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DESCRIPCION
Células y mamiferos no humanos modificados genéticamente
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a mamiferos no humanos modificados genéticamente, en particular a roedores
modificados genéticamente, tales como ratones, que no producen cantidad alguna de polipéptido endégeno serina-
proteasa-2 asociado a la lectina fijadora de manano (MASP-2). La invencion se refiere también a células no
humanas modificadas genéticamente, en particular células del tallo embrionario, especialmente células de roedores
tales como células de raton, que no producen cantidad alguna del polipéptido MASP-2 endégeno. La invencién se
refiere también a células no humanas modificadas genéticamente, en particular células del tallo embrionario y
mamiferos no humanos modificados genéticamente producidos a partir de ellas, y su uso en la produccién de
mamiferos y células no humanos de los cuales se han delecionado o desorganizado dentro del genoma los genes
endogenos MASP-2. Aspectos de la invencion se refieren también a mamiferos y células no humanos modificados
genéticamente que no producen cantidad alguna de proteina 19 enddégena asociada a lectina fijadora de manano

(MAp 19).
Antecedentes de la invencion

El sistema del complemento proporciona un mecanismo de accion temprana para iniciar y ampliar la respuesta
inflamatoria a la infeccidn microbiana y otras agresiones agudas (Liszewski, M.K. y J.P. Atkinson, 1993, en
Fundamental Immunology, tercera edicién, editado por W.E. Paul, Raven Press, Ltd., Nueva York). Si bien la
activacion del complemento proporciona una defensa valiosa de primera linea contra patdégenos potenciales, las
actividades del complemento que promueven una respuesta inflamatoria protectora pueden representar también una
amenaza potencial para el hospedador (Kalli, K.R., et al., Springer Semin. Immunopathol. 15:417- 431, 1994;
Morgan, B.P., Eur. J. Clinical Investig. 24:219-228, 1994). Por ejemplo, los productos proteoliticos de C3 y C5
reclutan y activan los neutréfilos. Estas células activadas estan indisciminadas en su liberacién de enzimas
destructoras y pueden causar deterioro organico. Ademas, la activacién del complemento puede causar la
deposicion de componentes liticos del complemento en las células hospedadoras cercanas asi como en las dianas
microbianas, dando como resultado lisis de las células hospedadoras.

El sistema del complemento se ha visto implicado como contribuyente a la patogénesis de numerosos estados de
enfermedad agudos y crénicos, que incuyen: infarto de miocardio, revascularizaciéon subsiguiente a derrame
cerebral, ARDS, lesion de reperfusién, choque séptico, fuga capilar subsiguiente a quemaduras témicas,
inflamacion pos-derivaciéon cardiopulmonar, rechazo de trasplantes, artritis reumatoide, esclerosis multiple, miastenia
grave, yenfermedad de Alzheimer. En la practica totalidad de estas afecciones, el complemento no es la causa, pero
es uno de los varios factores implicados en la patogénesis. Sin embargo, la activacion del complemento puede ser
un mecanismo patoldgico importante y representa un punto eficaz para control clinico en muchos de estos estados
de enfermmedad. El reconocimiento creciente de la importancia de una lesién tisular mediada por el complemento en
una diversidad de estados de enfermedad pone de manifiesto la necesidad de famacos eficaces inhibidores del
complemento. No ha sido aprobado farmaco alguno para uso humano que esté dirigido a e inhiba especificamente la
activacién del complemento.

En la actualidad, esta aceptado generalmente que el sistema del complemento puede ser activado por 3 vias
distintas: la via clasica, la via de lectina, y la via alternativa. La via clasica se desencadena usualmente por fijacion
de anticuerpo a una particula extrafia (es decir, un antigeno), y requiere por tanto exposicién previa a dicho antigeno
para la generacion del anticuerpo especifico. Dado que la activacion de la via clasica esta asodiada con el desarrollo
de una respuesta inmune, la via clasica forma parte el sistema inmune adquirido. En contraste, tanto la via de lectina
como la via alternativa son independientes de la inmunidad clonal y forman parte del sistema inmune innato.

El primer paso en la activacién de la via clasica es la fijacion de una molécula de reconocimiento especifica, C1q, a
las 1gG e IgM fijadas al antigeno. La activacion del sistema del complemento da como resultado la activacion
secuendial de Zzimdégenos serina-proteasa. C1q esta asociada con las proenzimas serina-proteasa C1r y C1s como
un complejo denominado C1 'y, después de la fijacion de C1q a un complejo inmune, la escision auto-proteolitica del
sitio Arg-lle de C1r va seguida por la activacién por C1r de C1s, que adquiere con ello la capacidad de escindir C4 y
C2. La escision de C4 en dos fragmentos, designados C4a y C4b pemite que los fragmentos C4b formen enlaces
covalentes con grupos hidroxilo o amino adyacentes y la generacidn subsiguiente de la convertasa C3 (C4b2b) por
interaccidon no covalente con el fragmento C2b de C2 activado. La convertasa C3 (C4b2b) activa C3 conduciendo a
la generacién de la convertasa C5 (C4b2b3b) y la formacién del complejo de ataque de la membrana (C5b-9) que
puede causar lisis microbiana. Las formas activadas de C3 y C4 (C3b y C4b) se depositan covalentemente en las
superficies diana extrafias, que son reconocidas por receptores del complemento en fagocitos mulltiples.

Independientemente, el primer paso en la activacion del sistema del complemento por la via de lectina es también la
fijacion de moléculas de reconocimiento especificas, que va seguida por la activacién de serina-proteasas
asociadas. Sin embargo, mas bien que la fijacién de cotejos inmunes por C1q, las moléculas de reconocimiento en la
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via de lectina son proteinas séricas fijadoras de carbohidratos (lectina fijadora de manano (MBL), ficolina H, ficolina
M, y ficolina L) (Lu, J., et al., Biochim. Biophys. Acta 1572:387-400, 2002). lkeda et al. demostraron por primera
vez que, al igual que C1q, MBL podria activar el sistema del complemento después de fijacion a eritrocitos
recubiertos de manano de levadura de una manera dependiente de C4 (lkeda, K., etal., J. Biol. Chem. 262:7451-
7454,1987). MBL, un miembro de la familia de proteinas colectinas, es una lectina dependiente de calcio que fija
carbohidratos con 3 y4 grupos hidroxi orientados en el plano ecuatorial del anillo de piranosa. Ligandos prominentes
para MBL son por tanto D-manosa y N-acetil-D-glucosamina, mientras que los carbohidratos que no se ajustan a
este requerimiento estérico tienen afinidad indetectable para MBL (Weis, W.1,, et al., Nature 360:127-134, 1992). La
interaccion entre MBL y los azicares monovalentes es extremadamente débil, con constantes de disociacion
comprendidas tipicamente en el campo 2 mM. MBL consigue la fijacion fuerte especifica a ligandos glucano por
interacciéon simultanea con residuos monosacaridos multiples (Lee, R.T., etal., Archiv. Biochem. Biophys. 299:129-
136, 1992). MBL reconoce los patrones de carbohidrato que decoran cominmente microorganismos tales como
bacterias, levadura, parasitos y ciertos virus. En contraste, MBL no reconoce D-galactosa y acido sidlico, los
azlucares penultimo y ultimo que decoran usualmente los glicoconjugados complejos ‘maduros’ presentes en las
glicoproteinas plasmaticas y de la superficie celular de los mamiferos. Se cree que esta especificidad de fijacion
contribuye a la proteccién contra la autoactivacién. Sin embargo, MBL se fija de hecho con afinidad alta a
agrupaciones de glucanos ‘precursores’ ricos en manosa en las glicoproteinas unidas a N y los glicolipidos
secuestrados en el reticulo endoplasmico y el Golgi de las células de mamifero (Maynard, Y., et al., J. Biol. Chem.
257:3788-3794, 1982). Por tanto, las células deterioradas son dianas potenciales para la activacion de la via de
lectina por fijacion de MBL.

Las ficolinas poseen un tipo de dominio de lectina diferente de MBL, denominado el dominio de tipo fibrindgeno. Las
ficolinas fijan residuos azicar de una manera independiente de Ca’*. En los humanos, se han identificado tres
clases de ficalinas, ficolina L, ficolina My ficolina H. Las dos ficolinas del suero ficolina L yficolina H tienen en comun
una espedcificidad para N-acetil-D-glucosamina; sin embargo, la ficolina H se fija también a N-acetil-D-galactosamina.
La diferencia en especificidad de azicares de ficolina L, ficolina H y MBL significa que las diferentes lectinas pueden
ser complementarias y estar dirigidas a glicoconjugados diferentes, aunque solapantes. Este concepto esta
respaldado por un informe reciente segun el cual, de las lectinas conocidas en la via de lectina, unicamente ficolina L
se fija especificamente a acido lipoteicoico, un glicoconjugado de la pared celular que se encuentra en todas las
bacterias Gram-positivas (Lynch, N.J., etal., J. Inmunol 172:1198-1202, 2004). Las colectinas (es decir, MBL)
y las ficolinas no guardan semejanza importante alguna en secuencia de aminoacidos. Sin embargo, los dos
grupos de proteinas tienen organizaciones de dominios similares y, al igual que C1q, se ensamblan en
estructuras oligdmeras, que maximizan la posibilidad de fijacién a sitios mditiples. Las concentraciones de MBL
en suero son muy variables en las poblaciones sanas y esto esta controlado genéticamente por polimorfismo y
mutaciones en ambas regiones promotora y codificante del gen MBL. Como una proteina de fase aguda, la
expresion de MBL estd regulada ademéas en sentido creciente durante la inflamacion. La ficolina L esta
presente en el suero a concentraciones similares a las de MBL. Por tanto, la rama de ficolina L de la via de
lectina es potencialmente comparable a la rama de MBL en fuerza. MBL vy las ficolinas pueden funcionar
también como opsoninas, que requieren la interaccion de estas proteinas con receptores fagocitos (Kuhlman,
M., et al, J. Exp Med. 169:1733, 1989; Matsushita, M., et al., J. Biol. Chem. 271:2448-54, 1996). Sin
embargo, las identidades del receptor o receptores en las células fagociticas no han sido establecidas.

La MBL humana forma una interaccioén especifica y de afinidad alta a través de su dominio de tipo colageno con las
serinaproteasas de tipo C1r/C1s, denominadas serina-proteasas asociadas a MBL (MASPs). Hasta la fecha, se han
descrito tres MASPs. En primer lugar, se identificd una sola enzma “MASP” y se caracterizd como la enzima
responsable de la iniciacidon de la cascada del complemento (es dedir, la escision de C2 y C4) (Ji, Y.H,, et al., J.
Immunol. 150:571-578, 1993). Mas tarde, resulté que MASP es de hecho una mezcla de dos proteasas: MASP-1 y
MASP-2 (Thiel, S., et al., Nature 386:506-510, 1997). Sin embargo, se demostré que el complejo MBL-
MASP-2 es suficiente por si solo para activacion del complemento (Vorup-Jensen, T., et al., J. Immunol.
165:2093-2100, 2000). Adicionalmente, sélo MASP-2 escindia C2 y C4 a tasas altas (Ambrus, G., et al., J.
Immunol. 170:1374-1382, 2003). Por tanto, MASP-2 es la proteasa responsable de la activacion de C4 y C2
para generar la convertasa C3, C4b2a. Esta es una diferencia importante del complejo C1, en el que la
accién coordinada de dos serina-proteasas especificas (C1r y C1s) conduce a la activacién del sistema del
complemento. Recientemente, ha sido aislada una tercera proteasa nueva, MASP-3 (Dahl, MR, et al,
Immunity 15:127- 35, 2001). MASP-1 y MASP-3 son productos del mismo gen remodelados altemativamente
(Stover et al., Genes and Immunity 4: 374-384 (2003). Las funciones bioldgicas de MASP-1 y MASP-3 no estan
definidas aun.

Las MASPs comparten organizaciones de dominios idénticas con las de C1ry C1s, los componentes enzimaticos del
complejo C1 (Sim, R.B., et al., Biochem. Soc. Trans. 28:545, 2000). Estos dominios incluyen un dominio N-terminal
C1r/C1s/erizo de mar/proteina morfogénica 6sea (CUB), un dominio de tipo factor de crecimiento epidémico, un
segundo dominio CUB, un tdndem de dominios de proteinas de control del complemento, y un dominio de serina-
proteasa. Como en las proteasas C1, la activacion de MASP-2 ocurre por esdsion de un enlace Arg-lle adyacente al
dominio de serina-proteasa, que divide la enzima en cadenas Ay B enlazadas por disulfuro, estando constituidas las
ultimas por el dominio de serina-proteasa. Recientemente, se ha descrito una deficiencia de MASP-2 determinada
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genéticamente (Stengaard-Pedersen, K., et al., New Eng. J. Med. 349:554-560, 2003). La mutaciéon de un solo
nucledtido conduce a un intercambio Asp-Gly en el dominio CUB1 y hace que MASP-2 sea incapazde fijarse a MBL.

MBL esta asociada también con una proteina no enzimatica a la que se hace referencia como proteina de 19 kDa
asociada a MBL (MAp19) (Stover, C.M., J. Immunol. 162:3481-90, 1999) o proteina pequefia asociada a MBL
(sMAP) (Takahashi, M., et al., Int. Immunol. 11:859- 863, 1999). MAp19 se forma por remodelacion alternativa del
producto del gen MASP2 y comprende los dos primeros dominios de MASP-2, seguidos por una secuencia extra de
cuatro aminoacidos singulares. La funcion bioldgica de MAp-19 se desconoce. Los genes MASP 1 y MASP2 estan
localizados en los cromosomas 3 y 1, respectivamente (Schwaeble, W., et al., Inmunobiology 205:455-466, 2002).

Varias lineas de evidencia sugieren que existen diferentes complejos MBL-MASPs y que una gran fraccion de las
MASPs totales no estd complejada con MBL (Thiel, S., et al., J. Immunol. 165:878-887, 2000). Tanto la ficolina H
como la ficolina L estan asociadas con MASP y activan la via del complemento de lectina, como lo hace MBL (Dahl,
MR., et al., Immunity 15:127-35, 2001; Matsushita, M., et al., J. Immunol. 168:3502-3506, 2002). Ambas vias de
lectina y clasica forman una convertasa C3 comun (C4b2a) ylas dos vias convergen en este paso.

Se cree generalmente que la via de lectina desempefia un papel importante en la defensa del hospedador contra la
infeccion. Una evidencia fuerte de la implicacién de MBL en la defensa del hospedador proviene del analisis de
pacientes con niveles reducidos de MBL funcional en suero (Kilpatrick, D.C., Biochim. Biophys. Acta 1572:401413,
2002). Tales pacientes exhiben susceptibilidad a infecciones bacterianas y fingicas recurrentes. Estos sintomas son
evidentes usualmente al principio de su vida, durante una ventana aparente de wulnerabilidad a medida que
disminuye el titulo de anticuerpos derivados por via matema, pero antes que se desarrolle un repertorio pleno de
respuestas de anticuerpos. Este sindrome es a menudo resultado de mutaciones en varios sitios en la porcién de
colageno de la MBL, que interfieren con la formacién apropiada de oligbmeros de MBL. Sin embargo, dado que MBL
puede funcionar como una opsonina independiente del complemento, se desconoce en qué proporcion la
susceptibilidad incrementada a la infeccion es debida a activacion deteriorada del complemento.

Aunque existen abundantes pruebas que implican ambas vias clasica y altemativa del complemento en la
patogénesis de enfermedades humanas no infecciosas, el papel de la via de lectina esta precisamente comenzando
a ser evaluado. Estudios recientes proporcionan evidencia de que la activacion de la via de lectina puede ser
responsable de la activacion del complemento y la inflamacién afin en la lesidn isquemia/reperfusion. Collard et al.
(2000) informaron que las células endoteliales cultivadas sometidas a estrés oxidante fijan MBL y exhiben deposicion
de C3 después de exposiciéon a suero humano (Collard, C.D., et al., Am. J. Pathol. 156: 1549-1556, 2000).
Adicionalmente, el tratamiento de sueros humanos con anticuempos monoclonales anti-MBL bloqueantes inhibia la
fijacion de MBL y la activacion del complemento. Estos descubrimientos se extendieron a un modelo de rata de
isquemia de miocardio-reperfusion en el cual las ratas tratadas con un anticuerpo bloqueante dirigido contra MBL de
rata exhibian significativamente menos deterioro del miocardio después de oclusién de una arteria coronaria que las
ratas tratadas con un anticuerpo de control (Jordan, J.E., et al., Circulation 104:1413-1418, 2001). EI mecanismo
molecular de la fijacién de MBL al endotelio vascular después de estrés oxidante no esta claro; un estudio reciente
sugiere que la activacion de la via de lectina después de estrés oxidante puede estarmediada por la fijacion de MBL
a citoqueratinas endoteliales vasculares, y no a glicoconjugados (Collard, C.D., et al., Am. J. Pathol. 159:1045-
1054, 2001). Otros estudios han implicado las vias clasica y alternativa en la patogénesis de la lesién
isquemia/reperfusion y el papel de la via de lectina en esta enfermedad sigue siendo objeto de controversia
(Riedemann, N.C., et al., Am. J. Pathol. 162:363-367, 2003).

En contraste con las vias dasica y de lectina, no se ha encontrado iniciador alguno de la via altemativa que cumpla
las funciones de reconocimiento que desempefian C1q y las lectinas en las otras dos vias. Actualmente esta
aceptado en general que la via alternativa esta activada espontaneamente por superficies extrafias u otras
superficies anomales (bacterias, levaduras, células infectadas viralmente, o tejido deteriorado). Existen cuatro
proteinas plasmaticas implicadas directamente en la via alternativa: C3, los factores B y D, y properdina. La
generacion proteolitica de C3b a partir de C3 nativa es necesaria para el funcionamiento de la via alternativa. Dado
que la convertasa C3 de la via alternativa (C3bBb) contiene C3b como subunidad esencial, la cuestidn concerniente
al origen de la primera C3b por la via alternativa ha sido un problema desconcertante y ha estimulado considerables
investigaciones.

C3 pertenece a una familia de proteinas (junto con C4 y a-2-macroglobulina) que contienen una modificacién rara
posterior a la traduccién, conocida como un enlace tioéster. El grupo tioéster esta compuesto de una glutamina cuyo
grupo carbonilo terminal esta u/nido al grupo sulthidrilo de una cisteina situada a una distancia de tres aminoacidos.
Este enlace es inestable y el grupo electréfilo carbonilo de la glutamina puede formar un enlace covalente con otras
moléculas por la via de grupos hidroxilo o amino. El enlace tioéster es razonablemente estable cuando esta
secuestrado dentro de una bolsa hidréfoba de C3 intacta. Sin embargo, la escisidon proteolitica de C3 a C3a yC3b da
como resultado la exposicidon del enlace tioéster altamente reactivo en C3b y por este mecanismo C3b se une
covalentemente a una diana. Ademas de su bien documentado papel en la uniéon covalente de C3b alas dianas del
complemento, se cree también que el tioéster de C3 tiene un papel central en la activacion de la via alternativa.
Conforme a la generalmente aceptada “teoria de la marcha en vacio” la via alternativa es iniciado por la generacion
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de una convertasa en fase fluida, C3bBb, que se foma a partir de C3 con tioéster hidrolizado (C3b; C3H20) y factor
B (Lachmann, P.J., et al., Springer Semin. Immunopathol. 7:143-162, 1984). La iC3 de tipo C3b se genera a partir
de C3 nativa por una hidrolisis espontanea lenta del tioéster interno en la proteina (Pangbum, MK., et al., J. Exp.
Med. 154:856-867, 1981). Por la actividad de la convertasa C3bBb, se depositan moléculas C3b en la superficie de
la diana, iniciando con ello la via alternativa.

Se conoce muy poco acerca de los iniciadores de activacion de la via alternativa. Se cree que los activadores
incluyen paredes de células de levadura (zZimosan), muchos polisacaridos puros, eritrocitos de conejo, ciertas
inmunoglobulinas, virus, hongos, bacterias, células tumorales animales, parasitos, y células deterioradas. La Unica
caracteristica comun a estos activadores es la presencia de carbohidrato, pero la complejidad y diversidad de las
estructuras de carbohidrato ha hecho dificil establecer los detemminantes moleculares compartidos, que estan
reconocidos.

La via alternativa puede proporcionar también un bucle de amplificacidén potente para la convertasa C3 de las vias
lectina/clasica (C4b2b) dado que cualquier C3b generada puede participar con factor B en la formacién de
convertasa C3 adicional de la via alternativa (C3bBb). La convertasa C3 de la via alternativa es estabilizada por la
fijacion de properdina. La properdina prolonga la semivida de la convertasa C3 de la via alternativa de 6 a 10 veces.
La adicion de C3b a la convertasa C3 conduce a la formacién de la convertasa C5 de la via alternativa.

Se ha pensado que las tres vias (es dedir, las vias clasica, de lectina y alternativa) convergen en C5, que se escinde
para foormar productos con efectos proinflamatorios multiples. La via de convergencia ha sido denominada como la
via terminal del complemento. C5a es la anafilatoxina mas potente, induciendo alteraciones en la musculatura lisa y
el tono vascular, asi como la pemeabilidad vascular. Es también una quimiotaxina y activadora potente tanto de
neutréfilos como de monocitos. La activacion celular mediada por C5a puede amplificar significativamente las
respuestas inflamatorias por induccién de la liberacion de mediadores de inflamacion multiples adicionales, que
incluyen citocinas, enzimas hidroliticas, metabolitos de acido araquidénico y especies de oxigeno reactivas. La
escsion de C5 conduce a la fomacion de C5b-9, conocido también como complejo de ataque de la membrana
(MAC). Existen ahora pruebas solidas de que la deposicion sublitica de MAC puede jugar un papel importante en la
inflamacion ademas de su papel como complejo litico formador de poros.

El documento publicado por Takahashi M et al (2002), Intemational Immunophamacology, vol.2 no.9, pagina
1220, & XIX International Complement Workshop; Palemo, Italia, septiembre 22-26, 2002, describe ratones
empobrecidos en MASP-1.

El documento publicado por Casanova J-L et al (2004), Journal of Experimental Medicine, vol.199 pp.1295-1299
describe ratones MBL-A/MBL-B desactivados genéticamente.

El documento WO 0206460 describe péptidos de MASP-2 y usos de los mismos.

Los autores de la invencidn han creado ahora un organismo desactivado con una desorganizacion deliberada del
gen MASP-2, y que es deficiente en la via del complemento de lectina. Tales organismos son Utiles como modelo
para estudiar el papel de la deficiencia en la via de lectina en la salud y la enfermedad. Los organismos son
potencialmente utiles como modelos experimentales para trastomos tales como lesidén de reperfusion, infarto de
miocardio, derrame cerebral, y trasplante. Los organismos pueden ser utiles también para la produccién de
anticuerpos contra MASP-2 humana para uso como herramienta terapéutica. Los inventores han producido también
organismos que son deficientes en producciéon de MAp 19.

Conforme a lo anterior, se describe en esta memoria un mamifero no humano modificado genéticamente o una
célula de mamifero no humana modificada genéticamente caracterizado(a) por que no comprende una secuencia de
acido nucleico que codifique por si misma un polipéptido MASP-2 enddgeno. Se describe también un ratén
modificado genéticamente o transgénico en el que las zonas geminales contienen un gen MASP-2 desorganizado.
Se describe ademas un ratdn transgénico modificado genéticamente o la progenie del mismo, en donde las células
somaticas ygerminales estan exentas de MASP-2 enddgeno.

En una forma, el mamifero o célula no humano modificado(a) genéticamente no comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica porsi misma un polipéptido MASP-2.

En su sentido mas amplio, la invencion es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente invencion proporciona un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente, caracterizado por que
el gen que codifica el polipéptido MASP-2 endégeno y o el gen que codifica el polipéptido MAp 19 endbgeno
estalestan ausente(s) o parcialmente ausente(s) o desorganizado(s) de tal modo que no se produce el polipéptido
MASP-2 endégeno de roedor y/o MAp19 enddgeno de roedor.

En esta memoria, endégeno se define como auténtico, nativo, no extrafio y no modificado por ingenieria genética tal
como direccionamiento de genes o introduccién de genes.
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Mam iferos o células no humanos modificados genéticamente pueden obtenerse por delecién deliberada de todas o
esencialmente todas las secuencias endoégenas del gen MASP-2. La delecidon puede ser de todos los genes
endogenos MASP-2 y las secuendcias intercaladas (eliminacion completa o delecion limpia de exones/intrones) o
esencialmente todas las secuencias endégenas de MASP-2 por delecion de una parte extensa de la secuencia del
gen MASP-2 enddgena de tal modo que se impide la expresion del gen MASP-2. La delecién deliberada puede
realizarse por un proceso de recombinacién homdloga, o por un proceso de recombinacidn-escision, por ejemplo por
recombinacién Cre-loxP. Asi, se describen también un mamifero no humano modificado genéticamente o
transgénico como se describe en esta memoria o una célula de mamifero no humano modificada genéticamente o
transgénica, preferiblemente una célula del tallo embrionario como se describe en esta memoria, que puede
obtenerse por un método de recombinacion homadloga.

El sistema de recombinacion CredoxP se describe en Zou et al (Science, 1993; 262, 1271-1274). Este describe un
sistema que opera en células de mamifero y ha sido utilizado para experimentos de direccionamiento de genes en el
ratén a fin de generar deleciones “limpias” de genes diana en la linea geminal, y para desactivar genes de una
manera condicional (basada en expresion regulada de la recombinasa Cre).

Cre es una proteina recombinasa de 38 kDa del bacteriofago P1 quien media la recombinacién intramolecular
(causante de escisidn o de inversion) e intermolecular (integradora) de accion especifica entre sitios loxP; para una
revision del sistema se remite a Sauer en Methods of Enzymology; 1993, Vol. 225, 890-900. Un sitio loxP (el
locus del entrecruzamiento) esta constituido por dos repeticiones invertidas de 13 pb separadas por una region
espaciadora asimétrica de 8 pb. Unamolécula Cre se fija por repeticiéon invertida, o dos moléculas Cre se alinean en
un sitio loxP. La recombinacion ocurre en la region espaciadora asimétrica. Las 8 bases citadas son responsables
también de la direccionalidad del sitio. Dos secuencias loxP en orientacidon opuesta una respecto a otra invierten la
pieza intermedia de DNA, y dos sitios en orientacion directa dictan la escision del DNAintermedio entre ambos sitios,
dejando atras un sitio loxP. Esta eliminacion precisa del DNA puede utilizarse también para eliminar genes (delecion
de genes) o para activar genes. El sistema Cre-loxP puede utilizarse también para introducir genes (introduccion de
genes). Un gen flanqueado por dos sitios loxP en orientacién directa se conoce como un “gen floxado”).

Zou et al (Current Biology 1994; 4: (12) 1099 - 2003) describen el uso del sistema Cre-loxP en células del
tallo embrionario de raton para reemplazar el gen de raton Cg1, que codifica la region constante de la cadena
pesada de los anticuerpos IgG1, con el gen humano Cg1 correspondiente. Se generé un constructo de
direccionamiento en el cual un sitio loxP estaba clonado en el exremo 3’ de la secuencia del gen diana (en
este caso el Cg1 de ratédn) y, en una posicion 5’ del gen diana, se realiz6 una insercidon de (desde 5 a 3‘) un
gen mutante de interés (en este caso Cg1 humano), un sitio loxP, un marcador de seleccién negativo (HSV-tk)
y un marcador de seleccion positivo (neoR). En el constructo, los sitios loxP estaban en orientacion directa. El
constructo de direccionamiento se introdujo por transfeccion en células ES, y se seleccionaron transformantes
en G418 por resistencia a neomicina. Se introdujo un constructo Cre en las células transformadas para
conseguir expresion transitoria de Cre. La recombinacion, es decir la escision de la secuencia entre los dos
sitios loxP (HSV-tk codificante, neo® y el Cg1 de ratén del gen diana endégeno), ocurria Unicamente en las
células que expresaban recombinasa Cre. La secuencia Cg1 humana estaba situada fuera de los sitios loxP y
se mantenia por tanto insertada dentro del genoma de ratén. Se utilizd seleccidon negativa empleando Aciclovir
o Ganciclovir a fin de identificar aquellas células en las cuales habia tenido lugar la delecién, dado que
Unicamente las células que no expresan HSV-tk, es decir aquéllas en las cuales se ha delecionado también el
gen Cg1 enddgeno de ratdn, eran capaces de sobrevivir en tales medios.

Por ello, Zou et al (1994) utilizaron el sistema Cre-loxP para introducir un gen Cg1 humano y delecionaron
luego un gen de la region constante de la cadena pesada de Ig enddgena simple, Cg1. Los exones que
codificaban las porciones transmembranal y citoplasmica del Cg1 de ratéon IgH no se reemplazaron por
secuencias humanas, y éstas se retuvieron a fin de minimizar el riesgo de perturbacion de la expresion de la
membrana y sefalizacion de la IgG1 humanizada en el ratdn. El gen Cg1 humano introducido se transmitié a lo
largo de la linea germinal del ratén, y los ratones mutantes resultantes se cruzaron con ratones que
expresaban cadenas ligeras kappa con una region constante humana en lugar de una de raton. Los ratones
homocigoticos para ambas inserciones producen anticuerpos IgG1 que llevan cadena capa humanizada.

En métodos de recombinacién de accidon especifica para delecidon deliberada, se escinde una regiéon de
secuencia de 4cido nucleico flanqueada por dos secuencias de recombinacidon de accién especifica; la region
escindida puede reemplazarse con secuencias exégenas; por ejemplo, marcadores seleccionables a fin de
identificar recombinantes, o genes de reemplazamiento.

Un mamifero o célula no humano(a) de la invenciéon modificado genéticamente puede comprender uno o mas
marcadores seleccionables integrado(s) en el genoma.

El marcador seleccionable es preferiblemente uno o mas de: un gen de resistencia a neomicina; un gen de
resistencia a puromicina; un gen de higromicina o un gen de timidina-quinasa del virus herpes simplex. Pueden
utilizarse dos 0 méas marcadores seleccionables.
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Se describen también, por tanto, un mamifero no humano o una célula de mamifero no humano,
preferiblemente una célula de roedor, mas preferiblemente una célula de ratén, muy preferiblemente una célula
del tallo embrionario de raton, exenta del péptido MASP-2 endégeno y que comprende uno 0 mas genes que
codifican un marcador seleccionable.

Un mamifero no humano modificado genéticamente como se describe puede ser roedor, murino, ovino,
porcino, equino, canino, felino o analogos, pero preferiblemente es un roedor, mas preferente murino, y muy
preferiblemente un ratéon. Una célula de mamifero no humana modificada genéticamente como se describe
puede ser una célula del tallo embrionario o un oocito; y es preferiblemente una célula de roedor, murino,
ovino, porcino, equino, canino o felino, o analoga, preferiblemente una célula de roedor, mas preferiblemente
una célula murina, muy preferiblemente una célula de raton. Los ratones son particularmente preferidos dado
que son faciles de manipular y criar.

Se describe en esta memoria un ratdn en el cual el gen MASP-2 enddgeno esta ausente, o parcialmente
ausente en tal proporcion que el gen no es funcional. Por parcialmente ausente se entiende que la secuencia
del gen MASP-2 enddgena ha sido delecionada o desorganizada en tal grado que no se codifica cantidad
alguna del producto del gen MASP-2 endoégeno funcional en el locus MASP-2, es decir que no podria
expresarse cantidad alguna del producto del gen MASP-2 enddgeno funcional a partir del locus.

Se describe adicionalmente una célula del tallo embrionario (ES) de mamifero no humano caracterizada por
que el gen MASP-2 enddgeno esta ausente o parcialmente ausente.

El mamifero no humano modificado genéticamente, preferiblemente un roedor, mas preferiblemente un ratén,
puede reproducirse con un mamifero no humano compatible que es capaz de expresar uno o mas genes
MASP-2 funcionalmente activos, preferiblemente uno o mas genes MASP-2 humanos funcionalmente activos,
v.g. un ratdbn mutante por delecidon puede reproducirse con un ratdn capaz de expresar uno 0 mas genes
MASP-2 humanos funcionalmente activos. La progenie heterocigética (F1) de este cruce puede someterse a
entrecruzamiento a fin de producir progenie heterocigoética y homocigética (F2) de un mamifero no humano,
preferiblemente un ratén, que no es capaz de expresar el gen MASP-2 enddgeno y en lugar de ello es capaz
de expresar so6lo un gen MASP-2 extrafio, preferiblemente humano.

Se describe también un mamifero no humano modificado genéticamente derivado de un mamifero no humano
modificado genéticamente como se describe en esta memoria, o de una célula no humana modificada
genéticamente como se describe en esta memoria, y proporciona una célula no humana modificada
genéticamente derivada de un mamifero no humano modificado genéticamente como se describe en esta
memoria.

Se describe también un método para producir una célula no humana modificada genéticamente que
comprende: transfectar una célula no humana con un constructo de direccionamiento para integracién en lugar
del gen MASP-2 enddgeno, comprendiendo dicho constructo de direccionamiento una secuencia de
recombinacién de direccionamiento y un marcador seleccionable; y seleccionar una célula en la cual esta
presente el marcador seleccionable.

Se prefiere que la célula no humana modificada genéticamente sea una célula del tallo embrionario o un oocito.
La célula no humana modificada genéticamente puede ser una célula de roedor, mas preferiblemente una
célula de raton.

Puede utilizarse cualquier vector de clonacion adecuado para generar el constructo de direccionamiento,
describiéndose estrategias de clonacion por Sambrook, Fritsch and Maniatis in Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Deseablemente, el constructo de direccionamiento puede
llevar uno o mas genes marcadores; marcadores adecuados son conocidos, siendo especialmente adecuados
aquéllos que pemiten seleccion positiva. Es particulammente interesante el uso del gen para neomicin-
fosfotransferasa (“neo”), que confiere resistencia a G418, siendo adecuado también el gen de resistencia a
puromicina (“puro”) o el gen de resistencia a higromicina; se prefieren los genes de resistencia a neomicina y/o
puromicina.

En el constructo de direccionamiento, aguas arriba y/o aguas abajo del gen diana, puede existir un gen que
proporciona identificacion de si se ha producido un cruzamiento doble homdlogo (seleccion negativa). El gen
de timidina-quinasa del virus del herpes simplex (HSV-tk) puede utilizarse como marcador de seleccion
negativa, dado que las células que producen timidina-quinasa pueden ser destruidas por Aciclovir o
Ganciclovir.

Una vez que se ha preparado un constructo de direccionamiento y se han eliminado cualesquiera secuencias
indeseables, el constructo puede introducirse en la célula diana, por ejemplo una célula ES o un oocito. Puede
emplearse cualquier técnica conveniente para introducir el DNA en la célula diana. Para direccionamiento
convencional de genes (usualmente constructos de hasta 20 kb), el DNA se introduce en la mayor parte de los
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casos por electroporacion (véase Zou et al., Eur. J. Immunol., 25, 2154-62, 1995), mientras que para
modificaciones secundarias, tales como integracion mediada por Cre-loxP, puede utilizarse electroporacion
para la integracién de constructos mas pequefos y otros métodos tales como lipofeccién y fusion esferoplasto
de levadura/célula para YACs (cromosomas artificiales de levadura) y transferencia de DNA mediada por
fosfato de calcio para fragmentos de cromosomas o cromosomas artificiales de mamifero que podria permitir la
integracion de varios centenares de kb hasta el campo de Mb. Asi, la electroporacion es la técnica preferida
para introduccidon de pequefios fragmentos de DNA (hasta 50 kb) en la célula diana, siendo adecuados y
quizds ventajosos los otros métodos citados para la introduccion de secuencias de DNA mayores (>50 kb).

Después de la transformacion o transfeccién de las células diana, las mismas pueden seleccionarse por medio
de marcadores positivos y/o negativos. Como se ha indicado anteriormente, pueden utilizarse marcadores
positivos tales como genes de resistencia a neomicina y/o puromicina. Aquellas células que tienen el fenotipo
deseado pueden analizarse luego adicionalmente por analisis de restriccion, electroforesis, analisis por
transferencia Southern, PCR, o métodos analogos.

La PCR puede utilizarse también para detectar la presencia de recombinacion homdloga. Pueden utilizarse
iniciadores PCR que son complementarios para una secuencia dentro del constructo de direccionamiento, y
complementarios para una secuencia fuera del constructo y en el locus diana. Las moléculas de DNA se
obtienen en la reaccion PCR unicamente cuando ambos iniciadores son capaces de fijarse a las secuencias
complementarias, es decir sélo si ha tenido lugar recombinacion homéloga. La demostracién de los fragmentos
de tamafio esperado, verificada por secuenciacion, respalda la conclusion de que ha tenido lugar
recombinaciéon homologa.

Si bien la presencia del gen marcador en el genoma indica que ha tenido lugar integracion, es necesario
determinar si ha tenido lugar integracién homoéloga. Métodos para conseguir esto se conocen en la técnica,
tales como la utilizacion de anélisis de DNA por hibridacion mediante transferencia Southern a fin de establecer
la localizacion de la integracién. Por empleo de sondas tanto para la insercién como para las secuencias en las
regiones 5 y 3’ distantes de la regién flanqueante en la que podria ocurrir la integracion homologa, puede
demostrarse que se ha conseguido direccionamiento homdélogo. Una ventaja es que las sondas externas
adyacentes al DNA de direccionamiento y los sitios de restriccion de nueva introduccién, por ejemplo por un
gen marcador seleccionable, pueden utilizarse para identificacién de la desorganizacion deliberada.

Una célula del tallo embrionario como se describe en esta memoria, v.g. que puede obtenerse por el método
anterior, puede utilizarse para la producciéon de un mamifero no humano modificado genéticamente.

Los procesos arriba descritos pueden realizarse primeramente para desactivar el locus MASP-2 en una célula
del tallo embrionario, y las células pueden inyectarse luego en un blastocisto hospedador y desarrollarse en un
animal quimérico. Métodos adecuados se describen, por ejemplo, en Hogan et al, (Hogan, B., Beddington, R,
Costantini, F., and Lacy, E. (1994). Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbour Press NY). Se reproducen animales quiméricos para obtener hospedadores heterocigoéticos. Después, por
reproduccion de los hospedadores heterocigéticos, se puede obtener un hospedador homocigotico.

Se describe en esta memoria un método para producir un mamifero no humano modificado genéticamente,
caracterizado por que una célula del tallo embrionario como se describe en esta memoria se introduce en un
blastocisto hospedador y se desarrolla en un animal quimérico.

Esto puede lograrse por un método caracterizado por:

(a) introducir una célula del tallo embrionario de mamifero no humano como se describe en esta memoria en un
blastocisto de mamifero no humano compatible, y

(b) trasplantar el blastocisto obtenido en (a) en un en una madre adoptiva de mamifero no humano compatible para
obtener un mamifero no humano quimérico, y opcionalmente, someter a cribado respecto al marcador o marcadores
seleccionables, y/o para delecién de la totalidad o esencialmente la totalidad de las secuencias del gen MASP-2
enddgeno.

Un mamifero no humano quimérico producido por estos métodos puede reproducirse para obtener progenie
heterocigética. La progenie heterocigética puede someterse a cruzamiento para obtener progenie homocigotica.

Utilizando los métodos descritos en esta memoria se puede obtener un mamifero no humano modificado
genéticamente que no comprende una secuencia de acido nudeico que codifica por si misma cantidad alguna de
polipéptido MASP-2 enddgeno.

Se describe en esta memoria un método para produccion de un mamifero no humano modificado genéticamente
capaz de expresar uno 0 mas genes exogenos, caracterizado por reproducir un mamifero no humano modificado
genéticamente que no comprende una secuencia de acido nudeico que codifica por si misma cantidad alguna de
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polipéptido MASP-2 enddgeno, con un mamifero no humano compatible que codifica y es capaz de expresar uno o
mas genes exdgenos, a fin de obtener progenie heterocigdtica para el uno o mas genes exdégenos, y opcionalmente
someter a cruzamiento la progenie heterocigotica para producir progenie homocigética para los uno o mas genes
exogenos.

Un gen exdgeno es un gen que es extrafio, es decir no natural, al mamifero o célula no humano hospedador.

Asi pues, el método puede utilizarse para producir un mamifero no humano, que es preferiblemente un roedor, mas
preferiblemente un ratén, que es capaz de expresar uno o mas genes MASP-2 extrafios, preferiblemente humanos
por reproduccion del mamifero no humano modificado genéticamente como se define en esta memoria que es
incapaz de expresar genes MASP-2 funcionalmente activos (endégenos), con un mamifero no humano compatible,
precisamente un roedor, mas preferiblemente un ratédn, que es capaz de expresar uno o0 mas genes MASP-2
extrafios funcionalmente activos, preferiblemente humanos. Esto pemite el intercambio interespecies gen/locus para
producir progenie seleccionada (heterocigética u homocigoética) con uno mas genes exdégenos funcionalmente
activos, preferiblemente humanos de las caracteristicas deseadas en un fondo en el que los genes correspondientes
del mamifero no humano estan silenciados o eliminados. Un mamifero no humano de este tipo puede ser util en la
produccion de anticuerpos para el gen exdgeno, y la presente invencién proporciona adicionalmente un método para
la produccién de tales anticuerpos, ylos anticuerpos producidos en dicho método.

Como se utiliza esta memoria, el término “anticuerpo” abarca anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de los mismos
derivados de cualquier mamifero productor de anticuerpos (v.g., ratén, rata, conejo, y primate, con inclusién de
humano) que se fija especificamente a polipéptidos MASP-2 o porciones de los mismos. Anticuerpos ilustrativos
incluyen anticuempos policlonales, monoclonales y recombinantes, anticuerpos multiespecificos (v.g., anticuerpos
biespecificos), anticuerpos humanizados, anticuerpos murinos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos ratén-humano,
ratén-primate, anticuerpos monoclonales humanos, y anticuerpos anti-idiotipo, y pueden ser una molécula intacta o
un fragmento de la misma.

Como se utiliza en esta memoria, el ttmino “fragmentos de anticuerpo” se refiere a una porcion derivada de o afin a
un anticuerpo anti-MASP-2 de longitud total, que induye generalmente la regién de fijacion de antigeno o la regién
variable del mismo. Ejemplos ilustrativos de fragmentos de anticuempo incduyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab)2,
F(ab’)2, y Fv, fragmentos scFv, diacuerpos, anticuemos lineales, moléculas de anticuempo monocatenarias y
anticuempos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Como se utilizan esta memoria, los fragmentos de anticuerpo “Fv monocatenario” o “scFv’ comprenden los dominios
VH y VL de un anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una sola cadena de polipéptido. Por regla
general, el polipéptido Fv comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL, lo que pemite
que el scFvforme la estructura deseada para fijacion del antigeno.

Como se utiliza en esta memoria, un “anticuerpo quimérico” es una proteina recombinante que contiene los dominios
variables y las regiones determinantes de la complementariedad derivadas de un anticuerpo de especie no humana
(v.g., roedor), mientras que el resto de la molécula de anticuerpo se deriva de un anticuerpo humano.

Como se utiliza en esta memoria, un “anticuerpo humanizado” es un anticuerpo quimérico que comprende una
secuendia minima que se ajusta a las regiones especificas determinantes de la complementariedad derivadas de
una inmunoglobulina no humana que se trasplanta a un entramado de anticuerpo humano. Los anticuemos
humanizados son tipicamente proteinas recombinantes en las cuales Unicamente las regiones detemrminantes de la
complementariedad del anticuerpo son de origen no humano.

Anticuerpos policlonales contra MASP-2 pueden prepararse por inmunizacién de un animal con el polipéptido MASP-
2 o una porcién inmundgena del mismo utilizando métodos bien conocidos por quienes poseen experiencia ordinaria
en la técnica. Véase, por ejemplo, Green et al., "Production of Polyclonal Antisera," en Immunochemical
Protocols (Manson, ed.), pagina 105. La inmunogenicidad de un polipéptido MASP-2 puede aumentarse por el
uso de un adyuvante, con inclusidon de geles minerales, tales como hidroxido de aluminio o adyuvante de
Freund (completo o incompleto), sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles Pluronic, polianiones,
emulsiones de aceite, hemocianina de lapa bocallave y dinitrofenol. Los anticuerpos policlonales se generan
tipicamente en animales tales como caballos, vacas, perros, pollos, ratas, ratones, conejos, cobayos, cabras, u
ovejas. Alternativamente, un anticuerpo anti-MASP-2 til en la presente invencidn puede derivarse también de
un primate subhumano. Técnicas generales para anticuerpos diagndstica y terapéuticamente utiles en
babuinos pueden encontrarse, por ejemplo, en Goldenberg et al., Publicacion de Patente Internacional No. WO
91/11465, y en Losman et al., Int. J. Cancer 46:310, 1990. Sueros que contienen anticuerpos inmunolégicamente
activos se producen luego a partir de la sangre de tales animales inmunizados utilizando procedimientos estandar
bien conocidos en la técnica.

En algunos casos, el anticuerpo MASP-2 puede ser un anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos monoclonales anti-
MASP-2 son altamente especificos, estando dirigidos contra un solo epitopo de MASP-2. Como se utiliza en esta
memoria, el modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuempo que se obtiene a partir de una poblacion
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sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que requiere la produccion del anticuerpo por
cualquier método particular. Los anticuerpos monodonales pueden obtenerse utilizando cualquier técnica que
pemita la produccion de moléculas de anticuerpo por linajes de células continuas en cultivo, tal como el método del
hibridoma descrito por Kohler et al., Nature 256:495, 1975, o pueden producirse por métodos de DNA recombinante
(véase, vg., la Patente U.S. No. 4.816.567). Pueden aislarse también anticuerpos monoclonales a partir de
bibliotecas de anticuerpos de fago utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature 352:624-628, 1991,
y Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991. Tales anticuempos pueden ser de cualquier clase de
inmunoglobulina, con inclusion de IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas.

Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales por inyeccion de un mamifero adecuado (v.g., un raton
BALB/c) con una composicion que comprende un polipéptido MASP-2 o porcion del mismo. Después de un periodo
de tiempo predeteminado, se separan los esplenocitos del ratdon y se suspenden en un medio de cultivo de células.
Los esplenocitos se fusionan luego con un linaje de células inmortales para formar un hibridoma. Los hibridomas
formados se dejan crecer en cultivo de células y se someten a cribado respecto a su capacidad para producir un
anticuerpo monoclonal contra MASP-2.

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales humanos por el uso de ratones transgénicos que se han modificado
por ingenieria para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a enfrentamiento antigénico. En esta
técnica, elementos del locus de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina humana se introducen en
variedades de ratones derivadas de linajes de células del tallo embrionario que contienen desorganizaciones
deliberadas de los loci de cadena pesada y cadena ligera de inmunoglobulina endégenos. Los ratones transgénicos
pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos, tales como los antigenos MASP-2
descritos en esta memoria, y los ratones pueden utilizarse para producir hibridomas que secretan anticuemos
humanos MASP-2 por fusion de células B de tales animales con linajes de células de mieloma adecuadas utilizando
tecnologia convencional de Kohler-Milstein. Ratones transgénicos con un genoma de inmunoglobulinas humanas
estan disponibles comercialmente (e.g., de Abgenix, Inc., Fremont, CA, y Medarex, Inc., Annandale, N.J.).
Métodos para obtencion de anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos se describen, por ejemplo, por
Green et al.,, Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg et al., Nature 368:856, 1994;y Taylor et al., Int. Immun. 6:579,
1994.

Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse y purificarse a partir de cultivos de hibridoma por una diversidad de
técnicas bien establecidas. Tales técnicas de aislamiento induyen cromatografia de afinidad con proteina A
Sepharose, cromatografia de exclusion de tamafios, y cromatografia de intercambio i6nico (véase, por ejemplo,
Coligan en las paginas 2.7.1-2.7.12 y las paginas 2.9.1-2.9.3; Baines et al., “Purification of Immunoglobulin G
(IgG),” en Methods in Molecular Biology, vol. 10, paginas 79-104 (The Humana Press, Inc., 1992).

Anticuerpos monoclonales utiles en el método de esta invencién incluyen anticuempos quiméricos en los cuales una
porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homodloga a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase particular de anticuerpos, mientras que
el resto de la o las cadenas es idéntico u homdlogo a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra
especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de tales anticuerpos (Patente
U.S. No. 4,816,567 y Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci.,, USA 81:6851-6855, 1984). Una forma de un
anticuerpo quimérico Util en el método es un anticuerpo humanizado monocdonal anti-MASP-2. Formas humanizadas
de anticuempos no humanos (v.g., murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima
derivada de inmunoglobulina no humana. Anticuerpos monoclonales humanizados se producen por transferencia de
las regiones detemminantes de la complementariedad (CDR) no humanas (verbigracia, de ratén), de las cadenas
variables pesada y ligera de la inmunoglobulina de ratén a un dominio variable humano. Tipicamente, los residuos
de anticuerpos humanos se sustituyen luego en las regiones de entramado de las contrapartidas no humanas.
Adicionalmente, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo
receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para refinar adicionalmente la eficiencia del
anticuemo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de al menos uno, y
tipicamente dos dominios variables, en los cuales la totalidad o sustancialmente la totalidad de los budes
hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana, y la totalidad o sustancialmente la totalidad
de las regiones de entramado Fv son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
comprendera también opcionalmente al menos una porcidon de una region constante de inmunoglobulina (Fc),
tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véanse Jones et al., Nature 321:522-

525, 1986; Reichman et al., Nature 332:323-329, 1988, y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596, 1992.

Técnicas para produccién de anticuerpos monoclonales humanizados se describen también, por ejemplo, por
Jones et al., Nature 321:522, 1986; Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285, 1992; Sandhu, Crit. Rev.
Biotech. 12437, 1992; Singer et al.,, J. Immun. 150:2844, 1993; Sudhir (ed.), Antibody Engineering Protocols
(Humana Press, Inc.,, 1995); Kelley, "Engineering Therapeutic Antibodies,” en Protein Engineering:
Principles and Practice, Cleland et al. (eds.), paginas 399-434 (John Wiley & Sons, Inc., 1996); y por Queen et
al., Patente U.S. No. 5,693,762 (1997). Adicionalmente, existen entidades comerciales que sintetizaran
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anticuerpos humanizados a partir de regiones especificas de anticuerpo murino, tales como Protein Design
Labs (Mountain View, CA).

La presente descripcion se extiende adicionalmente no s6lo a moléculas de inmunoglobulina intactas sino también a
los fragmentos bien conocidos que incduyen Fab, Fab’, F(ab)2, F(ab’)2 y Fv, fragmentos scFv, diacuerpos,
anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos monocatenarios y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpo. Es bien conocido en la técnica que sélo una pequefia porcién de una molécula de
anticuerpo, el paratope, esta implicada en la fijacién del anticuerpo a su epitopo (véase, v.g., Clark, W.R. (1986)
The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley & Sons, Inc., NY). Las regiones pFc’ y Fc del
anticuemo son efectores de la via clasica del complemento, pero no estan implicadas en la fijacion de antigeno. Un
anticuerpo del que se ha escindido enzimaticamente la region pFc’, o que se ha producido sin la regiéon pFc’, se
conoce como un fragmento F(ab’)2 y retiene los dos sitios de fijacion de antigeno de un anticuerpo intacto. Un
fragmento F(ab’)2 aislado se conoce como un fragmento monodonal bivalente debido a sus dos sitios de fijacion de
antigeno. Andlogamente, un fragmento del que se ha escindido enzimaticamente la regién Fc, o que se ha producido
sin la regién Fc, se designa como fragmento Fab, y retiene uno de los sitios de fijacion de antigeno de una molécula
de anticuerpo intacta.

Fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse por hidrélisis proteolitica, tal como por digestion con pepsina o
papaina de anticuerpos enteros por métodos convencionales. Por ejemplo, pueden producirse fragmentos de
anticuerpo por escisién enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S designado

F(ab’)2. Este fragmento puede escindirse ulteriormente utilizando un agente reductor de tiol para producir
fragmentos monovalentes 3.5 S Fab’. Opcionalmente, la reaccion de escisién puede realizarse utilizando un
grupo bloqueante de los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de los enlaces disulfuro. Como
alternativa, una escision enzimatica utilizando pepsina produce directamente dos fragmentos monovalentes
Fab y un fragmento Fc. Estos métodos se describen, por ejemplo, por Goldenberg, Patente U.S. No.
4,331,647; Nisonoff et al., Arch. Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J. 73:119, 1959; Edelman et
al., en Methods in Enzymology, 1:422 (Academic Press 1967); y por Coligan en las paginas 2.8.1 - 2.8.10 y2.10. -
2.104.

En algunos casos, se prefiere el uso de fragmentos de anticuerpo que carecen de la region Fc para evitar la
activacion de la via clasica del complemento que se inicia después de fijacion de Fc al receptoryFE&Existen
varios métodos por los cuales puede producirse un MAb que evita las interacciones con el receptor Fcy. Por
ejemplo, la region Fc de un anticuerpo monoclonal puede eliminarse quimicamente utilizando digestion parcial
por enzimas proteoliticas (tal como digestion con ficina), generando con ello, por ejemplo, fragmentos de
anticuerpo de fijacion de antigeno tales como fragmentos Fab o F(ab)2 (Mariani, M et al., Mol. Immunol. 28:69-
71, 1991). Alternativamente, el isotipo de IgG humana v4, que no se fija a los receptores Fcy, puede utilizarse
durante la construccion de un anticuerpo humanizado como se describe en esta memoria. Los anticuerpos,
anticuerpos monocatenarios y dominios de fijacion de antigeno que carecen del dominio Fc pueden
modificarse también poringenieria genética utilizando técnicas recombinantes descritas en esta memoria.

Alternativamente, pueden crearse moléculas simples de fijacién de cadena peptidica especificas para MASP-2
en las cuales las regiones Fv de las cadenas pesada y ligera estan conectadas. Los fragmentos Fv pueden
estar conectados por un enlazador peptidico para formar una proteina fijadora de antigeno monocatenaria
(scFv). Estas proteinas monocatenarias fijadoras de antigeno se preparan por construccién de un gen
estructural que comprende secuencias de DNA que codifican los dominios VH y VL que estan conectados por
un oligonucleétido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que se introduce subsiguientemente
en una célula hospedadora, tal como E. Coli. Las células hospedadoras recombinantes sintetizan una cadena
de polipéptido simple con un péptido enlazador que puentea los dos dominios V. Métodos para producir scFvs
se describen, por ejemplo, por Whitlow et al., "Methods: A Companion to Methods in Enzymology’ 2:97, 1991;
Bird et al., Science 242:423, 1988; Ladner et al., Patente U.S. No. 4,946,778; y Pack et al., Bio/Technology
11:1271; 1993.

Se proporciona un método para producir un mamifero o célula no humano(a) modificado(a) genéticamente capaz de
expresar uno o mas genes exdégenos, que comprende la introduccion de uno o mas genes exdgenos en una célula
de mamifero no humano como se describe en esta memoria que no comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica por si misma cantidad alguna de polipéptido MASP-2 enddgeno. Se prefiere que la célula de mamifero
no humano sea una célula del tallo embrionario o un oocito. Cuando la célula de mamifero no humano es una célula
ES, se prefiere que los uno o mas genes exdgenos se introduzcan por transfeccién. Cuando la célula de mamifero
no humano es un oocito (célula huevo) se prefiere que los uno o mas genes exdgenos se introduzcan por
microinyeccion de DNA. Preferiblemente, los uno o mas genes exdgenos se insertan en el genoma del mamifero o
célula no humano(a), y muy preferiblemente los uno o mas genes exdgenos se insertan en una secuencia de
recombinacion de accion especifica no endégena.
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Se describe también un mamifero o célula no humano(a) capaz de expresar uno o mas genes exdgenos, que puede
obtenerse por un método descrito en esta memoria y que proporciona el uso de un mamifero o célula no humano(a)
en la produccion de MASP-2 e xdgeno, preferiblemente MASP-2 humano.

Se describe también en esta memoria un mamifero no humano modificado genéticamente o una célula de mamifero
no humano modificada genéticamente, caracterizado(a) por que no comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica porsi misma un polipéptido MAp 19 enddgeno. Un mamifero de esta clase puede ser util para los mismos o
similares propositos, y de manera igual o similar a los mamiferos no humanos modificados genéticamente
deficientes en MASP-2 descrito anteriomente. Por tanto, a no ser que se especifique otra cosa, la persona experta
comprendera que las afimaciones anteriores relativas a mamiferos deficientes en MASP-2, y a anticuerpos y otros
productos que pueden obtenerse a partir de tales mamiferos, y a métodos que implican tales mamiferos, son
iguamente aplicables a mamiferos deficientes en MAp 19.

Se describe adicionalmente en esta memoria un mamifero no humano modificado genéticamente o una célula de
mamifero no humano modificada genéticamente, caracterizado(a) por que carece de una respuesta de la via de
lectina del complemento.

Un mamifero no humano modificado genéticamente de la invencién es un roedor, preferiblemente murino, y muy
preferiblemente un ratén. Una célula de mamifero no humano modificada genéticamente como se describe puede
ser una célula del tallo embrionario o un oocito; y es una célula de roedor, mas preferiblemente una célula de murino,
y muy preferiblemente una célula de ratén. Se prefieren particulamente los ratones, dado que son faciles de
manipular y criar.

Se describe en esta memoria un ratén en el cual no esta presente respuesta funcional alguna de la via de lectina del
complemento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un mapa que indica el direccionamiento de MASP-2 murino para experimentos de
desactivacion, junto con un constructo utilizado para desactivacion de MASP-2, segun una realizacion de la presente
invencion.

La Figura 2 muestra un constructo loxP util para direccionamiento de MAp19 (como exén 5 del MASP-2 murino) para
experimentos de desactivacion, segun una realizacion de la presente invencion, util en la generaciéon de un mamifero
deficiente en MAp19 /suficiente en MASP-2.

La Figura 3 muestra un constructo alternativo util para direccionamiento de MAp19 para experimentos de
desactivacion, util en la generacion de un mamifero deficiente en MAp19 y MASP-2.

La Figura 4 muestra constructos de minigén (A) MASP-2 humano y (B) MAp19 humano utilizados para generacion
de animales transgénicos.

La Figura 5 muestra los resultados de experimentos que indican que los ratones deficientes en MASP-2
carecen de la activacion de C4 mediada porla via de lectina.

La Figura 6 muestra los resultados de experimentos que indican que los ratones deficientes en MASP-2
carecen de la activacion de C3 mediada porla via de lectina.

La Figura 7 muestra los resultados de experimentos que indican que los ratones deficientes en MAp19 carecen
de la activacion de C4 mediada por la via de lectina.

La Figura 8 es un grafico que muestra el cambio en los niveles de MBL en pacientes que tienen lesiones
isquémicas de reperfusion.

La Figura 9 es un diagrama de flujo que resume los resultados extraidos de los experimentos con ratones
deficientes en MASP-2 y MAp19 descritos en las Figuras 5,6 y7.

La Figura 10 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO 1) del constructo de minigén MASP-2 de la
Figura 4A.

La Figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO 2) del constructo de minigén MAp19 de la
Figura 4B.

La Figura 12 se muestra los resultados de un experimento que indica que la proteina MASP-2 recombinante
reconstituye la activacion de C4 mediada por la via de lectina en ratones deficientes en MASP-2.

La Figura 13 muestra los resultados de un experimento que indica que la via clasica es funcional en los ratones
deficientes en MASP-2.
12
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Descripcion detallada de los dibujos

Las Figuras 1, 2 y 3 muestran mapas que indican el direccionamiento de las desactivaciones de MASP-2 y
MAp19 de ratén, y muestran constructos utilizados en el direccionamiento. La Figura 4 muestra constructos de
minigén utilizados para introduccion de los genes humanos MASP-2 y MAp19 en ratones desactivados
genéticamente. La secuencia de mRNA de MASP-2 de ratén esta disponible bajo el nimero de acceso a
GenBank BC013893.

Los presentes inventores han generado 5 variedades de raton diferentes por direccionamiento de genes y/o
tecnologia de transgenes. Estos linajes estan disefiados de modo que sean selectivamente suficientes para los
productos MASP-2 del gen MASP2 murino (es decir la serina-proteasa (PM 74.095 Da) de la via del
complemento de lectina) y/o MAp19 (denominado también sMAP) (es decir el producto del gen MASP2
alternativo de PM 19075 Da asociado con los complejos de iniciacion de la via de lectina). Se describen tres
linajes con deficiencias de productos del gen MASP-2 murinos: un linaje deficiente en la serina-proteasa
MASP-2, pero suficiente en MAp19/s MAP (constructo representado en la Figura 1), un linaje deficiente en
MAp19/s MAP (constructo representado en la Figura 2), y un linaje deficiente tanto en MASP-2 como en
MAp19/s MAP (constructo representado en la Figura 3).

La confirmaciéon de las deficiencias se realizd6 por deteccion de transcritos de mRNA y/o experimentos de
transferencia Western. La deteccidn del acido nucleico se determiné por RT-PCR resuelta en tiempo utilizando
un instrumento LightCycler, mientras que los descubrimientos se confirmaron por transferencia Western.

Se establecieron adicionalmente dos constructos de minigén humanos (véase la Figura 4) que expresaban
MASP-2 humano o MAp19 humano en los ratones desactivados genéticamente.

Haciendo referencia por ahora a MASP-2, el constructo de la Figura 1 se estableci6 en el vector de
direccionamiento de genes pKO-NTKV 1901 (Stratagene, CA) y se utilizd para transfectar el linaje de células
ES de murino E14.1a (fondo genético SV129 Ola). Las células transfectadas que integraban el constructo en
su DNA cromosomico se seleccionaron por resistencia a neomicina y el evento de recombinacion se
selecciond por pérdida de la actividad de timidina-quinasa (TK) mediada por el gen TK contenido en pKO-
NTKV. De 600 clones de células ES después de la transfeccién, la integracidon simple del constructo de
direccionamiento del gen y el elemento de direccionamiento dentro del gen MASP2 murino se comprobaron por
analisis de transferencia Southern utilizando sondas de hibridacién especificas para la casete de neomicina
contenida en el constructo de direccionamiento y una sonda especifica para el gen MASP2 murino localizado
fuera del concepto de direccionamiento. Se identificaron 4 clones de células diferentes en los cuales ocurria un
evento de direccionamiento y recombinacion selectivo y se utilizaron éstos para crear quimeras por tecnologia
de ftransferencia de embrién en la Unidad Transgénica de la Universidad de Leicester. Las quimeras se
sometieron a retrocruzamiento en el fondo genético C57/BL6 y se crearon machos transgénicos que
transmitian el gen desorganizado en su linea germinal. El apareamiento de tales ratones “transmisores de la
linea germinal” con hembras (fondo genético C57/BL6) generd un F1, un 50% de cuya descendencia exhibia
heterocigosidad para el gen MASP2 desorganizado. Estos ratones heterocigéticos se cruzaron, generando
ratones descendientes homocigoéticos deficientes en MASP2, heterocigéticos y de tipo salvaje en la ratio 1:2:1,
respectivamente.

El primer linaje de ratones deficientes en MASP-2 (denominados de ahora en adelante MASP2 -/- CS) se
establecio utilizando el constructo de direccionamiento descrito en la Figura 1. La estrategia seleccionada
desorganiza 3 exones (exones 10, 11, y 12) que codifican el extremo C-terminal de MASP-2, incluyendo el
exon que codifica el dominio de serina-proteasa, pero la desorganizacién estd muy distante de los exones que
codifican el otro producto del gen MASP2, MAp19/s MAP.

La variedad de murino resultante, MASP2 -/- CS generada con el constructo de desorganizacién descrito en la
Figura 1 es fértil y viable y contiene una deficiencia deliberada para MASP-2 cuando es homocigoética para el
alelo desorganizado. MAp19/s MAP, el producto génico alternativo del gen MASP2, esta presente tanto al nivel
de mRNA como al nivel de proteina (determinado por RT-PCR vy transferencia Western). Estos ratones
expresan las otras dos serina-proteasas asociadas con la via de lectina, es decir MASP-1 y MASP-3.

Como se muestra en la Figura 5, el plasma de los ratones MASP2 -/- CS es totalmente deficiente en lo que
respecta a la activacion del complemento mediada por la via de lectina en placas recubiertas de manano (Fig.
5A) y Zimosan (Fig. 5b), como se muestra en el ensayo de escision de C4 especifico de la via de lectina. Esto
demuestra claramente que MASP-2, pero no MASP-1 o MASP-3, es el componente efector de la via de lectina
de activacion del complemento. MASP-1 y MASP-3 no pueden compensar la pérdida de actividad funcional de
MASP-2 para mantener la actividad residual de la via de lectina en condiciones fisioldgicas. Este resultado y
las observaciones previamente descritas del equipo de investigacion del profesor Teizo Fujita (que generaron
una variedad de murino direccionada genéticamente deficiente en MASP-1 y MASP-3 sin deficiencia alguna en
la activacion del complemento mediada por la via de lectina) demuestra que MASP-1 y MASP-3 estan sélo - en
todo caso - marginalmente implicados en la activacion del sistema del complemento.
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Oftro hallazgo fundamental logrado por analisis del plasma de ratones MASP2 -/- CS se muestra en la Figura 6.
Se analizaron ratones MASP2 -/- CS respecto a la presencia de los factores C3, B, D y properdina del
complemento que - con arreglo al conocimiento del libro de texto presente - deberian formar una tercera via
funcionalmente activa de activaciéon del complemento, es decir la via alternativa que escindirda C3 con
independencia de las otras dos vias sobre superficies de activacion como zimosan. Como se muestra en la
Figura 6, en plasma deficiente en MASP-2, no ocurre activacion alguna de C3 o sdélo una activacién marginal
en placas recubiertas de manano (Fig. 6A) y de zimosan (Fig. 6B), como se muestra por deposicion de C3b.
Esto demuestra claramente que se requiere MASP-2 para ayudar a que el C3b inicial inicie la via alternativa.
En ausencia de MASP-2, no es proporcionada cantidad alguna de C3b inicial por la via de lectina e incluso
sobre zimosan, una superficie activadora establecida de activacién de la via alternativa, no puede observarse
escision alguna de C3 mediada por la via alternativa. La actividad de escision marginal observada a
concentraciones elevadas de suero deficiente en MASP-2 podria ser resultado de una actividad residual de la
via clasica en las condiciones experimentales utilizadas.

Los ensayos de escision de C3 y C4 utilizados en la obtencion de los datos que se muestran en las Figuras 5 a
7 se describen en Lynch, N.J.; Roscher, S.; Hartung, T., Morath, S.; Matsushita, M.; Maennel, D.N.; Kuraya,
M.; Fujita, T.; Schwaeble W.J. L-ficolin Spedcifically Binds to Lipoteichoic Acid, a Cell Wall Constituent of Gram-
positive Bacteria, and Activates the Lectin Pathway of Complement. J. Irnmunol. 172: 1198-1202 (2004); y
Petersen SV, Thiel S, Jensen L, Steffensen R, Jensenius JC. An assay for the mannan-binding lectin pathway
of complement activation. J Immunol Methods. 257: 107-116 (2001).

Con objeto de establecer que la ausencia de MASP-2 era la causa directa de la pérdida de activacion de C4
dependiente de la via de lectina en los ratones MASP-2 -/- CS, se examino6 el efecto de la adicion de proteina MASP-
2 recombinante a muestras de suero en el ensayo de escisién de C4. Se generaron proteinas recombinantes MASP-
2 murinas funcionalmente activas y MASP-2A murinas cataliticamente inactivas (en las cuales el residuo serina del
sitio activo en el dominio de serina-proteasa estaba sustituido por un residuo alanina) como se describe en J.
Endotoxin Res. 11(1): 4750 (2005). El suero acumulado de 4 ratones MASP2 -/- CS se preincubd con
concentraciones crecientes de proteina de MASP-2 murina recombinante o MASP2 A murina recombinante inactiva y
se ensayo la actividad de convertasa C4 como se ha descrito arriba. Como se muestra en la Figura 12, la adicion de
proteina MASP-2 recombinante murina funcionalmente activa (representada con triangulos vacios) al suero obtenido
de los ratones MASP2 -/- CS restablecia la activacion de C4 dependiente la via de lectina de una manera
dependiente de la concentracion de proteina, mientras que la proteina MASP-2A murina cataliticamente inactiva
(representada como asteriscos) no restablecia la activacion de C4. Los resultados presentados en la Figura 12 estan
nomalizados respecto a la activacién de C4 observada con suero acumulado de ratones nomales (representado
como una linea de trazos).

La Figura 13 demuestra que la via clasica es funcional en los ratones MASP2 -/- CS. En este experimento, muestras
de suero sin tratar y empobrecido el C1q obtenidas de ratones de tipo salvaje y ratones MASP2 -/- CS se afadieron
en cada caso a placas recubiertas con complejos inmunes (generados in situ por adicion de BSA y adicién
subsiguiente de anti-BSA de conejo). El C3b fijado se detectd con un anticuerpo anti-C3c. Como se muestra en la
Figura 13, la deposicion de C3b era dependiente de C1q tanto en los ratones de tipo salvaje (el suero de tipo salvaje
empobrecido en C1qse representa como circulos vacios) como en los ratones MASP2 -/- CS (el suero de MASP2 -/-
CS empobrecido en C1q se representa como triangulos vacios). El suero de control de tipo salvaje (representado
como cruces) y el suero de MASP2 -/- CS (representado como tridngulos llenos) respaldan ambos la activacion de
C3 como se muestra por la deposicién de C3b.

La segunda variedad murina direccionada al gen MASP2 se establecid utilizando el constructo de desorganizacion
de genes descrito en la Figura 2. Con objeto de generar una variedad murina deficiente en MAp19/sMAP, pero
suficiente en MASP-2, el exén 5, que es el exdn responsable de la generacion de la transcripcion de mRNA
especifico de MAp19/sMAP del gen MASP2 se reemplazé por una casete de neomicina, flanqueada por sitios loxP.
Se utilizd el constructo de direccionamiento de genes para transfectar un linaje de células del tallo embrionario
derivado de la variedad de ratén BALB/c. Después de seleccidn por resistencia a neomicina, a fin de identificar
transformantes, se utiliza el sistema Cre/loxP para escindir el gen marcador entre las secuencias loxP del constructo.
Esto da como resultado un ratédn que carece del exén 5 de MASP-2, y sin un gen marcador que desorganice los
exones restantes. El ratéon esta disefiado asi para ser deficiente en MAp19 (dado que esta ausente el exdn 5), pero
se espera que sea suficiente respecto a MASP-2 (dado que los exones restantes estan presentes y el gen no esta
desorganizado). Los inventores han observado, sin embargo, que la expresion de proteinas de MASP-2 es reducida
en los ratones deficientes en MAp19, como se detemina por transferencia Western (datos no presentados). La
variedad murina deficiente en MAp19/sMAP generada cuando es homocigética para el alelo desorganizado es fértil y
viable, y se designara de ahora en adelante como MAp19/sMAP -/- TF.

La Figura 7 muestra los resultados de un experimento que indica que el ratén MAp19/sMAP -/- TF es deficiente en la
activacion del complemento mediada por la via de lectina en placas recubiertas de manano. En este experimento se
utilizé el mismo ensayo empleado para la Figura 5.
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La tercera variedad de murino direccionada por el gen MASP2 se establecié utilizando el constructo de
desorganizaciéon de genes descrito en la Figura 3, de igual manera que se ha descirito arriba para el ratén deficiente
en MASP-2. Para generar una variedad de murino deficiente en MAp19/sMAP y MASP-2, el exén 5, que es el exén
responsable de la generacién del transcrito de mRNA especifico de MAp19/sMAP del gen MASP2 se reemplazo6 por
una casete de neomicina. A diferencia del constructo descrito con referencia a la Figura 2, el constructo de la Figura
3 no incluye secuencias loxP. Por tanto, el gen marcador utilizado no puede escindirse, por lo que la variedad de
ratén resultante carece del exén 5 de MASP-2, pero los exones de MASP-2 restantes estan desorganizados porla
presencia del gen marcador. El ratdn resultante es por consiguiente deficiente tanto en MAp19 como en MASP-2. El
linaje de murino direccionado por el gen creado utilizando este constructo se denominara de ahora en adelante
MASP-2/MAp19 -/-.

Con objeto de reemplazar el MASP-2 murino deficiente y/o el MAp19 murino deficiente con MASP-2 humano o
MAp19 humano, se establecieron dos constructos de minigénconstructos de minigén como se describe en la Figura
4. La Figura 4a describe el constructo de minigén que codifica MASP-2 humano que utiliza la regién promotora del
gen MASP-2 humano, indluyendo los 3 primeros exones (exén 1 a exon 3) seguidos por la secuencia de cDNA que
representa la secuencia codificante de los 8 exones siguientes, codificando por tanto la longitud total de la serina-
proteasa de MASP-2. Este constructo de minigén, denominado mini hMASP-2 se inyectd en huevos fertilizados de
MASP-2-/-CS a fin de reemplazar el gen MASP-2 murino deficiente por MASP-2 humano expresado
transgénicamente. La secuencia del constructo de minigén MASP-2 (SEQ ID NO 1) se da en la Figura 10.

La Figura 4B describe el constructo de minigén que codifica MAp19/s MAP humano que utiliza la regién
promotora del gen MASP-2 humano, con inclusién de los 3 primeros exones (exén 1 a exén 3) seguido por la
secuencia de cDNA que representa la secuencia codificante de los dos exones siguientes, codificando por
tanto la longitud total de MAp19. Este constructo de minigén, denominado mini hMAp19, se inyecté en huevos
fertilizados de MASP-2-/- CS a fin de reemplazar MAp19 murino deficiente por MAp19 humano expresado
transgénicamente. La secuencia del constructo MAp19 (SEQ ID NO 2) se da en la Figura 11.

La primera parte de la secuencia dada en ambas Figuras 10 y 11 representa el promotor de MASP-2 humano y
los tres primeros exones, y es idéntica en ambos constructos. La segunda parte de cada secuencia representa
la secuencia codificante de cDNA de los 8 exones siguientes (Figura 10) o los dos exones siguientes (Figura
11). La secuencia peptidica relevante se da también en la Figura 11, en tanto que la parte codificante de la
Figura 10 se muestra en mayusculas.

Un ratén desactivado MASP2-/- que expresa MASP2 humano para uso como modelo para someter a cribado
con respecto a agentes inhibidores de MASP-2 puede producirse como sigue. Un raton MASP2-/- como se ha
descrito arriba y un raton MASP2-/- que expresa un constructo transgénico de MASP2 humano (MASP2
humano desbloqueado) como se describe arriba se cruzan, y la progenie que son MASP-2-/- murino, MAp19+
murino, y MASP-2+ humano se utilizan para identificar agentes inhibidores de MASP-2 humano.

Tales modelos animales pueden utilizarse como sustratos de test para la identificacidon y eficacia de agentes
inhibidores de MASP-2 tales como anticuerpos anti-MASP-2 humanos, péptidos y sustancias no peptidicas
inhibidoras de MASP-2, y composiciones que comprenden agentes inhibidores de MASP-2. Por ejemplo, el
modelo animal se expone a un compuesto o agente que se sabe desencadena la activaciéon del complemento
dependiente de MASP-2, y se administra al modelo animal un agente inhibidor de MASP-2 durante un tiempo y
a una concentracion suficientes para provocar una reduccion de los sintomas de enfermedad en el animal
expuesto.

Adicionalmente, pueden utilizarse ratones MASP-2-/-, MAp19+ murino, y MASP-2+ humano para generar
linajes de células que contienen uno o mas tipos de células implicados en una enfermedad asociada a MASP-2
que pueden utilizarse como modelo de cultivo de células para dicho trastorno. La generacion de linajes de
células continuas a partir de animales transgénicos es bien conocida en la técnica, por ejemplo, véase Small, et
al., Mol. Cell Biol., 5: 642-48 (1985).

Los resultados de un experimento que demuestra que el sistema de activacion del complemento de MASP-2
dependiente de lectina se activa en la fase de reperfusién después de reparacion de un aneurisma aodrtico
abdominal se presentan en la Figura 8. Este es un grafico que ilustra el cambio en los niveles de MBL en
pacientes que tienen lesiones isquémicas de reperfusion. Pacientes que sufren reparacion de aneurisma
aértico abdominal (AAA) se someten a lesion isquémica de reperfusion, que estd mediada en gran parte por
activacion del complemento. Los inventores investigaron el papel de la via de lectina del complemento en la
lesién isquemia-reperfusion en pacientes que se sometieron a reparacion AAA.

Los pacientes a reparacion AAA infrarrenal electiva se sometieron a extracciéon de muestras de sangre

sisttmica tomada de su arteria radial (por una via arterial) en cuatro momentos definidos durante el

procedimiento (momento 1: inducciéon de la anestesia, momento 2: inmediatamente antes del pinzamiento

aértico, momento 3: inmediatamente antes de la retirada del pinzamiento adértico y momento 4: durante la

reperfusion). Se utilizaron como controles pacientes sometidos a cirugia abdominal mayor, que se sometieron
15
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a extraccién de muestras de sangre en el momento de la induccién y dos horas después de la iniciacion del
procedimiento. El plasma de los pacientes se ensayo respecto a niveles de lectina fijadora de manano (MBL)
utilizando técnicas ELISA. MBL es una molécula de reconocimiento del patron de plasma que inicia la
activacion de la via de lectina por activacion de la serina-proteasa MASP-2 asociada a MBL. Los inventores
han utilizado el consumo de MBL plasmatica como parametro para la activaciéon de la via de lectina que ocurre
durante la reperfusion.

Los resultados se ilustran en la Figura 8. Se seleccionaron 23 pacientes que sufrian reparacion de AAA y 8
pacientes de control. Mientras que se observd sdélo un pequefio consumo de MBL en las muestras de plasma
tomadas del grupo de control sometido a cirugia abdominal mayor, los pacientes AAA exhiben una disminucion
importante en los niveles plasmaticos de MBL - que alcanza como promedio aproximadamente 41%.

Los datos presentados proporcionan una indicacién soélida de que la via de lectina de sistema del complemento
se activa en la fase de reperfusion después de la reparacion AAA. Esto parece ser secundario a la lesién
isquemia-reperfusion, dado que los sueros de control de los pacientes sometidos a cirugia abdominal mayor
sin una lesién isquemia-reperfusion importante exhiben sélo una ligera disminucién en los niveles plasmaticos
de MBL. A la vista de la contribucidon bien establecida de la activacion del complemento en la lesiéon de
reperfusion, los inventores llegan a la conclusién de que la activacion de la via de lectina en las células
endoteliales isquémicas es un factor importante en la patologia de la lesion de reperfusion, y que un bloqueo
transitorio especifico de la actividad de la via de lectina podria tener un impacto terapéutico importante en el de
la enfermedad en procedimientos que implican una agresion isquémica transitoria, a saber infarto de miocardio,
infarto intestinal, quemaduras, trasplantes y derrame cerebral. Estos resultados confirman también que los
organismos deficientes en la via de lectina podrian ser muy ttiles como organismos modelo para el estudio de
la via, o para el desarrollo de tratamientos de lesiones isquémicas.

Por ultimo, la Figura 9 es un diagrama de flujo que resume las vias relevantes de lectina basado en la
informacién obtenida de los experimentos descritos en esta memoria. Los autores de la presente invencion han
identificado que MASP2 es necesario para iniciar la activaciéon de la via alternativa del complemento. Por el uso
de un modelo de raton desactivado de MASP2 -/-, los presentes inventores han demostrado que es posible
inhibir la deposicién de C3b, el paso de iniciacidén en la activacion de la via alternativa del complemento por la
via de MASP-2 dependiente de lectina, en tanto que se deja intacta la via clasica, estableciendo con ello la
activacion de MASP2 dependiente de lectina como requerimiento para la activacion alternativa del
complemento en ausencia de implicacion de la via clasica. Por ello, se sugiere el uso de MASP-2 como diana
terapéutica para inhibicién de la lesion celular asociada con la activacién de la via alternativa del complemento
mediada por lectina, en tanto que se deja intacto el componente de la via clasica (dependiente de C1q) del
sistema inmunitario.

Ademas, habiéndose establecido ahora la activacion del complemento mediada por MASP-2 por la via de
lectina, como requerimiento para la iniciacién de la via de activacién alternativa en ausencia de implicaciéon de
la via clasica, los inventores han extendido adicionalmente los presentes descubrimientos en el sentido de que
MAp19 puede tener un papel biolégico en la regulacién de la expresiéon de la proteina MASP-2 y la ruta de
activacion de la via de lectina del complemento. Por el uso de un modelo de raton direccionado genéticamente
para la deficiencia de MAp19 (es decir, MAp19-/-), los presentes inventores han demostrado que es posible
inhibir la activacion de la via de lectina y la deposicion de C4 por la via de la lectina dependiente de MASP-2,
en tanto que se deja intacta la via clasica. Asi, se sugiere el uso de MAp19 como diana terapéutica para
inhibicion de la lesion celular asociada con la activacién de la via alternativa del complemento mediado por
lectina, en tanto que se deja intacto el componente de la via clasica (dependiente de C1q) del sistema
inmunitario.
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REIVINDICACIONES

1. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente, caracterizado por que el gen que codifica el
polipéptido MASP-2 enddégeno y/o el gen que codifica el polipéptido MAp19 enddégeno esta(n) ausente(s) o
parcialmente ausente(s) o desorganizados de tal modo que no se produce el polipéptido MASP-2 endégeno de
roedor y/o MAp19 enddgeno de roedor.

2. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el
gen que codifica el polipéptido MASP-2 esta desorganizado del genoma de tal modo que no se produce el
polipéptido MASP-2 endégeno de roedor.

3. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que (i) el mismo puede obtenerse o se obtiene por delecion deliberada de
practicamente todas las secuencias endogenas del gen MASP-2 y/o MAp19 y/o (ii) estan presentes en el
genoma uno o mas marcadores seleccionables, en donde el o los marcadores seleccionables es/son uno o
mas marcadores seleccionables seleccionados de un grupo que comprende un gen de resistencia a neomicina,
un gen de resistencia a puromicina, y un gen de resistencia a higromicina.

4. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente seguin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que es un ratén o célula de raton.

5. Una célula de roedor modificada genéticamente segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada por que la célula de roedor es una célula del tallo embrionario.

6. Un roedor modificado genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, derivado de un roedor
modificado genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. Un roedor modificado genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, derivado de una célula de
roedor modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

8. Una célula de roedor modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 derivada de un
roedor modificado genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente, caracterizado por que los exones 10, 11 y 12 del
gen MASP-2 enddgeno estan delecionados del genoma.

10. Un método para producir una célula de roedor modificada genéticamente que comprende: transfectar una
célula de roedor con un constructo de direccionamiento para integracién aguas arriba de, o dentro del gen
MASP-2 o MAp19, comprendiendo dicho constructo de direccionamiento una secuencia de recombinacion de
direccionamiento y un marcador seleccionable, seleccionar una célula en la cual estd presente el marcador
seleccionable y someter a cribado dicha célula respecto a integracion de la secuencia de recombinacion, en
donde dicha célula modificada genéticamente se caracteriza por que el gen que codifica el polipéptido MASP-2
endogeno y/o el gen que codifica el polipéptido MAp19 enddgeno esta/estan ausentes o parcialmente ausentes
o desorganizados de tal modo que el polipéptido MASP-2 enddgeno de roedor y/o MAp19 endégeno de roedor
no se produce.

11. Un método segun la reivindicacion 10, caracterizado por que (i) la célula de roedor modificada
genéticamente es una célula de ratdn y/o (ii) la célula de roedor modificada genéticamente es una célula del
tallo embrionario.

12. El uso de una célula del tallo embrionario de la reivindicacion 5, o una célula que puede obtenerse por un
método de cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, para la produccion de un roedor modificado
genéticamente segun la reivindicacion 1.

13. Un método para producir un roedor modificado genéticamente capaz de expresar uno o mas genes
exogenos, que comprende reproducir un roedor modificado genéticamente, caracterizado por que el gen que
codifica el polipéptido MASP-2 enddgeno y/o el gen que codifica el polipéptido MAp19 enddgeno esta/estan
ausente(s) o parcialmente ausente(s) o desorganizado(s) de tal modo que el polipéptido MASP-2 endégeno de
roedor y/o el polipéptido MAp19 enddgeno de roedor no se produce(n), con un roedor compatible que codifica y
es capaz de expresar uno 0 mas genes exdgenos, para obtener progenie heterocigética para el uno o mas
genes exdégenos, y cruzar opcionalmente la progenie heterocigética para producir progenie homocigoética
respecto al uno o mas genes exdgenos.

14. Un método para producir un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente capaz de expresar uno
0 mas genes exdégenos, que comprende introducir uno o0 mas genes exégenos en la célula de roedor,
caracterizado por que el gen que codifica el polipéptido MASP-2 enddgeno y/o el gen que codifica el
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polipéptido endégeno MAp19 esta/estan ausentes o parcialmente ausentes o desorganizados segun las
reivindicaciones 1 a5 u 8.

15. Un método segun la reivindicacion 14, caracterizado por que la célula de roedor es una célula del tallo
embrionario, en donde se introducen uno o mas genes exdégenos por transfeccion o la célula de roedor es un
oocito (célula huewvo), en donde los uno o mas genes exégenos se introducen por microinyeccion de DNA.

16. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 14 6 15, caracterizado por que los uno o0 mas genes
exogenos se insertan en el genoma del roedor o la célula de roedor.

17. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, caracterizado por que el roedor modificado
genéticamente es un ratén, en donde el gen o genes exdgenos es un gen MASP-2 humano o MAp19 humano.

18. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, caracterizado por que el gen o genes
exdgenos son un gen humano o genes humanos.

19. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que los exones 10, 11, y 12 del gen
MASP-2 enddgeno estan delecionados y/o el exén 5 del gen MAp19 enddgeno esta delecionado.

20. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente, caracterizado por que es capaz de expresar
uno 0 mas genes exdégenos y por que el gen que codifica el polipéptido MASP-2 enddgeno y/o el gen que
codifica el polipéptido MAp19 enddgeno esta/estan ausentes o parcialmente ausentes o desorganizados de tal
manera que el polipéptido MASP-2 endégeno de roedor y/o el polipéptido MAp19 enddgeno de roedor no se
produce, que puede obtenerse por un método de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 19.

21. Un método para produccion de un anticuerpo dirigido contra una proteina MASP-2 humana y/o una
proteina MAp19 humana, que comprende administrar una proteina MASP-2 humana y/o una proteina MAp19
humana a un roedor respectivo modificado genéticamente segun la reivindicacion 1 6 20.

22. El método de la reivindicacion 21, en donde el roedor modificado genéticamente es un ratén.

23. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el exon 5 del gen MASP-2 enddégeno esta delecionado.

24. Un roedor o célula de roedor modificado(a) genéticamente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
caracterizado por que carece de una respuesta de la via del complemento de lectina.
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A Constructo de minigén especifico de MASP-2 humano
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. - S =
Q & \ IIEWEEE’ILE: Jii
Intrones B3 157 3G

region 3'UT de
mRNA de MASP-2

B. Constructo de minigén especifico de Map19 humano

Bwnes  a b € ~d +DNA
sy dominio CUB | . domin e.tipu EGF
Promotor de 500 pb - \w )
I | § Y o0
. EQSL
Intronss 83 137 1016 o
regian 3'UT de

mRMNA de MAp1D

Figura 4: Constructos de minigén especificos de MASP-2 y MAp19/sMAP humanos para expresion
fransgénica de MASP-2 humano o MAp19/sMAP humano.
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Figura 5: La deficiencia de MASP-2 conduce a la pérdida de |a activacion de C4 mediada por la via de lectina
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Figura 6.
Deposicién de C3b en Manano
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Figura 7: La deficiencia de MAp19 conduce a la pérdida de la activacion de C4 mediada por la via de lectina
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Figura 8.
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Figura 9.

Via Clasica Via de Lectina

MBL de Ficolinas
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Figura 10: Secuencia de DNA del constructo de minigén MASP-2

coggacgtgg
gckegaacce
getgaggeag
gacccccate
aagacatgaa
agctgoaaga
tttEtEEELEE
toctocggatca
gagtagctgg
agatgogatt
acctbtogect
acttctaage
Agaaattage
gaggctaagg
agaaacccoea
tcocccagotac
agtgagectat
agggaggggt
tockbggeotec
gagtcgattc
aacagatcaa
acaccatgag
cctgggocct
tggctoggtg
atccoceggo
accooccgge
ctgogagtac
ggggggtceoc
ccaggaggga
tgageteggg
gggcecebgg
cegactactc
agccaagagg
ttaggecagg
‘tggcctgaca
tgagtgcoccaa
ggcecgggegc
treatttgagg
aanactacaa
gctgaggeag
ceactacact
acgacgoagg
cgctgoccagg
ggcaagtggo
ccocgeccect
aaacteccae
ttgocagegac
gacgaggect
ggatccogec
cgagtgoeag

tggcgcatgco
cggaggcaga
gtgoateget
tctacaaaaa
tocatgagga
acagataaac
tttgaggtgg
ctgcaaccke
gactatcseagt
tcaccatgtt
cocaaagbtge
ckgcaaggga
cagcectgagg
cagotagatc
tecctacoas
Ltgggagget
gattgcagca
gaggggcadga
cagadgcagqec
ccagaatcoc
aggtgagacc
gtaggtgggc
cacogogcoct
gocacccoct
tttccagggg
taccgoetace
gacttogboa
caaggagtag
gatcaggcect
ggcecaaggtg
caaggacack
caacgagaag
ggtccbgoaa
cagcectgee
tcatogcacaa
ctectgagcca
agcagctcac
tcaggagttce
aaattagctyg
gagaattgct
cecagertgsg
ggccgagggc
atgtttbgatt
tcaatttetc
gggtttgatt
tggtttaacs
coctaggoctg
cCCctgaggt
tettbocete
gtggece

ctgraatcoo

ggtttggtgg
ttggctcagg
aCdadaadacaa
cagagtgtgg
aggtgltgaaa
agktcteoacte
cgoctooccag
gogogetgeco
ggteoaggety
tgggattaca
atcgggaatt
ctgggcacgg
acctgagggc
aaatasaaaa
gaggtgggag
ctgcactgaa
gocagaattt
tgtectgect
agagtcaggg
agcgtaggge
goccacagce
gccttgccca
tgggcccgaa
agtatgccaa
gectctactt
aggtgoogto
ccagggitca
gggtettgece
ctggocacge
ttotactean
ccgbtocacgg
catctocagte
ttcagttteo
tgoaaagaco
gggatctgag
goctgtaatt
aaggoccagoo
ggcgtggtag
tgaacctgog
cgacagagct
coceatbtaca
tcagatoccca
Lgctectiag
gactecceoeto
gaggtgatgt
taaggtgatt
ccactoctgag
ctgacggoet

agctactcogg
ckcacacory
agttcaagac
atataaaggo
aagaggaagc
taactgcctg
tgtcatocag
gcotcaageaa
acaccLggalk
gtbcteoaaact
ggrtataageoe
ggtagecacca
tggctcacac
aggagttcaa
ttagesaggt
gattgottga
gecggggeasa
gtttorcagge
gocotggaactk
aggctgsggs
tgcagaccag
tcectacagg
tagoctootg
gtggcctgaa
tgaccaggag
cacccactte
aggacgggag
gggacaccltg
ttcactooet
Egtacgggca
tgggetecag
ggttogagge
tgeogoagetyg
ccacctktee
aaaacagoog
gacagecatcg
Ccagcacttt
agggcaacac
tgocgocacctg
aggtggaggce
agactecegte
getgacaaag
gbeccctgeoag
gaagelgotg
actagctgge
thkgratobth
gogecaogagoac
gtcatggatc
gcetggeect
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gaggctgagg
ceaatccrcage
cagcctgggo
gatazsaaaaa
agcagcohca
gaaagcaact
gctggagtge
tLtotcecbgeo
gatlbttigta
ccocaaccteg
acogagooca
gotectoetkg
ctgtaatcce
gacecagoetg
gtggtggtge
acacaggaag
cagaacaaga
tgttgttace
ctgageoaggo
caggggcagg
goceaggoeag
gtgtogggtg
accctectgg
ccbgtgttocg
cggeogoogga
gescectggage
ggctggggtt
gyagoagygygy
gtgacacctg
ggagagraca
cctggacatt
cttctatgca
gctgtgggay
cagggcaggg
tgaccteoocat
cctcaagtbga
gggaggeoga
gobgaaactc
gaatcoccage
tgragkgaac
Ccaazaaaca
togggcoetyg
agaccaactyg
caaggglitca
Lgacctogay
ctoccagegn
cagtoccogea
teoctgggangg
gcctetocec

caggagaatt
actttgcgag
aacacadaaa
asaadaagac
aagtbcbtgga
Ccttttbtte
agtggtgcga
tocagoctoeoe
LLittagtag
tgatccacce
gocceaaaagog
acagggttta
agcactttgg
accaacatgg
Ecgectgtaa
tagaggctygc
tCccaaaaaaa
taggtecgac
tggagkcatyg
tcactggaca
ctggacgggc
ggagcacagg
gocktetgtg
ggcgococtggco
ccoctgactgo
tctececcacct
totocagggte
coaggotitgyg
accccacagc
gacacggagc
acctbeooget
gecgagggty
taactctgte
gagaggccte
toacatgggo
cgcagggact
ggctggctga
tatectececact
tactagggag
agagattgca
daaddacadaa
ccagegggag
tgtgaccket
gocgotgtagco
cocggacactg
toctggoagco
coctagacag
agtccaggct
cagacattga

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
640
enn
§50

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13RB0
1440
1500
15860
LEe20
1680
1740
1E00
1860
1220
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
258D
264D
2700
2760
IB2D
2BBD
2340
2857
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La secuencia genémica humana del gen MASP-2 (arriba) se fusiona al extremo 5’ de nuestro
cDNA de MASP-2 (abajo) utilizando un sitio Xma | (CC/CGGG)

[—— —— N — . CEEGAGARGGCECCCACCTGCCACCACCACTGCCACRACCACCTGGGLGETTTC
TACTEOTCCTGCCGCECAGGCTACETCCTGCACCETAACARGCGCACCTGCTCAGCCCTGTEGCTCCGGUCAGGTC
TTCACCCAGASGTCTEEECAGCTCAGCAGCCCTEARTACCCACGGCCEGTATCCCARARCTCTCCAGTTGCACTTAC
ACCATCACCCTOCAGEASCCCTTCACTETCATTCTCGACTTTGTGGAGTCCTTCGATG TGGAGACACRCCCTGAN
ACCOTOTEPCOCTACGACTTTCTOARGAT TCARACAGACAGACARCANCATGGCCCATTC TG TEGECAAGACATTG
CCCCRCAGGATTICGAAACARAAAGCAACACEOTRACCATCACCTTTOTCACACATGAATCAGBAGACCACACRGEC
TGEGAAGATCCRCTACACSAGCACAGCECACGCTIGCCCTTATCCCGATGECAC CACCTARTGBCCACGTTTCACCT
GTGCRAAGCCARDTACATCCTGAARGACAGCTTCTCCATCTTTTGCGAGACTCGGCTATGAGCTTCTGCARGGTCAC
TTECOCCTEARATCCTTTACTECAGTTTETCAGRAAGATGGATCTTEEGRACCEGCCARTECCCGCETGCAGTATT
ATTCACTETEECOCTCCTCATSATCTACCCAGTECCCOACTREAGTACATCACAGATCC TEGRAGTRACCACCTAL
AAAGCTOTOATTCACTACACC TETEAACACACCTTCTACACAATGAARGTCAATGATCC TAAATATGTATGTCAG
GCTGATGEATTCTGGACGRCC TCCARACGOACARRRATCACTCCCAGTCTETCGAGCCTETTTIGTGEACTATCAGCC
CECACAACAGERGGECETATATATECACOOCAARACOCAAALCCTCOTCATTTTCCTIGGCANGTCCTGATATTA
GGTGGAACCACAGCAGCRECTOCACTTTTATATGACAACTGEETCCTARCAGCTGCTCATGCCGTCTATGRAGCAR
ARACATGATHCATCCGCCCTEGACRTTCGRATEEGCACCCTGRARAGACTATCACCTCATTATACRCARGCCTEG
TCTGRAGCTETT T TTATACATGAAGETTATACTOATGATGCTEECTTTGACAATGACRTAGCACTGATTRARTTG
AATRACAMLGTTCTAATCAATAGCARCATCACCCCTAT TTGTCTCC CARGAR A AGARCCTGAATCCTTTATGAGE
ACACATGACATTGCAACTGCATCTEGEGATGGGEATTALCCCARRCCEETTTTCTTGCTAGALATCTARTGTATSTC
GACATACCOATTATTOACCATCAAAMA TG TACTCCTCCATATCARAAGCCACCCTATCCALGGGEARGTATRACT
GCTRACATECITTIGTGCTEGGCTTAGRARGTEEEGECAACEACACCTECACRACOTGRCRACCOEAGOCCCACTRATEC
TTTCTAGATASTGARACRGAGAGGTGATT TETECCACCGAATAGTCTCCTECAATTCCATGAATTGTEGEGAAGCA
GETCAGTATEGAGTC TACACARARGTIATTARCTATATTCCCTGEATCGRGARCATARTTAGTGATTTTTARCLL
gogtgtetgeoagtecaaggattetteattrtragaaatgoorgrgazgancrtggoagogacgtggorogagaage
atteateattactgtggacatggeagttgttgotocacccaaasazacagactocaggtgaggergotgteacet
cbtocacttgecagtttaattoccagocttacccattgactcaaggggacataaaccacgagagtgacagteacett
tgcccacccagtgtaatgtcactgotoaaattacatttocattaccttaaaaagocagbotobttbeatactgget
gttggecatttctgtaaactgecctgtecatgetotttgtttttaaacttgbbcttatbtgaaaaaaaanasaaaanaa
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coggaegtgg
gctcgaacco
getgaggeag
gacccccatcc
aagacatgaa
agetggaaga
L=t o S
tcteggatea
cagktagctgg
agatgggatt
acchtggcct
actcctaage
agaaattage
gaggctaagg
agaaacccca
teccagetac
agtgagctat
agggaggggt
tcctyggetboe
gagbegakbte
aacagatcaa
acaccatgag
ccrgggeoct
tggcocteoggtg
atcoceoccocogge
acooococogge
ctgcgagtac
ggggggtece
ccaggaggga
tgagctoggg
gggceccoctag
ccgactackc
agccasgagg
ttaggccagg
tggecebgaca
tgagtgocaa
ggcogggege
T btcatttgagyg
aaaactacaa
gctgaggcag
ccactacact
acgacgcagg
cgetgecagy
ggcaagtgge
ccogeoccoct
aaactcccac
ttgcagegac
gacgaggcct
ggatccogoe
cgagtgccag

tggegeatge
cggaggcaga
gtgoatoget
tctacaaaaa
toccatgagga
acagataaac
tEtgaggtgy
ctgraaccte
gattataagt
tcaccatgktt
coccaaagtge
ctgraaggga
cagcctgagg
caggtagate
tcocctaccaa
ttgggaggct
gat tgca.gc:a
gaggggeaga
cagagcagoc
coagaatooo
aggtgagacc
gtaggtggge
caccgcccct
gacacceooct
tttccagagg
tacecgeootge
gacticgtca
caaggagtag
gatcaggeoct
agccaagyhy
caaggacact
caacgagaag
aggtcctgcaa
cagccckbgoo
tcatccacaa
cbtoctgagcca
agoagctoac

tcaggagtte”

aaattagctg
gagaattgot
ceagectoagy
ggccgagggce
atgttegatt
tcaatttotc
gootttgatt
tgotttaaca
cctagooeotyg
cctotgaggt
tecttteoocte
gtggece
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ctgtaatcoc
ggtttggtgg
ttggoctoagg
acasaaacas
cagagtgtgg
aggtgtgaaa
agtetcactkte
cgcetoccay
gogogotgec
gatcaggactg
taggattaca
atcgoggaatt
ctgggcacgg
acctgagagc
apnateaaaas
gaggtgggag
ctgcactgaa
agreaggattt
tgtecctgoct
agagtcaggg
agcgtagggc
geeccacagec
gcootgocoa
tgggoecgaa
agtatgccaa
goekotactt
aggtgccgto
caagggttea
gugtcttgec
ckggccacgc
ttectactoge
cegtteacgyg
catctcagtc
Etcagtttec
tgcazagacc
gggatctgag
gectgtaatt
aaggccagco
ggcgtggtag
tgasccbgog
cgacagaget
cocatttaca
teagatocea
tgctocttag
gactecococho
gaggtgatgt
taaggtgatt
cocactctgag
ctgacggoot

Figura 11: Secuencia de DNA del constructo de minigén Map19

agetactogg gaggctgage
cbcacacctg taatccoagce
agttcaagac cagcocctggge
atataaaggg gataaaazaaa
aagaggaage ageageoteoa
taactgcctg gaaagezact
tgtegbocag getggagtge
gotcaagcaa thcoctococtgoo
atacctggat gatttttgta
gkctcaaact cecaaccreg
ggtataagee accegageocea
gatggecacca ggtocctictg
tggctcacac ctgtaatcee
aggagttcaa gaccagoctg
tbagccaggt gtggtggtge
gattgettga acacaggaag
goeoggggocas cagaacaaga
gtttecagge tghtgbtace
gcckbggaact ctgagcaggc
aggebggggg caggggragg
tgcagaccag goceggcocadg
toceectgoagg gtgtggogtg
taggctgctyg accctootgg
gbkggoctgaa cetgtgttog
tgaccaggag cggogotgda
cacccactto gacctggage
aggactgggag ggetgoggit
gagacacctg ggagoagggg
ttecactecct gtgacacctg
tgtocogggeca ggagagcaca
tguoctccag coctogacakt
ggttogagge cttctatgeoa
tgegeoageota gotgtgggag
coacctttec cagggoagag
aaaacagceg tgacctcoeat
gacagcatcg cctcaagtga
coagoacttt gggsggocga

‘agggcaacac ggtgaaactc

tgegracety gqaateccage
aggtggaggc bgcegkgaac
agactecgtc Coasaaaaca
gotgacaaag bggogooctg
gteecctgeag agaccaartg
gaagotgetg caagggtooa
attagetgag bgaccteagg
ttgcatctit ctocccagogo
ggcccggeac cagkecegea
gtcatggatc cooctgggagg
goctggococt goctockbcoeoo

30

caggagaatt
actttgogag
aacacaggga
aaaaaaagac
aagtteotgga
[ L0 o o g o 4
agtggtgega
Lcagocctcoc
cttttagtag
tgatcrcaccc
gecaaaageg
acagggttta
agcactttgg
accaacatdg
tegecktgtaa
tagaggctge
Lecaaaaaaa
taggbocgae
tggagtcatg
tecactggaca
cktggacgggco
ggagcacaga
gocctbotgtg
ggegectgge
cocctgactge
teteccaccke
tctecagggte
coaggottag
accecacago
gacacggage
accttoeget
gecgagggty
taactcrgte
gagaggcctc
tcacatgggc
cgcagggactk
ggctggetga
catctccact
tactaggoag
uguguttgcn
aasaacaaaa
ccagegggag
tgtgacctot
gegecgtage
ceggacactg
tgctgggagc
cectagacag
agcccagget
cagacattga

60
120
180
240
NG
3680
420
480
540
GBOO
660
720
780
B40
300
960

1020
1080
1140
1200
1250
1320
13B0
1440
1500
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16B0
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19240
1980
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La secuencia genémica humana del gen MASP-2 (arriba) se fusiona al extremo 5 de
nuestro cDNA de MAp19 (abajo) utilizando un sitio Xma | (CC/ICGGG)

100 1o 120

...................... CREEAGAGGCGCCCACCTEOGACCACCACTGCCACRACCACCTEEGCEGTTTC

I bDEC Q WV A P G E AP TCDHHTCHMNUHBILGG F
130 140

TACTCCTCOTOoCECSCAGECTACC TCCTECACCETAACAAGCECACCTGCTCAGAGCRGABCCTCTAGR T OCE
Yy ¢ 8 C R A G Y VL H RN XK R TC S E 0Q 8§ L Ppaada
150 160 1740

ctogagotocggetgoccagraggtcagaagocagagecagectgotggocteagotoogggttgggctgagatyg

ctgtgccccaactococattcaccraccatggacoccaataataaacckggoooccaccocanaaarainaaaaaaaaa
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- —k—MASP-24

Activacion relativa de C4

[Proteina recombinante] pg/mi

) SRR ._.4.)(_._WT de control
\ ) | =i — KO de control
| g WT fempobrecido en Clg)

" log de dilucién del plasma
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