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DESCRIPCION

Polimorfismos del factor H en el diagndstico y terapia de enfermedades inflamatorias tales como degeneracion
macular relacionada con la edad

La invencién se refiere a un método de diagnostico para determinar la existencia de un factor de riesgo para
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD); un kit para el mismo y partes componentes del mismo y, en
particular, anticuerpos usados en la metodologia y kit anteriormente mencionados.

La Degeneracion Macular Relacionada con la Edad es una causa habitual de ceguera y su incidencia, en el mundo
occidental y en particular en Norteamérica y Europa, esta aumentando, parcialmente debido a la creciente edad de
la poblacién (1). Se concluye por lo tanto que la importancia de esta enfermedad con respecto a costes en el
cuidado de la salud y calidad de vida para los individuos afectados probablemente aumente durante los proximos
afos.

La enfermedad se caracteriza por la aparicién de depdsitos retinianos, denominados drusas, que se cree que forman
una barrera entre el epitelio pigmentado retiniano y la circulacion coroidal. Los depésitos conducen al crecimiento de
nuevos vasos sanguineos del coroides a la retina. Estos nuevos vasos tienden a ser delicados y pueden tener fugas
o sangrar. Este sintoma da lugar a la forma “humeda” de la Degeneracion Macular Relacionada con la Edad y
provoca degeneracion disciforme que conduce a una distorsion de la imagen y pérdida rapida de la vision. Sin
embargo, incluso si esto no sucede, algunas areas de la retina pueden atrofiarse, posiblemente debido a la anoxia.
Este Ultimo sintoma se conoce como la forma “seca” de la enfermedad, también conocida como atrofia geografica.

Como se apreciara, manifestaciones tardias de la enfermedad dan como resultado la incapacidad para leer y realizar
tareas diarias. Existe por lo tanto una necesidad urgente para el diagnéstico temprano de la afeccién y por lo tanto el
uso temprano de medidas profilacticas o terapéuticas para evitar la pérdida irreversible de la visién central.

Existe varios tipos de tratamiento para la enfermedad incluyen inyeccién intravitrea de anti VEGF asi como
corticosteroides. Otras formas de tratamiento incluyen terapia con laser y tratamiento quirdrgico tal como
traslocacion de la retina y terapia fotodinamica.

Se ha mostrado que una variante en el gen del Factor H del Complemento (CFH), aumenta el riesgo de AMD (2)
(2a). Esta variante es un polimorfismo que resulta de la sustitucion del nucledtido T a C en la posicion 1277 en el
exon 9; una forma de CFH tiene el aminoacido histidina en la posicion 402 (H402) y la otra variante tiene una tirosina
(Y402). Es la forma de histidina la que se asocia con AMD y otras enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, el
mismo factor de riesgo (CFH H402) se asocia con otras patologias en las que esta implicado el complemento,
incluyendo infarto de miocardio (3). Aunque la asociacion de este factor de riesgo de Y402H con la enfermedad es
significativa en AMD, se piensa que el diagndstico de este riesgo junto con otros factores de riesgo (tales como
H402 ademas de niveles elevados de CRP) es particularmente importante.

CFH tiene un papel importante que desempefiar en el control del sistema del Complemento.

El sistema de complemento es una defensa importante contra patégenos. Tras su activacion, el sistema del
complemento conduce la inflamacion, activa células inmunitarias y destruye directamente a invasores. Este potente
sistema proinflamatorio tiene el potencial de provocar dafio a uno mismo cuando se activa en un grado inapropiado o
en un sitio inapropiado. Para restringir esta tendencia a perjudicar a uno mismo, el complemento esta estrechamente
controlado por una bateria de proteinas reguladoras presentes tanto en el plasma como en las membranas
celulares. El Factor H del Complemento es un regulador de complemento de fase fluida, presente en plasma a 0,2 —
0,5 g/l, desempefia un papel clave en la regulacion del sistema de complemento, especificamente el bucle de
amplificacion de la ruta alternativa. En los pocos individuos con deficiencia heredada del Factor de Complemento H,
el sistema de complemento experimenta activacion incontrolada, que consume las proteinas del complemento y
hace al individuo deficiente en el complemento (y por lo tanto susceptible a infecciones) (4). También se han ligado
recientemente cambios mas sutiles en el Factor de Complemento H con la enfermedad humana. Las mutaciones
agrupadas en el dominio carboxilo terminal de la proteina se han ligado con sindrome urémico hemolitico atipico vy,
como se ha mencionado, un polimorfismo comuin que provoca una sustitucion de un Unico aminoacido en el medio
de la molécula en la posicion 402 esta asociado fuertemente con la Degeneracion Macular Relacionada con la Edad
(AMD) (5). Homocigotos individuales para histidina en la posicion 402, aproximadamente 10 % de la poblacién
caucasica, tienen un riesgo aumentado 6-7 veces de desarrollar AMD en comparacion con los homocigotos para
tirosina en esta posicion (2, 5). 50 % de la poblacién caucasica son heterocigotos para los dos alelos, H402 e Y402,
estos individuos tienen un riesgo aumentado aproximadamente 3 veces. La razén precisa por la que este cambio
pequefio en la molécula del factor H grande altera tan profundamente el riesgo de AMD no esta clara, aunque se
estan acumulando pruebas de que las dos formas difieren en su capacidad para unirse a células y tejidos (6).

Conocer el estado polimorfico del Factor de H del Complemento de un individuo en riesgo de AMD (esencialmente,
todas las personas ancianas) y otras enfermedades mediadas por el complemento seria Util tanto en la prediccion
del riesgo como en la orientacién de las intervenciones o modificaciones de comportamiento para reducir el riesgo.
Por ejemplo, el tabaquismo y la obesidad estan asociados de forma independiente con el riesgo aumentado de AMD
y en homocigotos H402 podrian realizarse grandes esfuerzos para eliminar estos factores modificables. En la
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actualidad, la Unica manera de descubrir el estado polimoérfico del Factor H del Complemento de un individuo es
secuenciar el gen. Esto implica obtener sangre nueva, extraer ADN de células y secuenciar la region relevante del
gen que codifica el Factor H del Complemento, métodos que son tediosos, consumen tiempo y solo son posibles en
un laboratorio especialista. Un sencillo analisis de sangre que identificara con fiabilidad el estado polimérfico del
factor H permitiria la exploracién rapida de los ancianos en cuidados primarios o clinicas oculares.

El Factor H del Complemento consiste en 1213 aminoacidos dispuestos en 20 unidades homdlogas, cada una de
aproximadamente 60 aminoacidos de longitud. Las unidades repetidas de 60 aminoacidos de longitud son
homologas de las halladas en un gran nimero de otras proteinas del complemento y no del complemento. Dado que
las dos variantes polimoérficas difieren solamente en un Unico aminoacido de los 1213 restos de la proteina, no fue
evidente que pudieran generarse anticuerpos que distinguieran las dos formas variantes de CFH.

Sin embargo, usando métodos de exploracion selectivos, los inventores han sido capaces de producir un anticuerpo
que es especifico para la variante H402 y un anticuerpo adicional que es especifico para la variante Y402, cada uno,
0 ambos, de estos anticuerpos permite la produccién de un ensayo de diagndstico fiable y repetible a partir de
muestras de plasma para determinar los individuos en riesgo de AMD.

Declaraciones de invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién se proporciona por lo tanto un método para determinar la
existencia de un factor de riesgo para Degeneracion Macular Relacionada con la Edad (AMD) en una muestra de
plasma obtenida de un individuo que comprende:

a) exponer dicha muestra a al menos un anticuerpo, o un fragmento del mismo que comprende al menos la
Region Determinante de Complementariedad, especifica para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad; o

i) la variante de tirosina 402 de los Factores H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el
clon depositado con la referencia 08011002, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Regién
Determinante de Complementariedad;

b) determinar la unién especifica de dicho anticuerpo con el Factor H del Complemento en plasma y en el que la
union del anticuerpo secretado por el clon depositado con la referencia 07042601 tiene lugar concluyendo que
esta presente la variante de histidina 402, o en el que la unién del anticuerpo secretado por el clon depositado
con la referencia 08011002 tiene lugar concluyendo que la variante de tirosina 402 esta presente; y

c) en el que la variante de histidina 402 esta presente, concluyendo que el individuo tiene, o esta en riesgo
aumentado de desarrollar una AMD, o en el que la unién del anticuerpo especifico de tirosina indica un estado
homocigoto para la variante de tirosina concluyendo que el individuo esta en riesgo reducido de desarrollar AMD.

En un método preferido de la invencion la etapa b) implica, idealmente, los dos anticuerpos monoclonales, o
fragmentos de los mismos que comprenden al menos las Regiones Determinantes de Complementariedad, por el
que la unién de los dos anticuerpos puede compararse y en el que se usan los anticuerpos especificos tanto de
histidina como de tirosina y la union del anticuerpo especifico de histidina tiene lugar concluyendo que el individuo
tiene, o esta en riesgo de desarrollar, AMD.

La referencia de la presente memoria a un fragmento de anticuerpo incluye referencia a al menos la Regioén o las
Regiones Determinantes de Complementariedad de dicho anticuerpo.

En un método preferido de la invencidon en el que la etapa b) implica el uso de solamente el anticuerpo, o un
fragmento del mismo que comprende al menos la Regién Determinante de Complementariedad, especifico para la
variante de tirosina 402 se lleva a cabo un ensayo cuantitativo, preferentemente como se describe en la presente
memoria, para determinar si el individuo es homocigoto para la variante de tirosina.

En un método preferido de la invencion se expone plasma a dicho anticuerpo, o un fragmento del mismo que
comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad, y seguido por un procedimiento que retira
anticuerpos no unidos de modo que la determinacion posterior de unién puede llevarse a cabo sin, o con una minima
cantidad de, interferencia de fondo a partir de anticuerpos no unidos.

En un método alternativo de la invencidon se expone plasma a fase sdlida (placa) recubierta con anticuerpo o
fragmento de anticuerpo (policlonal o monoclonal) que reconoce ambas variantes del factor H, se retira por lavado
cualquier proteina del plasma no unida antes de incubarse la placa con anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad especifica para la variante His402 o variante
Tyr 402. De esta manera se retiran proteinas del plasma no unidas de modo que pueda llevarse a cabo una
determinacioén posterior de la unién sin, o con la minima cantidad de, interferencia de fondo de proteinas no unidas.

En ambos de los métodos anteriores, la determinacién posterior de la unién implica un anticuerpo secundario que se
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une con los anticuerpos monoclonales especificos de isoforma o los anticuerpos especificos de isoforma se ligan
directa, o indirectamente a un sistema de marcaje tal como una enzima que cataliza el desarrollo de color.

Por lo tanto, en una realizacion preferida adicional de la invencion la exposicion de dicho plasma a anticuerpo (que
puede denominarse anticuerpo primario) se sigue ademas del uso de (lo que puede llamarse) anticuerpo secundario
que se une con el anticuerpo monoclonal especifico de H402 o Y402 o un fragmento del mismo que comprende al
menos la region determinante de complementariedad. Adicionalmente, preferentemente, este anticuerpo secundario
se acopla con un sistema indicador o de marcaje que produce una medida de la unién de, uno o ambos, el
anticuerpo primario o secundario con su diana y produce de este modo una medida de la union del anticuerpo
especifico de variante con el Factor H del Complemento en el plasma del individuo para ensayar.

Mas convenientemente, los sistemas indicadores o de marcaje incluyen, pero sin limitacion, sistemas de ELISA
convencionales o sistemas indicadores bioluminiscentes, quimioluminiscentes o pigmentados.

Son ensayos preferidos para determinar la union de anticuerpo con CFH los basados en inmunoensayo e incluyen,
pero sin limitacién, uno cualquiera o mas de los ejemplos conocidos posteriores.

1. ELISA convencional.

2. Ensayos nefelométricos/de turbidez, en los que se afiade anticuerpo al plasma para unirse con CFH. El
monoclonal puede desencadenarse para que provoque turbidez por modificacion quimica o afadiendo un
anticuerpo de entrecruzamiento.

3. Ensayos fluorescentes basados en perlas (en uso en laboratorios clinicos para medir por ejemplo citocinas).
Las perlas se recubren con un anticuerpo que reconoce ambas formas del factor H. Se afaden a la muestra de
plasma anticuerpos especificos de variante que se han marcado con fluorescencia (colores diferentes), esta
muestra de plasma se expone a perlas que se analizan después usando equipamiento basado en citometria de
flujo. El color detectado indica qué variantes del factor H estan.

4. “Varilla de inmersion”. Por ejemplo, las varillas tienen tres puntos: uno con anti H402, uno con anti Y402 y uno
con anticuerpo que reconoce ambas formas (este punto es un control). La varilla se sumerge en el plasma, CFH
se une con el punto relevante. La presencia de factor H se detecta usando un anticuerpo secundario unido a un
cromoforo (podria ser policlonal) que detecta CFH (cualquier isoforma). Al revelar, si se revelan el punto de H402
y control - H402 Homocigoto, Y402 y control = Y402 homocigoto, los tres puntos = heterocigoto.

Véase Figura 5 en la que se ilustra esta tecnologia.

En métodos preferidos de la invencion, usando los inmunoensayos anteriores, pueden desarrollarse dos tipos de
ensayo:

1. Un ELISA cuantitativo que mide el CFH total y la cantidad de His402. Este ensayo requiere un monoclonal
genérico que detecte cualquier isoforma de CFH y un monoclonal especifico de His y, idealmente, un anticuerpo
de CFH policlonal para capturar el CFH en el plasma para aislarlo para cuantificacion.

2. Un ensayo cuantitativo que detecta la presencia de solamente la forma de His, o solamente la forma de Tyr o
la presencia de ambas formas. De forma similar a la de la figura 3, también podria ser un ELISA. Este ensayo
requiere dos anticuerpos monoclonales especificos y uno policlonal (o0 monoclonal no especifico) para capturar el
CFH en el plasma para aislarlo para identificacion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona un kit para llevar a cabo la metodologia
anteriormente mencionada comprendiendo dicho kit un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende al menos
la Region Determinante de Complementariedad especifica para la variante de histidina 402 del Factor H del
Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 07042601 y/o la
variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado
con la referencia 08011002. Este anticuerpo es monoclonal.

En un kit preferido de la invenciéon el kit también incluye un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende al
menos la Region Determinante de Complementariedad que reconoce cualquier isoforma de CFH, tal como un
anticuerpo monoclonal o policlonal para CFH.

Mas preferentemente aun, el kit incluye ademas medios indicadores o de marcaje que permiten determinar la union
de dichos uno o mas anticuerpos con el Factor H del Complemento en plasma. Incluye por lo tanto, en una opcion,
un anticuerpo secundario que se acopla con un ensayo de ELISA o un ensayo dependiente de pigmento o activado
por luz. El anticuerpo secundario es especifico para dichos uno o mas anticuerpos para CFH tales como los
anticuerpos especificos de variante, de la invencion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona un anticuerpo, o fragmento del mismo que
comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad, que es especifico para la variante H402 del
Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 07042601.
En consecuencia se proporciona un anticuerpo, o fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad, que reacciona con la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento
pero no reacciona con la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento.
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En consecuencia se proporciona un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo que comprende al menos la
Region Determinante de Complementariedad, que es especifico para la variante de histidina 402 del Factor H del
Complemento caracterizado por una cualquiera o mas de las propiedades anteriores y se secreta por el clon con el
siguiente numero de referencia A 07042601 (ECACC).

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona un anticuerpo, o fragmento del mismo que
comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad, que es especifico para la variante de Y402 del
Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 08011002.

En consecuencia se proporciona un anticuerpo, o fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad, que reacciona con la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento
pero no reacciona con la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento.

En consecuencia se proporciona un anticuerpo monoclonal, o fragmento del mismo que comprende al menos la
Region Determinante de Complementariedad, que es especifico para la variante de tirosina 402 del Factor H del
Complemento caracterizado por una cualquiera o0 mas de las propiedades anteriores y se secreta por el clon con el
siguiente nimero de referencia A 08011002 (ECACC).

En consecuencia también se ensefia un anticuerpo, o fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad, que reconoce una de las isoformas del Factor H del Complemento.

Este anticuerpo que reconoce la isoforma es bien monoclonal o bien policlonal y en el caso en que el anticuerpo sea
policlonal, idealmente, es un anticuerpo policlonal purificado por afinidad para el Factor H del Complemento.

En consecuencia se ensefia un anticuerpo monoclonal, o fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad, preparado por un método que comprende las siguientes etapas:

a) inmunizar un animal mamifero no humano con al menos un fragmento del Factor H del Complemento
incluyendo dicho fragmento o dichos fragmentos una, o ambas, de la variante de histidina 402 o la variante de
tirosina 402;

b) extraer al menos una parte del bazo del animal y recuperar células del bazo inmunitarias;

c) fusionar las células inmunitarias del bazo con células de mieloma y recuperar las células hibridas fusionadas;
d) clonar las células por dilucion limitante para generar clones de células que secretan cada uno un anticuerpo
seleccionado;

e) cultivar las células hibridas clonadas en condiciones que den lugar a la produccién de anticuerpo monoclonal;

y
f) recuperar anticuerpo monoclonal del cultivo.

Idealmente, dicho animal no humano se inmuniza con una proteina de fusion que comprende dicho fragmento de
variante de histidina 402 del Factor H del Complemento y una parte Fc de IgG4 humano. Mas preferentemente aun,
dicho animal no humano se inmuniza con un fragmento adicional, o alternativo, del Factor H del Complemento que
comprende un fragmento de tipo silvestre de tirosina 402, producido como una proteina de fusion y acoplado de este
modo con una parte Fc de IgG4 humano.

Como apreciaran los expertos en la materia, cuando se practica el método anterior, la inmunizaciéon de un animal
con dicha primera de las proteinas de fusidn anteriores dara como resultado, entre cosas, la produccion de
anticuerpos monoclonales especificos para la variante de histidina 402 y, de forma similar, la inmunizacion de dicho
animal con la segunda de las proteinas de fusion anteriormente descritas dara como resultado, entre otras cosas, la
produccion de anticuerpos monoclonales especificos para la variante de tirosina 402 de CFH. Sin embargo,
adicionalmente, también se produciran anticuerpos monoclonales que reconozcan otros epitopos compartidos de las
dos proteinas inmunizadoras y de este modo, usando esta técnica, es posible obtener tres tipos de anticuerpo
monoclonal: especifico de histidina 402; especifico de tirosina 402 y monoclonal que reconozca cualquiera de las
formas de CFH.

Aun mas preferentemente, dicho animal no humano se inmuniza con ambas de las proteinas de fusion
anteriormente mencionadas y de este modo, al final del procedimiento, se obtienen anticuerpos monoclonales para
una de las variantes del Factor H del Complemento nativas, bien H402 o bien Y402.

Idealmente, la etapa d) se sigue de un proceso de exploracion que explora los clones de células para identificar los
que producen anticuerpos monoclonales especificos contra las variantes del factor H.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un clon que secreta un anticuerpo depositado
con la referencia 07042601 o con la referencia 08011002.

En consecuencia también se ensefia un anticuerpo policlonal que reconoce una de las isoformas del Factor H del
Complemento preparado por un método que comprende las siguientes etapas:

a) inmunizar un animal mamifero no humano con el Factor H del Complemento o un fragmento del mismo;
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b) extraer plasma de dicho animal;
c) fraccionar el plasma para extraer anticuerpo especifico para el Factor H del Complemento.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona el uso in vitro de un anticuerpo monoclonal, o
un fragmento del mismo que comprende al menos la Regién Determinante de Complementariedad, especifico para
la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; o la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho
anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 08011002;

para inhibir la unién del Factor H del Complemento con ligandos o tejidos. De acuerdo con un aspecto adicional de la
invencion se proporciona un producto terapéutico que comprende un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del
mismo que comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad, especifica para la variante de
histidina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la
referencia 07042601; o la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se
deposita con la referencia 08011002.

Como se ensefa en la presente memoria este producto terapéutico es util para superar enfermedades mediadas por
complemento evitando la participacién del Factor H del Complemento en afecciones inflamatorias mediadas por el
complemento.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencidon se proporciona el uso diagndstico de un anticuerpo
monoclonal, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad,
especifico para

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; o

ii) la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 08011002; para el diagndstico in vitro de AMD.

En este aspecto de la invenciéon el anticuerpo se usa para detectar la presencia de una isoforma especifica del
Factor H del Complemento en tejido, por ejemplo, se puede usar para detectar la presencia del Factor H del
Complemento en el ojo para ayudar a evaluar la presencia de, o el comienzo de, degeneracion macular relacionada
con la edad.

Ademas, se ensefa en la presente memoria una proteina de fusién como se describe en la presente memoria para
la produccién de anticuerpo monoclonal.

Ademas, se ensefia en la presente memoria cebadores Utiles para la produccién de una proteina de fusién como se
describe en la presente memoria.

Se describira ahora una realizacion de la invencion como ejemplo solamente con referencia a las figuras adjuntas en
las que:

La Figura 1a muestra un analisis de transferencia de western del Factor H del Complemento (fH) de plasma. El
plasma que se sometid a electroforesis en un gel a 7,5 % como se indica, se transfirié a nitrocelulosa y se
exploré con (a) mAB MBI-7 especifico para CFH de histidina (HfH) y (b) con un mAb que identifica ambas formas
de CFH (fH);

La Figura 1b muestra analisis de transferencia de western del Factor H del Complemento de plasma (fH). Se
sometio a electroforesis plasma de donantes (HH402: homocigoto para la forma His, YY402: homocigoto para la
forma Tyr, YH402: heterocigoto) en un gel a 7,5 % como se indica. Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa y
se exploraron con mAb como se indica. OX24 identifica ambas formas de CFH (fH), MBI-7 es especifico para el
CFH de histidina (HfH);

La Figura 1c es un analisis de transferencia de western del Factor H del Complemento de plasma realizado como
se describe en la Figura 1a. El mAb usado para explorar la mancha de transferencia es especifico de MBI-7 para
HfH y especifico de MBI-8 para el CFH de tirosina (YfH) como se indica;

La Figura 2a muestra la transferencia puntual de CFH endégeno purificado de individuos homocigotos para H
CFH (HfH) o Y CFH (YfH). EIl mAB MBI-7 identificé solamente H CFH (HfH);

La Figura 2b muestra la transferencia puntual de CFH enddgeno purificado de individuos homocigotos para HfH
(HH402) o YfH (YY402). Se exploraron las manchas de transferencia con MBI-7, MBI-8 u OX24 (que se une con
ambas formas). El MBI-7 identificé solamente HfH, MBI-8 detectdé solamente YfH y OX24 detecto tanto HfH como
YfH;

La Figura 3a muestra un ELISA que demuestra la deteccidon especifica de CFH en plasma de donantes que se
sabe que son homocigotos H CFH (HfH) o Y CFH (YfH) o heterocigotos para el polimorfismo de Y402H. En los
dos ejemplos de este ensayo ilustrado en la Figura 3, la dilucién del plasma esta en el eje x y A490 en el gje y;

La Figura 3b muestra ELISA que demuestra la deteccion especifica de CFH en plasma de donantes que se sabe
que son homocigotos HfH (HH402, rombos), u homocigotos YfH (YY402, triangulos), o heterocigotos para el
polimorfismo de Y402H (YH402, cuadrados). Las placas se recubrieron con anticuerpo policlonal para captura y
se uso MBI-7 o MBI-8 para detectar segun se indica. En los dos ejemplos de este ensayo ilustrado en la Figura 3,
la cantidad de plasma se indica en el eje x (ul de plasma en 100 pl de tampdn de volumen final) y la A492 en el
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eey;

La Figura 4 muestra un fragmento de la estructura de la secuencia de nucledtidos y la de aminoacidos
correspondiente de CFH que muestra sustitucion de T a C en 1277 y variante H402Y, respectivamente;

La Figura 5a muestra un procedimiento para un ensayo de varilla de inmersidon para determinar el genotipo del
Factor H del Complemento en un individuo para ensayar; y

La Figura 5b muestra un ensayo de varilla de inmersion para determinar el genotipo de CFH en un individuo para
ensayar. En este ejemplo, se cargaron 20 pg de cada anticuerpo (policlonal, MBI-7 y MBI-8 como se indica) en la
membrana. Después de bloquear las membranas se cortaron en tiras, que después se incubaron con muestras
de plasma de individuos que eran homocigotos YY402, heterocigotos YH402 u homocigotos HH402, se diluyo
plasma (plasma 2 % v/v) en PBS/leche. Después de 30 minutos, las tiras se lavaron en PBS/Tween, después se
incubaron con anticuerpo policlonal conjugado directamente con peroxidasa de rabano rusticano. Después de 15
minutos, las tiras se lavaron en PBS/Tween y se detectd el fH unido usando revelado del color (revelado con
cloronaftol).

Declaraciéon del método
Proteinas

El polimorfismo de H402Y reside en el dominio 7 de repeticién consenso corta (SCR) del factor H. Para dirigirse a
esta region, las proteinas de fusién que comprenden la parte Fc de IgG4 humano unido con SCR 6, 7 y 8 del factor
H humano se modificaron técnicamente y se expresaron esencialmente como se describe (7).

1. Se aislé ARN de PBL humano y se convirti6 a ADNc por RT-PCR
2. Se usaron cebadores especificos para amplificar ADN que codificaba SCR6-8. (a) Cebador con sentido: (5°)
gcgtctagaaccttgaaaccttgtgattatcc (3')

(b) Cebador antisentido: (5’) cagggatccagatttaatgcacgtgggttg (3')

Estos cebadores contienen secuencias de nucleétidos adicionales para permitir la digestion por enzimas de
restriccion y ligamiento en el vector de expresion.

3. El ADN se ligé en un plasmido cadena abajo y en fase con ADN que codificaba el péptido sefial de CD33. El
plasmido resultante se usé como molde para PCR posterior donde el producto de ADN amplificado incluia la
secuencia que codificaba el péptido sefial y el factor H.

4. Se ligé ADN purificado que codificaba el péptido sefial y SCR del factor H en un plasmido cadena arriba del
ADN que codificaba la region Fc de IgG4 humano, Esta metodologia gener6é una construccion de ADN que
codificaba la variante de His de CFH.

5. Para generar una construccion que codificaba la forma Tyr del factor H, se disefiaron nuevos cebadores que
introducian una mutacién puntual en la construccion de His previamente generada. Se us6 PCR de dos estadios
para generar una nueva construccion que contenia ADN que codificaba la variante de Tyr del factor H.

Cebador 1 (usado con el cebador (b) anterior): (5’) aatcaaaattatggaagaaag (3’)
Cebador 2 (usado con el cebador (a) anterior): (5’) ctitcttccataattttgatt (3')

6. Se ligé ADN que codificaba la variante de Tyr en los vectores de expresion como se ha descrito anteriormente
en 3 y 4 de modo que el ADN que codificaba la variante de Tyr estaba en fase con ADN que codificaba el péptido
sefial CD33 y ADN que codificaba la regiéon Fc de IgG4 humano.

7. Se transfectaron células CHO con el vector que codificaba una de las construcciones.

8. Se purificé la proteina de fusion del sobrenadante de lineas celulares transfectadas.

Se generaron dos proteinas de fusion, una con H en la posicién relevante de SCR 7 (HfH-Fc) y una con Y en esta
posicion (YfH-Fc). Las proteinas de fusion recombinantes se purificaron hasta su homogeneidad en proteina A
sepharose.

Para obtener factor H nativo de solamente una isoforma, bien H402 (HfH) o bien Y402 (YfH), se identificaron
donantes apropiados por genotipacion, se tomaron muestras sanguineas y se purifico el factor H del plasma por
cromatografia de afinidad en anticuerpo anti factor H inmovilizado. Las proteinas purificadas se evaluaron con
respecto a pureza por analisis de SDS-PAGE.

Protocolos de inmunizacion

Se inmunizaron ratones Balb/C con las proteinas de fusion HfH-fC o la YfH-Fc en adyuvante completo de Freund.
Cuatro semanas después, los ratones se reforzaron con la misma proteina en adyuvante incompleto de Freund y se
administraron dos refuerzos adicionales a intervalos de 3 semanas. Después se tomaron muestras de sangre de los
ratones y se ensayaron las respuestas de anticuerpo en suero en ELISA frente a las dos proteinas de fusion y las
formas H e Y de factor de H purificado. Se proporcioné a los ratones que daban fuertes respuestas contra las
proteinas de fusion relevantes y factor H purificado un refuerzo final sin adyuvante. Después se recogieron bazos y
células del bazo fusionadas con células de mieloma para generar hibridomas secretores de anticuerpo usando
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protocolos convencionales. Se repartieron en alicuotas mezclas de fusion en seis placas de 24 pocillos o seis placas
de 96 pocillos y se colocaron en un incubador a 37 °C. Después de dos semanas, se recogieron los sobrenadantes y
se exploraron por ELISA con respecto a anticuerpos contra el factor H purificado (mezcla de HfH e YfH). Se
sometieron pocillos positivos a clonacién de dilucién limitante en placas de 96 pocillos. Después de dos semanas
adicionales, se exploraron sobrenadantes de placas de clones por ELISA con respecto a anticuerpos reactivos con
el factor H; se realizaron dos exploraciones separadas contra HfH e YfH, respectivamente. Las células de pocillos
que mostraban fuerte reactividad contra una variante del factor H pero no la otra se volvieron a clonar y el proceso
se repitid dos veces mas. Se cultivaron clones que permanecian especificos para una forma del factor H al final de
este proceso a granel para la generacion de anticuerpos.

Caracterizacion de anticuerpos anti factor H

Se ensayaron la clase y subclase de inmunoglobulina para cada anticuerpo usando un kit de isotipacion comercial.
Se ensayo la especificidad por HfH sobre YfH (o viceversa) en ELISA y transferencia de western usando HfH e YfH.

Los clones que secretaban los anticuerpos monoclonales descritos en la presente memoria se han depositado en la
Coleccion Europea de Cultivo Celulares (ECACC) en Porton Down con los siguientes numeros de referencia:

Monoclonal especifico para la variante H402 del Factor H del Complemento A 07042601, 26 de abril de 2007
(Clon MB1-7).

Anticuerpos monoclonales (IgM) especificos para la variante Y402 del Factor H del Complemento A 08011002, 10
de enero de 2008 (Clon MB1-8) y A 08071501, 15 de julio de 2008.

Anticuerpos monoclonales (IgG1) especificos para la variante Y402 del Factor H del Complemento A 08071502, 15
de julio de 2008 (Clon MB1-6).

Anticuerpos monoclonales especificos para una de las isoformas del Factor H del Complemento A 08011003, 10 de
enero de 2008 (Clon MB1-9).

Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC)

Agencia de Proteccion de la Salud

Centro para Preparacion y Respuesta a Emergencias

Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG. Reino Unido

Desarrollo de un ELISA que detecta especificamente HfH en muestras de plasma

Se recubrieron placas de ELISA con policlonal antifactor H (policlonal antifactor H purificado por afinidad interno o
comercial) y se bloqued con BSA. Se diluyeron muestras de plasma de individuos de estado de factor H conocido
(de genotipacién) (homocigoto HfH, homocigoto YfH o heterocigoto) en PBS/Tween y se incubd en los pocillos.
Después de lavar, el anticuerpo de ensayo diluido en PBS/BSA se incubd en los pocillos. Después de lavados
adicionales, las placas se incubaron finalmente con un reactivo de inmunoglobulina anti ratéon conjugado con HRP
(comercial). Las placas se revelaron usando O-fenildiamina (OPD) y se leyé la absorbancia en un espectrofotdometro
de placas.

Regiones determinantes de complementariedad

Los ensayos también pueden usar fragmentos de anticuerpos monoclonales generados por tecnologia recombinante
o por digestion enzimatica.

Los Fv monocatenarios son unidades de union a antigeno que comprenden una uUnica cadena polipeptidica
codificada por un gen. ScFv también puede fusionarse con otros dominios proteicos o peptidicos usando tecnologia
recombinante. Se generan forman pequefas, recombinantes del anticuerpo aislando ARNm del hibridoma (por
ejemplo MBI7, MBIS8, etc.) y generando ADN que codifica las regiones variables por RT-PCR. Se clona ADN que
codifica las regiones variables de las cadenas pesada y ligera en un vector de expresion apropiado. El vector de
expresion puede codificar también una secuencia lider para expresion y un dominio de unién entre las dos regiones
variables (por ejemplo, (GGGGSGGGS),). En algunos casos, puede clonarse ADN que codifica un domino proteico
(o dominio peptidico) adicional en fase con ADN que codifica el fragmento de anticuerpo. Se usan vectores
adecuados para expresion de proteina recombinante en células eucariotas o procariotas, en este ultimo caso los
fragmentos de anticuerpo recombinantes se repliegan a partir de cuerpos de inclusion y se purifican usando técnicas
cromatograficas clasicas.

En algunos casos se clona ADN que codifica el scFv en un vector de fagémido que se transforma en bacterias
apropiadas. El rescate de fagos (por infeccion con fagos auxiliares) y seleccion posterior de fagos aislados en el
factor H permite el aislamiento de un clon que se une con el factor H con la afinidad deseada. Los fagos rescatados
de seleccidon pueden usarse después para infectar una cepa bacteriana adecuada dando como resultado scFv
soluble.

Los anticuerpos monoclonales también pueden fragmentarse en unidades mas pequefias para su Uso en ensayos.
La digestion enzimatica con enzimas, por ejemplo pepsina o papaina, dara como resultado fragmentos tales como
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Fab, o Fab que pueden purificarse a partir de la mezcla por técnicas cromatograficas clasicas.
Resultados
Caracterizacion de anticuerpos

A partir de placas de clonacion originales, se identificaron muchos clones que eran reactivos con CFH purificado. De
estos, varios reaccionaron predominantemente o exclusivamente con HfH o YfH en la segunda exploracion de
ELISA. Uno de estos mAb, denominado MBI-7, se ensayd en transferencia de western frente a plasma de donantes
que se sabia que eran homocigotos con respecto a HfH o YfH o donantes heterocigotos. EIl mAb MBI-7 detect6 una
fuerte banda al tamafio correcto para CFH en HfH y donantes heterocigotos pero fue completamente negativo
cuando se uso para explorar plasma de donantes homocigotos YfH (Figura 1a). Un segundo anticuerpo, MBI-8, se
ensay6 de forma similar en transferencia de western frente a plasma de donantes y detectd una fuerte banda al
tamafio correcto para CFH en YfH y donantes heterocigotos pero fue completamente negativo cuando se us6 para
explorar plasma de donantes de HfH (Figura 1b). Por el contrario, se detecté CFH en todas las muestras de plasma
por un anticuerpo monoclonal que se sabe que se une tanto con HfH como con YfH (Figura 1a). Tanto mAb MBI-7
como mAb MBI-8 mostraron la misma especificidad por HfH purificado en transferencia puntual (Figura 2).

Establecimiento de un ensayo de ELISA especifico para HfH

En el ELISA usando el mAb MBI-7 de HfH como reactivo de deteccion, el plasma de donantes que se sabe que son
homocigotos HfH dio un fuerte desplazamiento en todo el intervalo de dilucién ensayado. Por el contrario, el plasma
de homocigotos YfH fue esencialmente negativo en el ensayo. Las muestras de plasma de individuos heterocigotos
para el polimorfismo dieron valores intermedios y se distinguieron faciimente de cualquiera de los homocigotos
(Figura 3).

Demostracion de un ensayo de varilla de inmersion

Se ilustra un ejemplo de un ensayo de varillas de inmersion en el que se aplican MBI-7, MBI-8 o anticuerpo
policlonal a la membrana en puntos distintos (Figura 5). La membrana se usa para capturar CFH de muestras de
plasma y se detecta CFH unido con anticuerpo policlonal conjugado con HRPO. Se revelé el color usando
cloronaftol. MBI-7 dio una sefial positiva de donantes HfH homocigotos o heterocigotos mientras que MBI-8 dio una
sefial positiva de donantes YfH homocigotos o heterocigotos. Cuando se us6 anticuerpo policlonal como captura, se
obtuvo sefial con todos los anticuerpos de captura.

Analisis

Se describe la generacion de dos mAb, cada uno especifico para una de las dos variantes polimoérficas en el resto
402 en el factor H. Estos reactivos Unicos permiten la fenotipacion rapida y sencilla de individuos usando ELISA. Los
mAb también proporcionan un medio para detectar la deposicion especifica de una variante polimoérfica particular en
tejidos en enfermedad y proporcionan una herramienta para inhibir la union de CFH con ligandos en tejidos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la existencia de un factor de riesgo para Degeneracion Macular Relacionada con la
Edad (AMD) en una muestra de plasma obtenida de un individuo que comprende:

a) exponer dicha muestra a al menos un anticuerpo, o un fragmento del mismo que comprende al menos la
Region Determinante de Complementariedad, especifico para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Region
determinante de Complementariedad; o

ii) la variante de tirosina 402 de Factores H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el
clon depositado con la referencia 08011002, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Regién
Determinante de Complementariedad;

b) determinar la union especifica de dicho anticuerpo con el Factor H del Complemento de plasma y cuando
tenga lugar union del anticuerpo secretado por el clon depositado con la referencia 07042601 concluir que la
variante de histidina 402 esta presente, o cuando tenga lugar la unién del anticuerpo secretado por el clon
depositado con la referencia 08011002 concluir que esta presente la variante de tirosina 402; y

c) cuando esté presente la variante de histidina 402 concluir que el individuo tiene, o estd en mayor riesgo de
desarrollar AMD, o cuando la unién del anticuerpo especifico de tirosina indique un estado homocigoto para la
variante de tirosina concluir que el individuo esta en menor riesgo de desarrollar AMD.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa b) implica el uso solamente de anticuerpo
secretado por el clon depositado con la referencia 08011002, o un fragmento del mismo que comprende al menos la
Region Determinante de Complementariedad, y la etapa c) implica un ensayo cuantitativo para determinar si el
individuo es homocigoto para la variante de tirosina.

3. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente en el que después de la etapa b) se retiran los
anticuerpo no unidos de modo que la determinacién posterior de la unién pueda llevarse a cabo sin, o con la minima
cantidad de, interferencia de fondo de anticuerpos no unidos.

4. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente en el que la etapa a) se sigue de una etapa que
implica exponer plasma al anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad que reconoce ambas variantes del Factor H del Complemento en el que el
anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 08011003 y cualquier proteina de plasma no unida se
retira por lavado antes de exponer adicionalmente los anticuerpos unidos a anticuerpos secundarios especificos
para la variante His402 o la variante Tyr 402.

5. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente que implica ademas el uso de un anticuerpo
secundario que se une con un anticuerpo especifico de isoforma o un fragmento de anticuerpo que comprende al
menos la Region Determinante de Complementariedad y en el que dicho anticuerpo secundario se une
directamente, o indirectamente, con un sistema de marcaje.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que dicho sistema de marcaje incluye uno cualquiera o mas de
los siguientes: sistemas de ELISA, sistemas bioluminiscentes, sistemas quimioluminiscentes o sistemas indicadores
pigmentados.

7. Un kit para llevar a cabo el método de acuerdo con las reivindicaciones 1-6 en el que dicho kit comprende un
anticuerpo, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Regién Determinante de Complementariedad,
especifico para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; y/o

ii) la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 08011002.

8. El kit de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que dicho kit incluye ademas un anticuerpo, o un fragmento del
mismo que comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad, que reconoce cualquier isoforma
del Factor H del Complemento en el que el anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 08011003.

9. El kit de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que dicho anticuerpo es monoclonal o policlonal.

10. El kit de acuerdo con las reivindicaciones 7-8 en el que dicho kit incluye ademas medios de marcaje que
permiten determinar la unién de dichos uno o mas anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo, con el Factor H del
Complemento.

11. El kit de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que dicho kit incluye un anticuerpo secundario que se acopla con
un sistema de ELISA o un sistema de ensayo activado por luz o un sistema de ensayo pigmentado.
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12. El kit de acuerdo con la reivindicacion 11 en el que dicho anticuerpo secundario es un anticuerpo especifico de
isoforma.

13. Un anticuerpo que es especifico para la variante de histidina H402 del Factor H del Complemento en el que
dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 07042601, o un fragmento del mismo que
comprende la menos la Regién Determinante de Complementariedad.

14. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que es especifico para la variante de tirosina Y402 del Factor H del
Complemento en el que dicho anticuerpo se secreta por el clon depositado con la referencia 08011002, o un
fragmento del mismo que comprende al menos la Region Determinante de Complementariedad.

15. El uso in vitro de un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Region
Determinante de Complementariedad, especifico para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; o

ii) la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 08011002;

para inhibir la unién del Factor H del Complemento con ligandos o tejidos.

16. Un producto terapéutico que comprende un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo que comprende al
menos la Regién Determinante de Complementariedad, especifico para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; o

ii) la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 08011002.

17. Uso de un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo que comprende al menos la Region Determinante
de Complementariedad, especifico para:

i) la variante de histidina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 07042601; o

ii) la variante de tirosina 402 del Factor H del Complemento en la que dicho anticuerpo se secreta por el clon
depositado con la referencia 08011002; para el diagndéstico in vitro de AMD.

18. Un clon que secreta un anticuerpo depositado con la referencia 07042601 o con la referencia 08011002 o con la
referencia 08011003.

11
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FIGURA 2(b)
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FIGURA 4
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