 1 T 1T 9 1T 17 1 9 W

DOD0IVERVD LYOOVO0000 YOLYVOYLOD QOVIOVIVDOD OVOVOOLVOL LOLSID0LLL DLLIJOVO0DL DOLVIJOVLY SYYIOOVOOL S0VHLIO0VD
00999100130 V139120999 10V1IJ1vo0 991v919109 OL0LJOVIOV VOYOYOOWYY SVYODLI90V DOVLIVOILVL DLIDO0LOOV J09L0VVIOLE

arl

S

til

LOv

6L

L0E

oy

10z

€l

oL

}

b

81



ES 2534675713

g¢ s

: Inbe eulwia) opasul |9,
AV11OLY¥O0 VLILVIVYOOL OOWVIVWWIY VOLLO9OJ0V 19900900WY S0L1DIS0VD D109VILILY SYLIVIOIOY SOVOVLIIDLO
VIVVOVL1IO9D LYVIVLILIOOV JOLIVLILIIOL 1OVWVO0099L VIO00099LL JOVVOVIOLD IVEOLOVOVL DIYWVLIVOVOL SO191VOew)D

0 0AS M9 3 L ¥ 14 3 A0 7Td4dAL Q17T VY A NON I
O00LYVY1099 OOVLILLILLIVY OVOVOVOLLL LO0J0LOVOL 9900VOVYYD LOVLVVLOOV SYOOVVOLOL DL0OVOOVES J999091VOL 1900V1I1SVL
J09VLLYIOD JOLVYYYYYLL OLOLOIOVWY VOO9OVOLOY J09910LLLD VOLYLIVOOL DLO0LIOVIV JVOOLIDLI) S00000VIOY YIOOLVVILY

OY I 1 DA 3091 0 d3 €S A NNH9ST NDUDS 1 d4d3 ass s 98¢Y

0199909V19 V101991V¥0L J0L9L30IVL SOVESDOLOY 1OVOVOLYOL 1OLIDIOYO YLLII900YY 91199010VL IVIL99VOIY 902v011909
OVO0020LYD 1VOVOOY.LOV DOVOVOOVLY 0010000vOL VOLOLOVIOV VOWVO909L10 LVVOVIDOLL IVVOOOVOLY DLOVIOLIOL 09919%VIDD

4 1Y AYdW LI 3 98 GNVY 3 Y H ¥ ¥3Y ¥V3I A AHIOD DS L1 ¥ ¥
YYOVLO000V O0O0LOVLIOOL L1OLOOVEVD LOOLIOD00L JL01990V19 1900019901 DOLLIODIVOY IVIDOLOLIO LISOOVIOLD 11009VIVOY
LID1WI090L S90VOLYIOY WWOVODLOLD VOOVVID09OY OVEVIOOLVD VO00OVI00Y O9YWOOVLOL SLVIOVOVYD YWIODLYOVO VVOOOL1910L

TW 1A YVRANL 4AA NDIDOT ST 1 37 1 Y4 Ad 183 949 Vv s 1 3
OOVIOVLIYLY 9O00VI00LY YvWYIOVIOY LYOVOOVOYY SOVOVLOVLD VOOVLOVIOD OVYYOVOVOD OVDOOLOLLL D0199029VO IVIL9910L)
0LYOLYLYL 20991VI0VL L111991991 YID1091911 J0101¥ILYD LO0LVILVYOD OLLIOIOL0D DIODOVOVYY DOVIN00D1D OLOVIOVOYD

100}

BL2

106

v

108

£z

0L

6L}

09

82



ES 2534675713

Vi eIng1g

N9 aQd LODM LA3I 291 AH NYA WD T INI D1SS AA9oO dANH

L1130VL0VID VOLOLIOOVD OLOVITLOVD VIOIVLIVOLO V11021010V LJO0VIOLOOV OJ0IVLLIVL 1I9OV990VD YOVLILI01D OvviLLID1D
WOOLYDLID LOVOVIDOLD OVOLOOVOLD LVOVIVIOVD LYVOOVOVOL VIOLYOVOOL J00OVAVYYLY YVIOLO00LO 1DLVAVOOVD OLIDWWVIOVD

S A M 1T ¥ 9 ¥ AMNY DDI HGO9 Ls$a¥d 141 L AS @S 9H ¥ A1
O0LOVOLLLO VEO0D90010 1O1VDLLIO0 DLO0LOOVLY 19910100V LEOVOLOVID LYOOVYOVLO SLOVI9OYDL OVOVD009LO 10L1¥3OV90
DOVOLOWYD LO0D0200VD VIVLOVYYID OVIOVIOLVL YOOVOVEOLD YOOLIOVOLOD VIJOL101VY JVOI90JLIV 9LJL2990V] VOvV.LD9LO0

M3 A 1T AD Y A9 Y 1T 4 A1 30T I A @9 XM ML1L9 1 AS 3 41 M
OVLLLIYIOV WWVOLISO)L OLVOOOLILD VOOOOVLIOVL VOVLOOWILD YWLOLLOVOY LOLOOLLILOD VOO100019L OVOVILOLOV 9O1OLLLLILY
OLYWWOL00L LLISYVOOOV JVLD20VOVD LO00DLVOLY L1OLVIDLOVD LIVOVYVYOLOL VOVODVVVID LOOVOOOWIV Q1DLIVOVIL JOVOVWYWYL

13N
7L dH 9A L 1T A1 1TH91T 41T 1T 988 1 3 ®M

9091999019 9IIVLVOOLO VOOVILVLILY 99199000V0 OVVOVIOVYVD DJJLOVIOVOV 10100V1001 Y1L19¥vO0Ll VOLLOLVLILD VIOJLIOJVL
J00v2000VD 0901VIOOVO 10919VIVYL J0VO0000L0 O119139110 99vVI1VI.I0L VOVOOLYOOY LvvvlllJoV LOVVAVIYYD 1VOOvTWaaLY

Q013119019 J1399V0000 1990100V LOOVODOVLD LOIVOVOOVL J00000VOLO 190000WVLL JOVVLJOVLY OVVIOOVOOL SOVOLLOOWD
SOVAVVIOVD OVOOD10090 YOOOVOILDD VIOLI00LVD YOVLOLODLY 9S0090L0V0 VvOO000.L1vW DILLYOOLVL OL1990120v J9L0wWwa0L9

06

Lov

45

10¢

11

H0Z

Lo}

b

83



ES 2534675713

g emsl]

191199VO90 YVYOLYOLYYY LYYOLVYOVO OLVWWLIVIOD OVOLYOVOOL LOVOLIYOLY 99990VLLLL VOOVOVIOLL YLLLIIO1IOV IVOOYVOVY
VOVVO11009 LIOVIOVLILL VLILOVLILIOLO OVLIVVIS0D DLIVLIII99YV YOLOVYLOVL J0009IVWWY 1091D1VIVY LYWYvOYVOL OV10911011

00 vVd1I SWL1I 8¥ 1 L I DA I DS 192dad as A
OLLOLLVOLL 1D199YVVIL ©19LL10YH0V O90VOOWVLY-OYOV.LIDLLD VIDIOVIONL 1VLLIODIVD 190189019V 900vYoovY LD YLOVOVOLYD
SYVOYVYLOVY VOVIOLLIOV DVOYVOL00L DODLO0LLIVL J19IVVOVYD LVOVILYIOY VLIVWWOOVIO VEOVIIOVIL 009LI00LYD 1VELT1aVL

asiti 17vDdDs ad4d3 a1l1v | L L A ¥ 11 338 NSLY ¥4V 4 AUYS
1OVOLWVLOV OVOO01990Y VLOLODLLOV LOVOLLIS0OY 1991VOLOVD D0L191991L LOLIOVOWOL 1901191011 2DL000VYYD YI00L0010Y
YOLOVLIVEL D1099vI00L LVOVOOYYOL WOLOWYOSOL YOOYLOVOLD DOWYIVIOWY YOVVOLOLOY VIOOVYOVOYY DOVI9111S 1999vIovol

AND AA A3 D D41 802484 7T 1 A dI L AVAL 2927 81 1 411 v
OLO0VLYOVD VIVOLILIOL 19OVVLIOLIS LOOVO00OYY OVVOYLIVIYY SOIVIO0I9Y OVOOLVOLYL SOVOOVYYOD SVOVIOVIOV VOVLLYIO00
SVOOLYIOLO 1VIOVOWYIY VIOLLVOYOD VDOOLO900LL SLIOLVIVLL DOVLVOOVIL OLOOVLIOVLIY 0910911190 OL1OLVOLYOL LOLYWIVIOD

il d TNY 98 95Y I L 3 3713 919N L LT 0SS 1 §SWI L 1LV
/

VVVOVLLO0D VOOLLO01DD JLOVVYIOVOD YYIOOLD100 LOWWOLLLLD OVOLO00VLL YOLOOLOWD LOVOYSOLLD YVILOVLLIVL VOLLIS11901

LLIOLYYO0O LOOYVOEYDD OYILL99L09 LLIVIOVOVID VOLLOVYYYD SIOVESOLYY LOVOOYOLLD WOLOLOOWYD LISVOLYYLY OVWIOVYIOY

3 1T8s §8H1T1L L d¥V 3 1 N I ¥3dd NAXY ¥ A" T3 1 | ¥a¥™° | AD
LOOVYVOVDO VOLOOVENDL IOIVOOLSOL LOVOLVLIIOY LIDIVOOLI99 VLIVIYLLID J0YYOVI0OY OOLOVV.IOVL OLLIVIDIOLL V1LVOL199]
YOOLLLOLOO LOVOBLJ00V YIVLIOOYOOV YOLOVLIYYOL YWOVIOOVOD LVVWIVIVYYD SOLIDIO0OL DOVOLIVOLY OVYLIVOVOYY LVYISWvOOv

100

iS¢

06

vee

108

06}

104

51

09

vel

10

84



ES 2534675713

Dt eIngig

Inbe enuiuod gyyd,,
YYVOVYOLLO OO00VLID9000 900VVOOLLY LIVOOOLOLL V.IO00LVOLD JVOOLOOVOL JLVOVDLIOD 9900900041 Liliitilll
L1LIDLIJ¥YD S000LYO000 J9DL109VVL YVLIO0OVOVY LVOO0OVLIOVD DLOOVOOLIV SVLOLIVODD D0990999WY WWYVYWYYYY

L11119VIOL QVIOVLIVYY OVLLLVLIVY OVVYOVVYYOY VIVOVIOLDD VLILVOVLLOV LVVIOLYOOV VLIVDLVWIYL OWWLLVWWYO LOVLDL999D
YYVVVYILVOV OLVOLVVLLL OLVVYYLIVVYLL OLIOLLLIOL LVIOLYOYOD LYVLIOLYVYOL YLIVOVLIOOL LVIOVLLYLY OLLYVLILID YOLVOVI09D

QLVOVOVYYD VOOVOLYVLD JLVOVIOOVL 9190L19L10L OVOLLIOIVD OVOLOVOVOL JVIOOLOL0L DOVOOOVLIOV LYYVOYYIOL J1¥O1901VL
OVLOLOLLLD LDOLIVLIVO QVIDIO0OLY OVIOVYIVOY JLOVVVYIVLD OLOVOLOLOV DLD09VOVOV J0L009LVIL VLLIDLIOOV SVIOVODVLY

SOVVLL1010 1901911199 VOWWOVOLLO 19VVI0000L YOOVVOVYYY LIOLIOIO00 19VWO000VS YWOOLVOVLL LOLIOVODIO JVYIOIVOLIVL
QOLLYYVOVD VOOVOVYV30 LOLLOLOVVD YOLLJ099OY LJOLL01111 YYOVYOVOOD VOLI099910 1109VIOLYY YOVYOLIOVD DIVOVLOVLY

Y1L011VO00 YYVOOOVoOY LLIDIOVVIO ©0000VOYVL LO90VOWILY OVIVOYIVOL LIVOOLIDLD LWWOVVOYYY SOWVOIOVO0 OVOYWOILY
LYVOVVLI009 LL19991031 YWYOVOLLYD J200910LLY VIODL019vV1 JUIVIDLVLIOV WWIDOWYVYOVD VLILOLIOLLL JJLLID99100 DL0LL109VL

1051

1071

t0EL

1074

Lok

85



ES 2534675713

¢ BINSI J ¥ BWOSOWOID [2 Ud ouewny VIASLLS
. [T 1D 10 U outnw YINSILS

08Z BIVd I SWI]- - = -=~----=-=--=+-=+--- sy | L[TO[AF[O)s 10[Ea[a[SAla s | [T|V[0] 15¢  60v0zeNay
S0¢ OASYO3LWT143AAQT1dALATTHY ANDON IOV 1[1[D|A3|D]D 1 [o|d|3{als|AIN NO[I[Njo] 252 9zoesinav
668 [D/ASYHOALVII3AATdALAT TNV ANON IOV 1]iolAl3MIo | [old|3lalsialn Nofiini] 1se  1rossinav
08z [S]a[@[3a]- - - - L[V]! L L[ATH|L[I[HI[S|N S L X[HV]d A[H)S A O[AJAIA[Z[O O] [THO[T = T[TA[G T ]S02  60¥0zZ NV
952 [S|L]d|3 a|s SO 9 S|v|4 | V|Anlw|L|Io|s|aN v 3fulviH vy v 3|AAH|3[0 O s[L|Mulo T wli[Alvw |20z 9zoesinav
ose Isliid|3 als s o9 slyl4 1 vialynli{Ilolsian v alulv]H v]ulv v ajalalulalo o siufyufo 1 wliAlvw |1oe  1rossiNay
0z [[TTA GTAITTO BT 1127 19 T[N SR ¥) | [I[3|3[TM[E|L 9 N[TL[d]s L S SW I L[I[V]3[7] St 60v0zZNaY
907 p..gw_ﬁoo._m__.__;n;n_._wxoa v|SiL(3(oT(Alo{an a|L Limlalm S O X A L S|L|V[|1| 250  9zoesinav
ooe |LLid Alalwlo olilsh 111D 1lvljaldlals dilale]vis|ilalola]alojaw alL iimlalm s o3 A L slilvidial 15z ivoseinay
W1 :
vSb SSH T I[AVELIN [ Hd&N-=-- - =~ - - - R i I L R 6€L  60VOZZNQY
95k JdALWL VALY TINSS -~ - - - - - i Mt 6EL  92ZOEBLNAY
052 dALWL LVIBIN LY TINSSANAAINA I ASHDISOADONVLOAASOSAVY | AV |L0Z  LbOSBINGY
o R e ) EIRIEIRN - - - BEL  60YDZZNAY
L R T L - - - 88l  OZOEGINAY
00Z|{dH4TTLSTLYANI dJIAONNLIDDNAMI AS | ddSOUVDODTIS I HNWODAAL IO A IS LHOSSINGY
av]
BEb - - - - A THATE[T[E) [T [ATC NO[ad [ Lo[MLIATS[O[LIATRINTE[a QB[N ] 1oL 60r0zznay
T H(O|A[(3[L] 1 MlafdAlAjD NiD(ald | L{DIML|AI3|D[L[A[H|S [ula ajw|3 [1]L]s [ o+ gzosstnav
05t 991 LA LdNSASToAl[[3)Lh lalbialalo Niolald LloimliiaiFlolL[AlHIs (ula alwjabafus [ 1oy ivossinay
00} [T [O[TTSTATGIO[a[AP RISTAP[E[SE[AIIVD O[T [RIaBL[SaE T3 LTASASO[F S[A TWIA T AJO[] 1 60¥0ZZNaY
oot | 1o|1(s|a{alo|d| At HIs|A[H|T[a|o[ofAl|v]o ©f i [Hialos|sa (4|1 [L{Ald [a|s|ofu O]A 1A T Aofj 18 szoesinav
oot | 1ol sialalolalaln nisiaH[albiofolaivio ol inalojsisiaiiiia]i1iAl4(alsloly oA A MdIA 1 AlDljts  1vossinay
0s [ATA[S[ETTA[ATATTTO[O T MA[QPIM LBIITA[S[E[ L »[T|L [ARBTALT AT [TRETE[T 19[S S[T[3[]] ¢ 60v0zeNay
0s [ L|A|ofo 1[d[alA|Llold 1 N|Ala[oMlalolr [Afs(afd|A 3|11 [dfulo|AlL|alalL 1 [HID|1]1]1 1jol71 1| i[ol{r  szoeeinav
os |1 AlofolalalAlL|old 1 NalaloiMdIDILIAISISNd A 3 (301 [d[elolAlLlalalL [ ikiol1]1[1 il 1l olwl| 1 1Y0S8LNaY

>
=2
®
'
@
"

86



ES 2534675713

(VINBLLS 79¢01d-nue) ['J9

9 BINS1

03[ 9p [0NU0)

X

0¢

87



ES 2534675713

/ BINS1]

03[ 9p [01U0))

X0

X01

88



Células de Kupffer

Macrofagos de colon
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Células de Hofbauer

Macréfagos adrenales
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Figufa 8
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Microglia cerebral
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Figura 10
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Macroéfagos alveolares

Figura 11
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Células de Kupffer hepaticas

Figura 12
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C¢lulas de Kupftfer hepaticas

STIgMA hepatico CD68 hepatico

Figura 14

95



ES 2534675713

G BINgI]

[8IQ2139 89(ID/VINSILS [B1Q3130 89D

Ie[N]ad BI[SOIOIW B[ AP SBN[D)

[81Q210 VINSLLS

96



ES 2534675713

91 eINGI]

ouiuadeld 89D/ VINSILS orrejuaov[d 89 otreyuadeld YINSILS

serrejuaoe[d Janeqjoy ap se[no))

97



ES 2534 675 T3

osa)N ¢
eonbel) &
soploly

0J00Ja0 §
B9S0 E[npaw
ebifon i

leuaipe einpue|b §

98

Figura 17



ES 2534675713

81 eIngi]
— L L
| — b€

4 —g5
-
selp; selp/, seIp9 sepp ep | ys us
= ; g g e —10
L 005
L0001
L 00S L
L 0002
L 0052
INr
e 2 < @x/
R Lo S © &
L S R e s S s & > AR o QL
N S SRS R RIS L S g »ww ORI
o — . B I R e S e o — - qlooo
| . 002
00t
00's
00°g
-00'01

sale|n|@2 sesaul| Us YIND|1SNY ap ugisaldxg

{— St nu

(v'n) NYV

(v'n) NV

99



ES 2534675713

61 BINSI]

-9

= d
-

— ¢y 4— 031 YNSLLS

— 6 4-151d YIWSIIS
| - 3L

— G0I

JyAgoqm
1£) dogm
LSoqm
p3ody
Ad

+ + BSEPISOIN[T-N
+ |_| -+ opronpal ON
-+ -+ -+ opronpay

0518 VIASI LS 0109 YINSLLS

100



ES 2534675713

(LAY) VINSLLS-DBUY

WME'EL

sojoouow ap
SOpeALISp
sobejoloew

. .
SO0 BILLS 86PY LdF 1P L300

07 eINg1g

.m.?.
=
D WA BILETY .E._.. a0 -
solloo|nuelb
1] b .i.‘_I -lu.\-_... l' ]
=2 .w.N N&. .m_uw. o z
- b t L=
.ml..l
.wzm
m [ 3
0
T=o0 YN LS LgP FeFd “

YN Se[n|o

o t-..ﬂ_n_ww..:._._ﬂv .

LT Ihl lfu nﬁl
Indmn
61

1

&

2o o BLERY Aab M5 D *

g sejn|ao

.

|9$

ao

ao

e aw wn WWWJ.. hﬂ.u. oo

- 2 2 lemmms &V w -ll

P WA LS Nd ¥ N =

sojloououwl

DTSNl laesea = P

1 se[njd

w2 ..w.w.q.... ...m”._.;.wn.ﬁ. o'

el -
T mu_q N
i Tare m MP 0
i Sy O
M ...u% =
e
b=

T oo wmALSE AatvJEe pAaD
1 se[njad

101



ES 2534675713

V1¢ 831

>y N @
%%o%o@z,

N
—

T

SBIP 7 9p Ojudlweles

61 1dd @P %

102



AL L R LR AL

Q o] Q =] o]
©c & 6 v N °©

owlIxew |ap %

LR L A LR B |

2 o 0 6 ¢
gwm#w"

owlIxXew [ap %

sin estimulacion

Q o0 ¢ © ©
S % ¢ v & ©

OWIXeW [ap %

100 1000 10000

10

100 1000 10000 1 10 100 1000 10000

10

ES 2534675713

o)
o)
o]
o
-
o
o
0
\s
I o
<
. 2
am B o
— -
l=I!
-
6 o ¢ © ©
S © @& ¥ W ©
owlixeuwl [ap 9% 8
o
o]
-
o
o]
o
Anl
I o
Z g
e}
-
v Lol
Q © 0 © 0©
°©o @ 6 ¥ & °
OWwIIXeW |ap %, 8
0
(=3
-

100

ol|t1|||--|||¢||--||'

a o 0O
o © <

owlIxew [ap %

o]
a (o}

103

FL1-H

FL1-H

LPS

owliIxew [ap %

g
a
r

o o @
Q © ¢ Q

owlIxew [8p %

Figura 21B

1 1000 10000
FL1-H

10

100 1000 + 10000

FLA-H

10

---l-u-'---I-rITlrl-"l'



ES 2534675713

Figura 22

104



ES 2534675713

Figura 23

105



ES 2534675713

7 eING1]

106



ES 2534675713

107

Figura 25



ES 2534675713

)

Figura 26

108



ES 2534675713

ad
el
A5

109

Figura 27



ES 2534675713

STIgMA4

Doble tincion

Figura 28

110



ES 2534675713

() lewJou uowind

6T eINSI]

(¢) ewse ‘uowind

(€) DOd3 ‘uowind

(Z1) rewuou uojon

(Z)) UyolD ep pepauiisu]

(21) esoisoln spjo

J

VOFTNOmo
- — ——

e g e¥NOpovrno M

|[Ew.ou o] B 0}oadsal Uod S829A Ua Blouals)i(

111



ES 2534675713

150~
1 203 Jrklneo
]
90- Jrk-huSTIgMA

Recuentos

o

.,1,0

, 10°
A FL1-altura
oc 100 ——F——— ——
S = ]
8 | [FkchesmomA E
5 ]
Y eo
s 7 E
@ A I
S 40} / —
8 . ]
o =0 ! h
© L 7 i
o\o o) [ ///A % i
sin estimulacion TNFalfa
B

Figura 30

112



ES 2534675713

[ € eIm31g

uoloezZiunwul e|] ap sandsap sei(]
96 1514 A Ge 8¢

| 1 I
— i - - -
LCI T RIPAW ] UBDIPUI SBORIS B - \*

(souoroeredwos sop h

uezifear as anb opep d op 01EA "

« ‘Tuolrdyuog ap Asnly)

sajdnnuw sauoroeredwos se| ered
9JUSWBAIIBAIISUOD

(Anur) opeysnle ey as d ap J0[RA 9157

VINSLLSnw ] 1
e ouayy D3] ered 000 = d 10[eA B - 0}
24-96] YWB|1S —a1-
1 0ABSTUd - L - - 7 euunw ofj—| 1 ¢}

l i | 1 i 1 1 ] i 1 va_\

SV €| ap uoisaiboid e| ua 94-yND|LShw ap BoIWS]SIS UQIDdaAul B] Sp 0108}

113



ES 2534675713

consen02 (SEC ID N°: 9)

GCAGGCAAAG
ATGTATCCCT
ACGTGTGAAG
TAAGATTACT
TGACAACTGG
AGCCTTCAAT
ATAAGCAACA
TACCTTACTC
GCACTGCCAA
TTTGTGGTCA
TACAACCATG
GGGACTGGAC
_CCAGGAAAGA
CTGTATGGYG
CCCAACAAGA
AACGACTCTG
CAGTGATGAG
CCCTGCATAG
CGCCCGLCTE
AGGGCAAAAG

ATAATTGCCT.

CTCTCTTCCT
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% de hemolisis

Inhibicién por hST-C o L de la hemolisis de GRC en suero de cino
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><Cla {subrayado 4 -5}dir#f 5 etiqueta} A TCBATTAAACCACC
><Met {trans=1-s, dir=f, res=1}>
ATGGGGATCTTACTGGGCCTGCTACTCCTGGGGCACCTAACAGTGGACACTTATGGCCGTCCCATC
CTGGAAGTGCCAGA
GAGTGTAACAGGACCTTGGAAAGGGGATGTGAATCTTCCCTGCACCTATGACCCCCTGCAAGGCTA
CACCCAAGTCTTGG
TGAAGTGGCTGGTACAACGTGGCTCAGACCCTGTCACCATCTTTCTACGTGACTCTTCTGGAGACCA
TATCCAGCAGGCA
AAGTACCAGGGCCGCCTGCATGTGAGCCACAAGGTTCCAGGAGATGTATCCCTCCAATTGAGCACC
CTGGAGATGGATGA
CCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGATGGCAACCAAGTCGTGAGAGATM
GATTACTGAGCTCC
GTGTCCAGAAACTCTCTGTCTCCAAGCCCACAGTGACAACTGGCAGCGGTTATGGCTTCACGGTGC
CCCAGGGAATGAGG
ATTAGCCTTCAATGCCAGGCTCGGGGTTCTCCTCCCATCAGTTATATTTGGTATAAGCAACAGACTAA
TAACCAGGAACC
CATCAAAGTAGCAACCCTAAGTACCTTACTCTTCAAGCCTGCGGTGATAGCCGACTCAGGCTCCTAT
TTCTGCACTGCCA
AGGGCCAGGTTGGCTCTGAGCAGCACAGCGACATTGTGAAGTTTGTGGTCAAAGACTCC
. ><inicio de hilgG1 - region enlazadora (DKTHT)>
GATAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCGAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC‘ITCCTC
TTCCCCCCAAAACT
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACG
AAGAGCCCTGAGGTCA
AGTTCAACTCGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
><F¢ 3-1 {subrayado=1-29, dir=b, Setiqueta=}>
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAAGAGATGACCA
AGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTCGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAG
CCTCTCCCTGTCTC

CGGGTAAA
>< extremo h Fe {subrayado=1-3, dir=f, Setiqueta=}>

TGAGTGCGACGGCCCTAGA

><8al fsubrayado=1-6, dir=f, Setiqueta=}>
GTCGACCTGCAGAAGCT

»><Xha>
TCTAGAGTCGACCTGCAGAAGCT

Figura 67
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><Cla {Jhélayaiwﬂ ig) =t Beuquetaé?ip.ﬁmsh’firwcc;mc

><Met {trans=1-s, dir=f, res=1}>
ATGGGGATCTTACTGGGCCTGCTACTCCTGGGGCACCTAACAGTGGACACTTATGGCCGTCCCATC
CTGGAAGTGCCAGA
GAGTGTAACAGGACCTTGGMAGGGGATGTGAATCTTCCCTGCACCTATGACCCCCTGCAAGGCTA
CACCCAAGTCTTGG
TGAAGTGGCTGGTACAACGTGGCTCAGACCCTGTCACCATCTTTCTACGTGACTCTTCTGGAGACCA
TATCCAGCAGGCA
AAGTACCAGGGCCGCCTGCATGTGAGCCACAAGGTTCCAGGAGATGTATCCCTCCAATTGAGCACT
CTGGAGATGGATGA
CCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGATGGCAACCAAGTCGTGAGAGATAA
GATTACTGAGCTCC , ’
GTGTCCAGAAACTCTCTGTCTCCAAGCCCACAGTGACAACTGGCAGCGGTTATGGCTTCACGGTGC
CCCAGGGAATGAGG
ATTAGCCTTCAATGCCAGGCTCGGBGTTCTCCTCCCATCAGTTATATTTGGTATAAGCAACAGACTAA
TAACCAGGAACC
CATCAAAGTAGCAACCCTAAGTACCTTACTCTTCAAGCCTGCGGTGATAGCCGACTCAGGCTCCTAT
TTCTGCACTGCCA
AGGGCCAGGTTGGCTCTGAGCAGCACAGCGACATTGTGAAGTTTGTGGTCAAAGACTCCTCAAAGC
TACTCAAGACCAAG

ACTGAGGCACCTACAAC CATGACATACCCCTTGAAAGCAAGATCTACAGTGAAGCAGTCCTGGGACT
><Cebador mutagénico {subrayado=1-52, dir=f, Setiqueta=}>

GGACCACTGACATG

->< inicio de higG1 - regién enlazadora (DKTHT)>
GATAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAAACC
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACG
AAGACCCTGAGGTCA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
=<Fg 3-1 {subrayade=1-29, dir=b, Setiqueta=}>
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCAGCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACGACAGGTGTACACCCTGCCGCCATCC CGGGAAGAGATGACCA
AGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT'I'CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAG
CCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA X
»< extremo h Fc {subrayad0=1 ’3. dll‘=f, 5eliqueta=}>
TGAGTGCGACGBGCCCTAGA
»<Sal {subrayade=1-6, dir=f, Setiqueta=}>

. GTCGACCTGCAGAAGCT
><Xba>
TCTAGAGTCGACCTGCAGAAGCT

Figura 68
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><Cla {subrayado*1-B! ir5f-Betiquetam}>ATCGAFTAAACCACC

><Met {trans=1-s, dir=f, res=1}>

ATGGGGATCTTACTGGGCCTGCTACTCCTGGGGCACCTAACAGTGGACACTTATGGCCGTCCCATC

CTGGAAGTGCCAGA

GAGTGTAACAGGACCTTGGAAAGGGGATGTGAATCTTCCCTGCACCTATGACCCCCTGCAAGGCTA

CACCCAAGTCTTGG

TGAAGTGGCTGGTACAACGTGGCTCAGACCCTGTCACCATCTTTCTACGTGACTCTTCTGGAGACCA

TATCCAGCAGGCA

AAGTACCAGGGCCGCCTGCATGTGAGCCACAAGGTTCCAGGAGATGTATCCCTCCAATTGAGCACC

CTGGAGATGGATGA

CCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGATGGCAACCAAGTCGTGAGAGATAA

GATTACTGAGCTCC

GTGTCCAGAAACACTCC

><inicio de higG1 - region enlazadora (DKTHT) {subrayado=1-15, dir=f, Setiqueta=}>

GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAAACC
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACG

AAGACCCTGAGGTCA

AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCCTGGAGGTGC

><Fg¢ 3-1 fubrayado=1-28, dir=b, Setiqueta=}>

ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA

CCGTCCTGCACCAG

GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG

AAAACCATCTCCAA

AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAAGAGATGACCA

AGAACCAGGTCAGCC

TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG

CCGGAGAACAACTAC

AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC‘I‘I‘CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC

AAGAGCAGGTGGCA

GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAG

CCTCTCCCTGTCTC

CGGGTAAA )

>« extremo h Fc {subrayad0=1-3. dll‘=f, 5etiqueta=}>

TGAGTGCGACGGCCCTAGA

><Sal {subrayado =1-6, dir=f, Setiqueta=}>

GTCGACCTGCAGAAGCT

»<Xba>

TCTAGAGTCGACCTGCAGAAGCT

Figura 69
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A

><enlazador de clonacién>

CCTCGGTTCT

><Cla {subrayado="1-6, dir=f, Setiqueta=}>

ATCGATGCTCTCAATAAACCACC

><MET>

><ADN185041_Clal_F_5'etiqueta tittititatcgattaaaccacc {subrayado=1-24, dir=f, Setiqueta=}>
<Comentario {trans=1-s, dir=f, res=1}>
ATGGGGATCTTACTGGGCCTGCTACTCCTGGGGCACCTAACAGTGGACACTTATGGCCGTCCCATC
CTGGAAGTGCCAGA
GAGTGTAACAGGACCTTGCAAAGGGCATGTCGAATCTTCCCTGCACCTATGACCCCCTGCAAGGCTA
CACCCAAGTCTTGG
TGAAGTGGCTGGTACAACGTGGCTCAGACCCTGTCACCATCTTTCTACGTGACTCTTCTGGAGACCA
TATCCAGCAGGCA
AAGTACCAGGGLCGCCTGCATGTGAGCCACAAGGTTCCAGGAGATGTATCCCTCCAATTGAGCACC
CTGGAGATGGATGA
CCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGATGGCAACCAAGTCGTGAGAGATAA
GATTACTGAGCTCC
GTGTCCAGAAACACTCCTCAAAGCTACTCAAGACCAAGACTGAGGBCACCTACAACCATGACATACCC
CTTGAAAGCAACA

TCTACAGTGAAGCAGTCCTGGGACTGGACCACTGACATG

>< inicio de higG1 - regidn enlazadora (DKTHT) {subrayado=1-15, dir=f, Setiqueta=}>
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGEGGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACC
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACCTGAGCCACG
AAGACCCTGAGGTCA

AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC

><Fg¢ 3-1 {subrayado=1-20, dir=b, Setiqueta=}>
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAAGAGATGACCA
AGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTAC .
AAGACCACGCCTCCCOGTGCTGGACTCCGACGGEGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAG
CCTCTCCCTGTCTC

CGGGTAAA

>< extremo h Fc {subrayado=1-3, dir=f, Setiqueta=}>

TGAGTGCGACGGCCCTAGA

><8al [subrayado=1-8, dir=f, Setiqueta=}>

GTCGACCTGCAGAAGCT

><Xba>

TCTAGAGTCGACCTGCAGAAGCT

Figura 70
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