ES 2605471 T3

@

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 605 471
Eint. a1

CO7K 14/705 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)
A61K 38/17 (2006.01)
A61P 37/00 (2006.01)

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 06.05.2009  PCT/US2009/043020
Fecha y numero de publicacion internacional: 12.11.2009 WO0O09137605

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  06.05.2009  E 09743591 (1)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 07.09.2016  EP 2280996

T|’tu|o: Variantes de CRIg de afinidad madurada

Prioridad: @ Titular/es:
06.05.2008 US 50888 P GENENTECH, INC. (100.0%)
20.08.2008 US 189653 P 1 DNA Way
South San Francisco, CA 94080, US
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
14.03.2017 E’:D;l,j’GS.ACHDEV’ S-

VAN LOOKEREN CAMPAGNE, MENNO y
WIESMANN, CHRISTIAN

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2605471 T3

DESCRIPCION
Variantes de CRIg de afinidad madurada
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a variantes de CRIg de afinidad madurada. En particular, la invencion se refiere a
variantes de CRIg que tienen afinidad de unién aumentada a C3b y que retienen la union selectiva a C3b sobre C3.

Antecedentes de la invencion

El sistema del complemento

El sistema del complemento es una cascada compleja de enzimas compuesta por una serie de glucoproteinas de
suero que normalmente existen en forma de pro-enzima inactiva. Tres rutas principales, la ruta clasica, la alternativa
y la de lectina de unién a manosa, pueden activar el complemento, que se juntan a nivel de C3, donde dos C3
convertasas similares escinden C3 en C3a y C3b.

Los macréfagos son células especializadas que han desarrollado una capacidad innata de reconocer diferencias
sutiles en la estructura de etiquetas de identificacion expresadas en superficie celular, los llamados patrones
moleculares (Taylor, et al., Eur J Immunol 33, 2090-1097 (2003); Taylor, et al., Annu Rev Immunol 23, 901-944
(2005)). Aunque el reconocimiento directo de estas estructuras superficiales es un aspecto fundamental de la
inmunidad innata, la opsonizacion permite que los receptores de macréfagos genéricos medien la internalizacion,
aumentando la eficacia y diversificando el repertorio de reconocimiento del fagocito (Stuart y Ezekowitz, Immunity
22, 539-550 (2005)). El proceso de fagocitosis implica multiples interacciones ligado-receptor, y ahora esta claro que
diversas opsoninas, incluyendo inmunoglobulinas, colectinas y componentes del complemento, guian las actividades
celulares requeridas para la internalizacién del patégeno a través de la interaccion con receptores de superficie
celular de macrofagos (revisado por Aderem y Underhill, Annu Rev Immunol 17, 593-623 (1999); Underhill y
Ozinsky, Annu Rev Immunol 20, 825-852 (2002)). Aunque las inmunoglobulinas naturales codificadas por genes de
la linea germinal pueden reconocer una amplia diversidad de patdégenos, la mayoria de las IgG opsonizantes se
generan a través de inmunidad adaptativa y, por lo tanto, la eliminacién eficaz a través de los receptores Fc no es
inmediata (Carroll, Nat Immunol 5, 981-986 (2004)). EI complemento, por otro lado, reconoce rapidamente las
moléculas de superficie de los patdégenos y sensibiliza a la particula para su captacién por receptores del
complemento (Brown, Infect Agents Dis 1,63-70 (1991)).

El complemento consiste en mas de 30 proteinas de suero que opsonizan una amplia diversidad de patégenos para
el reconocimiento por receptores del complemento. Dependiendo del desencadenante inicial de la cascada, pueden
distinguirse tres rutas (revisado por (Walport, N Engl J Med 344, 1058-1066 (2001)). Las tres comparten la etapa
comun de activar el componente central C3, pero difieren de acuerdo con la naturaleza del reconocimiento y las
etapas bioquimicas iniciales que conducen a la activacion de C3. La ruta clasica se activa por anticuerpos unidos a
la superficie del patbgeno, que a su vez se unen al componente del complemento C1q, poniendo en marcha una
cascada de serina proteasa que finalmente escinde C3 en su forma activa, C3b. La ruta lectina se activa después
del reconocimiento de motivos de carbohidrato por proteinas lectina. Hasta la fecha, se han identificado tres
miembros de esta ruta: lectinas de unién a manosa (MBL), la familia SIGN-R1 de lectinas y las ficolinas (Pyz et al.,
Ann Med 38, 242-251 (2006)). Tanto las MBL como las ficolinas se asocian a serina proteasas, que actian como C1
en la ruta clasica, activando los componentes C2 y C4 que conducen a la etapa central C3. La ruta alternativa
contrata con ambas rutas, la clasica y de lectina, en que se activa debido a reaccion directa del éster de C3 interno
con motivos de reconocimiento sobre la superficie del patégeno. La union inicial de C3 a una superficie activadora
conduce a rapida amplificacion de deposicion de C3b a través de la accion de las proteasas Factor B y Factor D de
la ruta alternativa. De forma importante, C3b depositado por la ruta clasica o de lectina también puede conducir a
amplificacion de deposicion de C3b a través de las acciones de Factores B y D. En las tres rutas de activacion del
complemento, la etapa central en la opsonizacion es la conversion del componente C3 en C3b. La escision de C3
por enzimas de las cascadas del complemento expone al tioéster a ataque nucledfilo, permitiendo la unién covalente
de C3b en superficies antigénicas mediante el dominio tioéster. Esta es la etapa inicial en la opsonizacién del
complemento. La posterior proteélisis del C3b unido produce iC3b, C3c y C3dg, fragmentos que se reconocen por
diferentes receptores (Ross y Medof, Adv Immunol 37, 217-267 (1985)). Esta escision anula la capacidad de C3b de
amplificar adicionalmente la deposicion de C3b y activar los componentes posteriores de la cascada del
complemento, incluyendo el complejo de ataque a membrana, capaz de dar la membrana directamente. Sin
embargo, los receptores fagociticos de macrofagos reconocen C3b y sus fragmentos de forma preferente; debido a
la versatilidad de la formacion del enlace éster, la opsonizacion mediada por C3 es central para el reconocimiento
del patégeno (Holers et al., Immunol Today 13, 231-236 (1992)), y receptores para los diversos productos de
degradacion de C3, por lo tanto, desempefian un papel importante en la respuesta inmunitaria del hospedador.

El propio C3 es una proteina compleja y flexible que consiste en 13 dominios distintos. El niicleo de la molécula esta
compuesto por 8 dominios llamados de macroglobulina (MG), que constituyen las cadenas a y B fuertemente
empaquetadas de C3. Insertados en esta estructura estan los dominios CUB (C1r/C1s, Uegf y Bone morphogenetic
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protein-1 (proteina morfogénica-1 de huesos)) y TED, conteniendo el ultimo el enlace tioéster que permite la
asociacion covalente de C3b con las superficies del patdgeno. Los dominios restantes contienen C3a o actian como
enlazadores y espaciadores de los dominios centrales. La comparacion de las estructuras de C3b y C3c con C3
demuestran que la molécula experimenta reordenamientos conformacionales principales con cada protedlisis, que
expone no solamente el TED, sino nuevas superficies adicionales de la molécula que pueden interaccionar con
receptores celulares (Janssen y Gros, Mol Immunol 44, 3-10 (2007)).

Receptores de C3 del complemento en células fagociticas

Existen tres superfamilias génicas conocidas de receptores del complemento: Los modulos de repeticion consenso
corta (SCR) que codifican CR1 y CR2, los miembros de la familia de beta-2 integrina CR3 y CR4, y el miembro de la
superfamilia de inmunoglobulina Ig CRIg.

CR1 es una glucoproteina de 180-210 kDa que consiste en 30 repeticiones consenso cortas (SCR) y desempefia un
papel principal en la eliminacion del complejo inmunitario. Las SCR son estructuras modulares de aproximadamente
60 aminoacidos, cada una con dos pares de enlaces disulfuro que proporcionan rigidez estructural. La unién de alta
afinidad tanto a C3b como a C4b sucede a través de dos sitios distintos, cada uno compuesto de tres SCR,
(revisado por (Krych-Goldberg y Atkinson, Immunol Rev 180, 112-122 (2001)). La estructura del sitio de unién a C3b,
contenido dentro de SCR 15-17 de CR1 (sitio 2), se ha determinado por MRI (Smith et al., Cell 108, 769-780 (2002)),
revelando que los tres moédulos estan en una disposicion ampliada cabeza a cola con flexibilidad en la unién 16-17.
La mutagénesis guiada por estructura identifico una regién superficial cargada positivamente en el médulo 15 que es
critica para la unién a C4b. Este parche, junto con cadenas laterales basicas del médulo 16 expuesto en la misma
cara de CR1, es necesario para la unién a C3b. La funcion principal de CR1, descrita por primera vez como un
receptor de adherencia inmunitaria (Rothman et al., J Immunol 115, 1312-1315 (1975)), es capturar IC en eritrocitos
para el transporte y eliminacion por el higado (Taylor et al., Clin Immunol Immunopathol 82, 49-59 (1997)). Existe un
papel en la fagocitosis para CR1 en neutréfilos, pero no en macroéfagos tisulares (Sengelov et al., J Immunol 153,
804-810 (1994)). Ademas de su papel en la eliminacion de complejos inmunitarios, CR1 es un potente inhibidor de la
activacion de las rutas tanto clasica como alternativa a través de su interaccion con las convertasas respectivas
(Krych-Goldberg y Atkinson, 2001, supra; Krych-Goldberg et al., J Biol Chem 274, 31160-31168 (1999)). En ratones,
CR1 y CR2 son dos productos del mismo gen formados por corte y empalme alternativo y estan asociados
principalmente a linfocitos B y células dendriticas foliculares y funcionan principalmente en la regulacién de
respuestas de células B (Molina et al., 1996). El equivalente funcional de ratén de CR1, Crry, inactiva las enzimas de
la ruta clasica y alternativa y actua como regulador intrinseco de la activacion del complemento en lugar de como un
receptor fagocitico (Molina et al., Proc Natl Acad Sci USA 93, 3357-3361 (1992)).

CR2 (CD21) se une aiC3b y C3dg y es el receptor principal del complemento que potencia la inmunidad de células
B (Carroll, Nat Immunol 5, 981-986 (2004); Weis et al., Proc Natl Acad Sci USA 81, 881-885 (1984)). La captacion de
antigeno recubierto con C3d por células B afines provoca una sefial potenciada mediante el receptor de antigeno de
células B. Por tanto, el co-acoplamiento del co-receptor CD21-CD19-CD81 con el receptor de antigenos de células B
disminuye el umbral de activacion de células B y proporciona una sefal de supervivencia importante (Matsumoto et
al., J Exp Med 173, 55-64 (1991)). El sitio de unién de CR2 en iC3b se ha mapeado parcialmente en la superficie de
contacto entre los dominios TED y MG1 (Clemenza e Isenman, J Immunol 165, 3839-3848 (2000)).

CR3 y CR4 son heterodimeros transmembrana compuestos por una subunidad alfa (CD11b o am y CD11c o ax,
respectivamente) y una cadena beta comin (CD18 o f2), y estan implicados en la adhesién a matriz extracelulary a
otras células asi como en el reconocimiento de iC3b. Pertenecen a la familia de integrina y realizan funciones no
solamente en la fagocitosis, sino también en el trafico y migracion de leucocitos, formacion de sinapsis y co-
estimulacién (revisado por (Ross, Adv Immunol 37, 217-267 (2000)). La adhesividad de la integrina esta regulada a
través de un proceso llamado sefalizacion de dentro hacia fuera, que transforma las integrinas de un estado de
unién de baja afinidad a alta afinidad (Liddington y Ginsberg, J Cell Biol 158, 833-839 (2002)). Ademas, la unién al
ligando transduce sefiales desde el dominio extracelular al citoplasma. Los sitios de union de iC3b se han mapeado
a varios dominios en la cadena alfa de CR3 y CR4 (Diamond et al., J Cell Biol 120, 1031-1043 (1993); Li y Zhang, J
Biol Chem 278, 34395-34402 (2003); Xiong y Zhang, J Biol Chem 278, 34395-34402 (2001)). Los multiples ligandos
para CR3: iC3b, beta-glucano e ICAM-1, parecen unirse a sitios parcialmente solapantes contenidos dentro del
dominio | de CD11b (Balsam et al., 1998; Diamond et al., 1990; Zhang y Plow, 1996). Su reconocimiento especifico
de la forma proteoliticamente inactivada de C3b, iC3b, se predice basandose en estudios estructurales que localizan
los sitios de union de CR3 en restos que quedaran expuestos tras el desplegamiento del dominio CUB en C3b
(Nishida et al., Proc Natl Acad Sci U S A 103, 19737-19742 (2006)), que sucede tras escision de la cadena o' por la
proteasa reguladora del complemento, Factor |

CRIg es un receptor asociado a macréfagos con homologia al antigeno A33 y JAM1 que es necesario para la
eliminacion de patdégenos del torrente sanguineo. Una proteina CRIg humana se cloné por primera vez a partir de
una biblioteca de ADNc fetal humano usando cebadores degenerados que reconocen dominios Ig conservados de
JAM1 humano. La secuenciaciéon de varios clones revel6 una fase de lectura abierta de 400 aminoacidos.
Busquedas BLAST confirmaron similitud a Z39lg, una proteina transmembrana de tipo 1 (Langnaese et al., Biochim
Biophys Acta 1492 (2000) 522-525). Se descubrié que la region extracelular de esta molécula consistia en dos
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dominios tipo Ig, que comprenden un dominio V-set N-terminal y un dominio C2-set C-terminal. La novedosa
proteina humana se denomind originalmente "single transmembrane lg superfamily macrophage associated"
asociada a macréfagos del miembro de la superfamilia de Ig transmembrana individual (huSTIgMA). Posteriormente,
usando cebadores 3' y 5', se clon6 una variante de corte y empalme de huSTIgMA, que carece el dominio IgC
proximal de membrana y es 50 aminoacidos mas corta. Por consiguiente, la variante de corte y empalme mas corta
de esta proteina humana se denominé huSTIgMAshort. La secuencia de aminoacidos de huSTIgMA (mencionada
como PRO362) y la secuencia polinucleotidica codificante se describen en la patente de Estados Unidos n.°
6.410.708, expedida el 25 de junio de 2002. Ademas, tanto huSTIgMA como huSTIgMAshort, junto con la proteina
STIGMA murina (muSTIgMA) y las secuencias de acido nucleico, se describen en la publicacion PCT WO
2004031105, expedida el 15 de abril de 2004.

La estructura cristalina de CRIg y un complejo C3b:CRIg se describe en la publicacién de solicitud de Estados
Unidos n.° 2008/0045697, publicada el 21 de febrero de 2008. La estructura de este complejo también se describe
en Wiesmann et al., Nature, 444(7116):217-20, 2006. Este articulo también describe el uso de mutantes de CRIg
para proporcionar evidencias de que CRIg actua como inhibidor de la ruta alternativa del complemento. Ademas, la
publicacion PCT WO 2008036135 se refiere al uso del CRIg y estructura del complejo C3b:CRIg para identificar
moléculas que estan estructural y funcionalmente relacionadas con CRIg.

Las células de Kupffer (KC), que residen dentro del lumen de los sinusoides del higado, forman la poblacion mas
grande de macréfagos en el cuerpo. Aunque las KC tienen marcadores en comun con otros macréfagos residentes
del tejido, realizan funciones especializadas dirigidas a una eliminacion eficaz de las bacterias derivadas del
intestino, desechos microbianos, endotoxinas bacterianas, complejos inmunitarios y células muertas presentes en la
sangre de la vena porta que drena desde el sistema microvascular del tracto digestivo (Bilzer et al., Liver Int 26,
1175-1186 (2006)). La unién eficaz de patdégenos a la superficie de las KC es una etapa crucial en la defensa
inmunitaria de primera linea contra los patégenos (Benacerraf et al., J Exp Med 110, 27-48 (1959)). Un papel central
para las KC en la eliminacion rapida de patégenos de la circulacion se ilustra por la mortalidad significativamente
aumentada en ratones con reduccion de KC (Hirakata et al., Infect Immun 59, 289-294 (1991)). La identificacién de
CRIg acentua adicionalmente el papel critico del complemento y las KC en la defensa inmunitaria de primeria linea
contra patogenos en circulacion. El uso de CRIg en la prevenciéon y tratamiento de trastornos asociados al
complemento se ha descrito en la publicacion PCT WO 2006042329.

Los unicos receptores de C3 del complemento identificados en KC de ratén son CRIg y CR3 (Helmy et al., Cell 124,
915-927 (2006)), aunque las KC humanas muestran expresion adicional de CR1 y CR4 (Hinglais et al., 1989). Tanto
CRIg como CR3 en las KC contribuyen a la unién a particulas opsonizadas iC3b in vitro (Helmy et al., Lab Invest 61,
509-514 (2006)). In vivo, el papel de CR3 expresado en KC en la unién a patégenos recubiertos con iC3b esta
menos claro. Se ha propuesto que CR3 contribuye a la eliminacién de patégenos de forma indirecta mediante el
reclutamiento de neutréfilos y la interaccion con ICAM1 expresada en neutréfilos (Conlan y North, Exp Med 179,
259-268 (1994); Ebe et al., Pathol Int 49, 519-532 (1999); Gregory et al., J Immunol 157, 2514-2520 (1996); Gregory
y Wing, J Leukoc Biol 72, 239-248 (2002); Rogers y Unanue, Infect Immun 61, 5090-5096 (1993)). En contraste,
CRIg realiza un papel directo capturando patdégenos que transitan a través del lumen sinusoide del higado (Helmy et
al., 2006, supra). Una diferencia en la biologia de CRIg frente a CR3 esta en parte reflejada por la diferencia en las
caracteristicas de union de estos dos receptores. CRIg expresado en KC se une de forma constitutiva a fragmentos
C3 monoméricos mientras que CR3 se une solamente a particulas opsonizadas con iC3b (Helmy et al., 2006,
supra). La capacidad de CRIg de capturar de forma eficaz C3b monomeérico e iC3b asi como particulas recubiertas
con C3b/iC3b refleja la avidez aumentada creada por una interaccion multivalente entre moléculas CRIg centradas
en la punta de extensiones de membrana de los macrofagos (Helmy et al., 2006, supra) y multimeros de C3b e iC3b
presentes en la superficie del patégeno. Mientras CR3 se une solamente a particulas recubiertas con iC3b, CRIg se
une adicionalmente a C3b, el primer producto de escision de C3 formado en patégenos opsonizados en suero
(Croize et al., Infect Immun 61,5134-5139 (1993)). Como una gran cantidad de moléculas C3b unidas a la superficie
del patogeno estan protegidas de escision por factor H e | (Gordon et al., J Infect Dis 157, 697-704 (1988)), el
reconocimiento de ligandos C3b por CRIg asegura la rapida union y eliminacion. Por tanto, aunque se expresan
tanto CRIg como CR3 en KC, muestran diferente especificidad de ligando, distintas propiedades de unién y distinta
cinética de eliminacién de patégeno.

Ejemplos de patégenos que explotan los receptores de superficie celular para la entrada celular son virus como el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y bacterias intracelulares como Mycobacterium tuberculosum,
Mycobacterium leprae, Yesenia pseudotuberculosis, Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes y parasitos
como el prostigmatoide Leishmania major (Cossart y Sansonetti, Science 304:242-248 (2004); Galan, Cell 103:363-
366 (2000); Hornef et al., Nat. Immunol. 3:1033-1040 (2002); Stoiber et al., Mol. Immunol. 42:153-160 (2005)).

Como se ha analizado anteriormente, CRIg es un receptor de C3 del complemento descubierto recientemente
expresado en una subpoblacién de macroéfagos residentes en el tejido. Después de funcionar como un receptor del
complemento para proteinas C3, el dominio IgV extracelular de CRIg inhibe selectivamente la ruta alternativa del
complemento uniéndose a C3b e inhibiendo la activacion proteolitica de C3 y C5. Sin embargo, la afinidad de unién
de CRIg por la subunidad convertasa C3b es baja (CI50 > 1 mM) que requiere una concentracion relativamente alta
de proteina para alcanzar la inhibicién casi completa del complemento. Por consiguiente, existe una necesidad de
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polipéptidos CRIg con eficacia terapéutica mejorada. La presente invencion proporciona dichos polipéptidos.
Sumario de la invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en la construccion de una variante de CRIg con afinidad de unién
potenciada. Una proteina CRIg-ECD con sustituciones combinadas de aminoacidos Q64R y M86Y mostré una
afinidad de uniéon aumentada 30 veces y una actividad inhibidora del complemento mejorada 7 veces con respecto a
la variante de CRIg de tipo silvestre (WT). Ademas, el tratamiento con la proteina de fusién de CRIg de afinidad
mejorada en un modelo de ratéon de artritis produjo una reduccion significativa en las puntuaciones clinicas en
comparacion con el tratamiento con una proteina CRIg de tipo silvestre.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a variantes de CRIg, todas como se define por las
reivindicaciones. En un aspecto, la invencion se refiere a una variante de CRIg que comprende una sustitucion de
aminoacido en una o mas posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 8, 14,
18, 42, 44, 45, 60, 64, 86, 99, 105, y 110 en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, que tiene una afinidad
de unién al menos 2 veces aumentada a C3b con respecto a CRIg humana de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2
y/o que es un inhibidor al menos 2 veces mas potente de la ruta alternativa del complemento que CRIg humano de
secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion, la variante se une selectivamente a C3b sobre C3, o un a fragmento del mismo.

En otra realizacion, la afinidad de unién se aumenta en al menos 3 veces, o en al menos 4 veces, o en al menos 5
veces, o en al menos 6 veces, o en al menos 7 veces, o en al menos 9 veces, o en al menos 10 veces, o en al
menos 15 veces, o en al menos 20 veces, o en al menos 30 veces, o en al menos 40 veces, o en al menos 50
veces, o en al menos 70 veces, o en al menos 80 veces, o en al menos 90 veces, o en al menos 100 veces.

En una realizacion adicional, la variante comprende una sustitucion de aminoacido en una o mas de las posiciones
de aminoacido 60, 64, 86, 99, 105 y 110 en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

En una realizacién adicional, la variante comprende una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste
en E8W, W14F, E8Y /W14F; P45F; G42D/D44H/P45F; Q60I; Q64R; Q601/Q64R; M86Y; M86W, M86F, M86W/Q99R;
M86F/Q99R; K110D, K110 N; Q105R/K110N; Q105R/K110Q; y Q105K/K110D.

En otra realizacion, la variante comprende una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en Q64R/M86Y’;
Q601/Q64R/E8Y; Q60I1/Q64R/G42D; Q601/Q64R/P45F; Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F;  Q601/Q64R/M86Y;
Q601/Q64R/Q105R; Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N; Q601/Q105R/K110N; M86Y/ES8Y;
M86Y/G42D/D44H/P45F; MB86Y/P45F; M86Y/G42D/D44H/P45F; y
M86Y/Q99K/MB6Y/Q99R/M8BY/Q105R/M86Y/Q105K/M86Y/Q105R/K110N.

En otra realizacién mas, la variante comprende una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en
Q60I; QB64R; Q60I/Q64R; M86Y; Q99L; Q105K/K110D; E8W/Q105R/K110N; Q64R/M86Y; Q60I/Q64R/E8Y;
Q601/Q64R/G42D; Q60I/Q64R/P45F; Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F; Q601/Q64R/M86Y; Q601/Q64R/Q105R;
Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N; M86Y/P45F; y M86Y/Q105K.

En una realizacion mas especifica, la variante comprende una sustitucion Q60I/Q64R/M86Y o
Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una molécula quimérica que comprende una variante de CRIg como se
define en este documento.

En una realizacién, la molécula quimérica es una inmunoadhesina.

En otra realizacion, la inmunoadhesina comprende una variante de CRIg que es mas corta que CRIg de longitud
completa de la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién mas, la molécula quimérica comprende un dominio extracelular de CRIg.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende una variante de CRIg o
una molécula quimérica, por ejemplo, una inmunoadhesina de la presente invencién, en mezcla con un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional mas, la invencién se refiere a la variante de CRIg, molécula quimérica o inmunoadhesina, para su
uso en un método de tratamiento médico. En una realizacion, la variante, molécula quimérica o inmunoadhesina es para su
uso en un método para la prevencién o tratamiento de una enfermedad o afeccién asociada al complemento.
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En una realizacién, la enfermedad asociada al complemento es una enfermedad inflamatoria o una enfermedad
autoinmunitaria.

En otra realizacion, la enfermedad asociada al complemento se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide
(AR), sindrome de dificultad respiratoria en el adulto (SDRA), lesion tisular remota después de isquemia y
reperfusion, activacion del complemento durante cirugia de derivacion cardiopulmonar, dermatomiositis, pénfigo,
nefritis por lupus y glomerulonefritis y vasculitis resultante, derivacién cardiopulmonar, disfuncion endotelial coronaria
inducida por cardioplejia, glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo 1, nefropatia por IgA, insuficiencia renal
aguda, crioglobulinemia, sindrome antifosfolipido, degeneracién macular relacionada con la edad, uveitis, retinopatia
diabética, alotrasplante, rechazo hiperagudo, hemodialisis, sindrome de dificultad pulmonar oclusiva crénica (SDPC),
asma, neumonia por aspiracién, urticaria, urticaria idiopatica crénica, sindrome urémico hemolitico, endometriosis,
choque cardiogénico, lesion por isquemia-reperfusion y esclerosis multiple (EM).

En otra realizacion mas, la enfermedad asociada al complemento se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), lupus sistémico eritematoso, artritis reumatoide, artritis cronica juvenil,
espondiloartropatias, esclerosis sistémica (esclerodermia), miopatias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis,
polimiositis), sindrome de Sjogren, vasculitis sistémica, sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmunitaria (pancitopenia
inmunitaria, hemoglobinuria nocturna paroxismica), trombocitopenia autoinmunitaria (purpura trombocitopénica
idiopatica, trombocitopenia mediada por el sistema inmunitario), tiroiditis (enfermedad de Grave, tiroiditis de
Hashimoto, tiroiditis linfocitica juvenil, tiroiditis atrofica), diabetes mellitus, enfermedad renal mediada por el sistema
inmunitario (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial), enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central
y periférico tales como esclerosis multiple, polineuropatia idiopatica, enfermedades hepatobiliares tales como
hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no hepatotrépicos), hepatitis activa cronica autoinmunitaria,
cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa y colangitis esclerosante, enfermedades pulmonares inflamatorias y
fibréticas (por ejemplo, fibrosis quistica), enteropatia sensible a gluten, enfermedad de Whipple, enfermedades
cutaneas autoinmunitarias o mediadas por el sistema inmunitario incluyendo enfermedades cutaneas bullosas,
eritema multiforme y dermatitis por contacto, psoriasis, enfermedades alérgicas del pulmén tales como neumonia
eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad, enfermedades asociadas a trasplante
incluyendo rechazo de injertos, enfermedad de injerto contra hospedador, enfermedad de Alzheimer, hemoglobinuria
nocturna paroxismica, angioedema hereditario, aterosclerosis y glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo II.

En una realizacion preferida, la enfermedad asociada al complemento es artritis reumatoide (AR).
En otra realizacién preferida, la enfermedad asociada al complemento es una afeccién ocular asociada al complemento.

En una realizacién adicional, la afeccién ocular asociada al complemento se selecciona del grupo que consiste en todas las
fases de degeneracion macular relacionada con la edad (DME), uveitis, retinopatias diabéticas y otras retinopatias
relacionadas con isquemia, endoftalmitis y otras enfermedades neovasculares intraoculares.

En una realizacién adicional mas, la enfermedad neovascular intraocular se selecciona del grupo que consiste en edema
macular diabético, miopia patoldgica, enfermedad de von Hippel-Lindau, histoplasmosis del ojo, oclusion de la vena
retiniana central (OVRC), neovascularizacion de la cornea y neovascularizacion de la retina.

En otra realizacion mas, la afeccion ocular asociada al complemento se selecciona del grupo que consiste en
degeneracion macular relacionada con la edad (DME), neovascularizacion coroidea (NVC), retinopatia diabética
(RD) y endoftalmitis, donde DME incluye DME tanto humeda como seca o atréfica.

En una realizacion, el paciente es un mamifero, preferiblemente un ser humano.

También se describe en este documento un método para la inhibicion de la produccion del fragmento del
complemento C3b en un mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de una
variante de CRIg de la presente invencion o una inmunoadhesina que comprenda dicha variante.

También se describe en este documento un método para la inhibicion selectiva de la ruta alternativa del
complemento en un mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de una variante de
CRIg de la presente invencion o una inmunoadhesina que comprenda dicha variante.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1B muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la forma larga de longitud completa
de 399 aminoacidos de CRIg humano nativo (huCRIg, SEQ ID NO: 1y 2, respectivamente).

Las figuras 2A-2B muestran las secuencias de nucleé6tidos y aminoacidos de la forma corta de 305 aminoacidos
de CRIg humano nativo (huCRIg-short, SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente).

Las figuras 3A-3C muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de CRIg murino nativo de 280
aminoacidos (muCRIg, SEQ ID NO: 5y 6, respectivamente).

Figura 4: Actividad de mutantes de CRIg en ensayo de unién y ensayo de inhibicién. La afinidad de unién para
CRIg se midi6 como desplazamiento competitivo de C3b (A) y la actividad bioldégica se midié por un ensayo de
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inhibicion de hemolisis. PUR10680 fue el control de tipo silvestre (rojo), RIL 41 (azul) y RL41 (verde) fueron dos
mutantes (B). (C) Optimizacion por etapas de la superficie de contacto de unién de CRIg.

Figura 5: Correlacion entre ELISA competitivo y ensayo hemolitico.

Figura 6: El mutante de CRIg Q64R/M86Y muestra afinidad de unidon mejorada por analisis Biacore. (A)
Sensogramas SPR generados por inyeccion de concentraciones crecientes de C3b sobre CRIg wt recubierto y
proteinas CRIg Q64R M86Y. (B) El analisis en estado estable de los datos de unién indica una Kd de 0,2
micromolar para el mutante Q64R / M86Y y de 1,1 micromolar para CRIg de tipo silvestre.

Figura 7: CRIg de afinidad mejorada sigue siendo selectivo para C3b. Se utilizd ensayo competitivo Alpha Screen
sobre C3 y C3b purificado.

Figura 8: Potencia inhibidora del complemento mejorada de CRIg Q64R M86Y en comparaciéon con CRIg de tipo
silvestre. (A) Se compard la inhibicion del complemento por CRIg de tipo silvestre y CRIg Q46R M86Y usando un
ensayo hemolitico selectivo de la ruta alternativa usando glébulos rojos de conejo y suero humano reducido en
C1qg. (B) Se comparo la inhibicion del complemento por CRIg de tipo silvestre y CRIg Q46R M86Y usando un
ensayo de la ruta alternativa basado en ELISA con LPS recubierto en placa de micropocillos y suero humano
reducido en C1q.

Figura 9: CRIg Q64R M86Y muestra eficacia mejorada in vivo sobre CRIg WT.

(A) Puntuaciones clinicas de ratones a los que se ha inyectado suero KRN y se han tratado con diversas
concentraciones y versiones de proteinas CRIg humanas y de raton recombinantes de tipo silvestre y de
afinidad madurada. Los datos representan la media de 4-7 ratones por grupo. (B) Diagramas de dispersion de
puntuaciones clinicas de ratones individuales en el dia 6 después de la transferencia de suero. (C) Secciones
tefiidas con hematoxilina y eosina de ratones tratados con CRIg wt o CRIg Q64R M86Y 6 dias después de la
transferencia de suero. (D) Diagramas de dispersién de puntuaciones histologicas de ratones tratados con
CRIg wt o CRIg Q64R M86Y 6 dias después de la transferencia de suero.

Tabla 1: Bibliotecas de fagos. Se disefiaron cinco bibliotecas aleatorizadas de forma suave para cubrir el
area de contacto entre CRIg y C3b.

Tabla 2: Generacién por etapas de CRIg de mayor afinidad por presentacion en fagos. Mutantes
seleccionados de CRIg anti-C3b de las cinco bibliotecas aleatorizadas de forma suave. Cada panel
muestra clones que se seleccionaron de cada biblioteca basandose en la afinidad de unién a C3b. La
secuencia se indica por el codigo de aminoacidos de una letra. Cada panel compara los mutantes
individuales con las secuencias consenso y de tipo silvestre (WT) precursora. Los restos estan coloreados
en consecuencia: azul - posicion aleatorizada de forma suave; gris - no aleatorizado; amairillo - los restos
seleccionados, que son diferentes de los del tipo silvestre (WT). La Tabla 2 describe las SEQ ID NO: 21-
63 y 63-67, respectivamente, en orden de aparicion.

Tabla 3: Comparaciéon de afinidades de union, determinadas por ELISA competitivo e inhibicion de
hemodlisis in vivo para mutantes seleccionados. Los mutantes con una afinidad de unién o potencia in vivo
mas de 5 veces aumentada estan sombreados en amarillo.

Tabla 4: Comparacion de la afinidad de unién e inhibicion de hemodlisis in vivo para mutantes de segunda
generacion (secuencias precursoras mostradas en gris). Los mutantes con un aumento de mas de 5
veces sobre el mutante precursor en la afinidad de unién estan sombreados en azul, los mutantes con un
aumento de mas de 90 veces en la afinidad de unién estan resaltados en amarillo. Asimismo, los
mutantes con mayor potencia in vivo que las secuencias precursoras estan resaltados en naranja.

Descripcion detallada de la invencién
I. Definiciones

Los términos "CRIg", "PRO362", "JAM4" y "STIgMA" se usan de forma intercambiable y se refieren a polipéptidos
CRIg de secuencia nativa y variante.

Una CRIg de "secuencia nativa" es un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido
CRIg obtenido de la naturaleza, independientemente de su modo de preparacion. Por tanto, la CRIg de secuencia
nativa puede aislarse de la naturaleza o puede producirse por medios recombinantes y/o sintéticos. La expresion
"CRIg de secuencia nativa" abarca especificamente formas truncadas o secretadas de origen natural de CRIg (por
ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), formas variantes de origen natural (por ejemplo, formas de corte y
empalme alternativo) y variantes alélicas de origen natural de CRIg. Los polipéptidos CRIg de secuencia nativa
incluyen especificamente el polipéptido CRIg humano de longitud completa de 399 aminoacidos de longitud de la
SEQ ID NO: 2 (huCRIg, mostrado en las Figuras 1A y 1B), con o sin una secuencia sefial N-terminal, con o sin la
metionina de inicio en la posicién 1 y con o sin alguno o todos del dominio transmembrana en las posiciones
aproximadas de aminoacido 277 a 307 de la SEQ ID NO: 2. En una realizacién adicional, el polipéptido CRIg de
secuencia nativa es la forma corta de 305 aminoacidos de CRIg humana (huCRIg-short, SEQ ID NO: 4, mostrada en
las Figuras 2A y 2B), con o sin una secuencia sefial N-terminal, con o sin la metionina de inicio en la posicién 1y con
o0 sin alguno o todos del dominio transmembrana en aproximadamente las posiciones 183 a 213 de la SEQ ID NO: 4.
En una realizacion diferente, el polipéptido CRIg de secuencia nativa es un polipéptido CRIg murino de longitud
completa, de 280 aminoacidos de longitud de la SEQ ID NO: 6 (muCRIg, mostrado en las Figuras 3A-3C), con o sin
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una secuencia sefial N-terminal, con o sin la metionina de inicio en la posicién 1 y con o sin alguno o todos del
dominio transmembrana en aproximadamente las posiciones de aminoacido 181 a 211 de la SEQ ID NO: 6. Los
polipéptidos CRIg de otros animales no humanos, incluyendo primates superiores y mamiferos, se incluyen
especificamente dentro de esta definicion.

El "dominio extracelular" o "ECD" de CRIg se refiere a una forma del polipéptido CRIg, que esta esencialmente libre
de los dominios transmembrana y citoplasmatico de las moléculas de longitud completa respectivas. Habitualmente,
el ECD de CRIg tendra menos del 1 % de dichos dominios transmembrana y/o citoplasmatico y, preferiblemente,
tendra menos del 0,5 % de dichos dominios. EI ECD de CRIg puede comprender los restos de aminoacido 1 o
aproximadamente 21 para X de la SEQ ID NO: 2, 4, 0 6, donde X es cualquier aminoacido de aproximadamente 271
a 281 en la SEQ ID NO: 2, cualquier aminoacido de aproximadamente 178 a 186 en la SEQ ID NO: 4, y cualquier
aminoacido de aproximadamente 176 a 184 en la SEQ ID NO: 6.

La expresion "variante de CRIg", como se usa en este documento, significa un polipéptido CRIg activo como se
define a continuacién que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
un polipéptido CRIg de secuencia nativa incluyendo, sin limitacion, huCRIg de longitud completa (SEQ ID NO: 2),
huCRIg-short (SEQ ID NO: 4), y muCRIg (SEQ ID NO: 6), cada uno con o sin la metionina de inicio N-terminal, con o
sin la secuencia sefial N-terminal, con o sin todo o parte del dominio transmembrana y con o sin el dominio
intracelular. En una realizacion particular, la variante de CRIg tiene al menos aproximadamente un 80 % de
homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de longitud completa maduro desde dentro de la
secuencia de la secuencia de la SEQ ID NO: 2. En otra realizacion, la variante de CRIg tiene al menos
aproximadamente un 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de longitud completa
maduro desde dentro de la secuencia de la SEQ ID NO: 4. En ofra realizacion mas, la variante de CRIg tiene al
menos aproximadamente un 80 % de homologia de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de longitud
completa maduro desde dentro de la secuencia de la SEQ ID NO: 6. Habitualmente, una variante de CRIg tendra al
menos aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos o al menos aproximadamente un 85 %
de identidad de secuencia de aminoacidos o al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia, o al
menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia, o al menos aproximadamente un 98 % de identidad de
secuencia, o al menos aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
madura desde dentro de la SEQ ID NO: 2, 4, o 6. Durante toda la descripcion, incluyendo los ejemplos, la expresion
"tipo silvestre" o "WT (por las siglas en inglés Wild Type)" se refiere a la forma corta de longitud completa madura de
CRIg humana (CRIg(S)) (SEQ ID NO: 4), y la numeracién de los restos de aminoacido en las variantes de CRIg se
refiere a la secuencia de la SEQ ID NO: 4.

Las variantes de CRIg de la presente invencion son agonistas de CRIg, como se define posteriormente en este
documento. En particular, las variantes de CRIg en este documento mantienen la unién selectiva a C3b sobre C3,
donde "unién selectiva" se usa para hacer referencia a la unién a C3b y una ausencia de unién a C3. Ademas, en
una realizacién preferida, las variantes de CRIg de la presente invencién tienen afinidad de union aumentada a C3b
respecto a un polipéptido CRIg de secuencia nativa, tal como la forma larga humana de CRIg (SEQ ID NO: 2). En
diversas realizaciones, el aumento en la afinidad de unién es de al menos aproximadamente 2 veces, o al menos
aproximadamente 3 veces, o al menos aproximadamente 4 veces, o al menos aproximadamente 5 veces, o al
menos aproximadamente 6 veces, o al menos aproximadamente 7 veces, o al menos aproximadamente 8 veces, o
al menos aproximadamente 9 veces, o al menos aproximadamente 10 veces, o al menos aproximadamente 15
veces, o al menos aproximadamente 20 veces, o al menos aproximadamente 25 veces, o al menos
aproximadamente 30 veces, o al menos aproximadamente 35 veces, o al menos aproximadamente 40 veces, o al
menos aproximadamente 45 veces, o al menos aproximadamente 50 veces, o al menos aproximadamente 55 veces,
o al menos aproximadamente 60 veces, o al menos aproximadamente 65 veces, o al menos aproximadamente 70
veces, o al menos aproximadamente 75 veces, o al menos aproximadamente 80 veces, o al menos
aproximadamente 85 veces, o al menos aproximadamente 90 veces, o al menos aproximadamente 95 veces, o al
menos aproximadamente 100 veces, respecto al polipéptido CRIg humano de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2.
En otras realizaciones, el aumento en la afinidad de unién a C3b respecto al polipéptido CRIg humano de secuencia
nativa de la SEQ ID NO: 2 es de aproximadamente 5-10 veces, o de aproximadamente 5-15 veces, o de
aproximadamente 5-20 veces, o de aproximadamente 5-25 veces, o de aproximadamente 5-25 veces, o de
aproximadamente 5-30 veces, o de aproximadamente 5-35 veces, o de aproximadamente 5-40 veces, o de
aproximadamente 5-45 veces, o de aproximadamente 5-50 veces, o de aproximadamente 5-55 veces, o de
aproximadamente 5-60 veces, o de aproximadamente 5-65 veces, o de aproximadamente 5-70 veces, o de
aproximadamente 5-75 veces, o de aproximadamente 5-80 veces, de aproximadamente 5-85 veces, o de
aproximadamente 5-90 veces, o de aproximadamente 5-95 veces, o de aproximadamente 5-100 veces.

O O0OO0OO0OOo

El "porcentaje ( %) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a las variantes de CRIg en este
documento se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia variante de CRIg que son
idénticos con los restos de aminoacido en la secuencia de CRIg nativa con la que se comparan, después de alinear
las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de
secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservativa como parte de la identidad de secuencia. Para
secuencia que difieren en longitud, el porcentaje de identidad de secuencia se determina respecto a la secuencia
mas larga, a lo largo de la longitud completa de las secuencias mas largas. La alineacién con fines de determinacion
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del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede conseguirse de diversos modos que estan dentro
de las habilidades de la técnica, por ejemplo, usando un software informatico disponible al publico tal como el
software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los
parametros apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la
alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se estan comparando. La identidad de
secuencia después se calcula respecto a la secuencia mas larga, es decir, incluso si una secuencia mas corta
muestra un 100 % de identidad de secuencia con una parte de una secuencia mas larga, la identidad de secuencia
global sera menor del 100 %.

El "porcentaje ( %) de identidad de secuencia de acido nucleico" con respecto a las secuencias que codifican la
variante de CRIg identificadas en este documento se define como el porcentaje de nucleétidos en una secuencia
candidata que son idénticos los nucleétidos en la secuencia codificante de la variante de CRIg, respectivamente,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el porcentaje maximo de
identidad de secuencia. La alineacion con fines de determinacién del porcentaje de identidad de secuencia de acido
nucleico puede conseguirse de diversos modos que pertenecen a las habilidades de la técnica, por ejemplo, usando
un software informatico disponible al publico tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR).
Los expertos en la materia pueden determinar los parametros apropiados para medir la alineacion, incluyendo
cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que
se estan comparando. La identidad de secuencia entonces se calcula respecto a la secuencia mas larga, es decir,
incluso si una secuencia mas corta muestra un 100 % de identidad de secuencia con una parte de una secuencia
mas larga, la identidad de secuencia global sera menor del 100 %.

Se incluyen en la definicion de una variante de CRIg todas las variantes de secuencia de aminoacidos, como se ha
definido anteriormente en este documento, independientemente de su modo de identificacion o preparacion. Se
incluyen especificamente en este documento variantes que se han modificado por sustitucion, quimicamente,
enzimaticamente o por otros medios apropiados con un resto diferente a un aminoacido de origen natural, siempre
que retengan una propiedad bioldgica cualitativa de una CRIg de secuencia nativa. Las sustituciones de
aminoacidos de origen no natural a modo de ejemplo incluyen las descritas a continuacion en este documento.

Los restos de aminoacidos se clasifican en cuatro grupos principales:

Acidos: El resto tiene una carga negativa debido a pérdida de iones H a pH fisiolégico y el resto se ve atraido por
la solucion acuosa de modo que busca las posiciones superficiales en la conformacién de un péptido en que esta
contenido cuando el péptido esta en solucién acuosa.

Basicos: El resto tiene una carga positiva debido a asociaciéon con iones H a pH fisiologico y el resto se ve
atraido por la solucién acuosa de modo que busca las posiciones superficiales en la conformacién de un péptido
en que esta contenido cuando el péptido esta en un medio acuoso a pH fisiolégico.

Neutros/no polares: Los restos no estan cargados a pH fisioldgico y el resto se ve repelido por la soluciéon acuosa
de modo que busca las posiciones interiores en la conformacién de un péptido en que esta contenido cuando el
péptido esta en un medio acuoso. Estos restos también se denominan "restos hidréfobos".

Neutros/polares: Los restos no estan cargados a pH fisioldgico, pero el resto se ve atraido por la soluciéon acuosa
de modo que busca las posiciones exteriores en la conformacién de un péptido en que esta contenido cuando el
péptido esta en medio acuoso.

Los restos de aminoacido pueden clasificarse adicionalmente como ciclicos o no ciclicos, aromaticos o no
aromaticos con respecto a sus grupos de cadena lateral, siendo estas denominaciones habituales para los expertos
en la materia.

Los aminoacidos habitualmente encontrados que no estan codificados por el codigo genético, incluyen acido 2-
aminoadipico (Aad) para Glu y Asp; acido 2-aminopimélico (Apm) para Glu y Asp; acido 2-aminobutirico (Abu) para
Met, Leu, y otros aminoacidos alifaticos; acido 2-aminoheptandico (Ahe) para Met, Leu y otros aminoacidos
alifaticos; acido 2-aminoisobutirico (Aib) para Gly; ciclohexilalanina (Cha) para Val, y Leu e lle; homoarginina (Har)
para Arg y Lys; acido 2,3-diaminopropionico (Dpr) para Lys, Arg y His; N-etilglicina (EtGly) para Gly, Pro, y Ala; N-
etilglicina (EtGly) para Gly, Pro, y Ala; N-etilasparigina (EtAsn) para Asn, y GIn; hidroxil-lisina (Hyl) para Lys;
alohidroxil-lisina (AHyl) para Lys; 3-(y 4)hidroxiprolina (3Hyp, 4Hyp) para Pro, Ser, y Thr; alo-isoleucina (Alle) para
lle, Leu, y Val; .rho.-amidinofenilalanina para Ala; N-metilglicina (MeGly, sarcosina) para Gly, Pro, y Ala; N-
metilisoleucina (Melle) para lle; norvalina (Nva) para Met y otros aminoacidos alifaticos; norleucina (Nle) para Met y
otros aminoacidos alifaticos; ornitina (Orn) para Lys, Arg y His; citrulina (Cit) y sulféxido de metionina (MSO) para
Thr, Asn y GIn; N-metilfenilalanina (MePhe), trimetilfenilalanina, halo (F, CI, Br, y l)fenilalanina, triflourilfenilalanina,
para Phe.

Como se usa en este documento, el término "inmunoadhesina” denomina moléculas tipo anticuerpo que combinan la
especificidad de unién de una proteina heteréloga (una "adhesina") con las funciones efectoras de dominios
constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusiéon de una secuencia
de aminoacidos con la especificidad de union deseada que es diferente al sitio de reconocimiento y de unién a
antigeno de un anticuerpo (es decir, es "heter6loga") y a una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina.
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La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina normalmente es una secuencia de aminoacidos contigua
que comprende al menos el sitio de unién de un receptor o de un ligando. La secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina puede obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos 19G-1,
19G-2, 1I9G-3, 0 1IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

"Tratamiento" es una intervencioén realizada con la intenciéon de prevenir el desarrollo o alterar la patologia de un
trastorno. Por consiguiente, "tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con el trastorno, asi como aquellos en que el
trastorno tiene que prevenirse.

"Mejorar" como se usa en este documento, se define en este documento como desarrollar mejoras o mejorar.

El término "mamifero” como se usa en este documento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo, sin limitacion, seres humanos, primates no humanos, animales domésticos y de granja y animales de
zoolégico, de competicion o de compaiiia tales como caballos, cerdos, ganado vacuno, perros, gatos y hurones, etc.
En una realizacion preferida de la invencion, el mamifero es un primate superior, mucho mas preferiblemente un ser
humano.

La expresion "enfermedad asociada al complemento” se usa en este documento en el sentido mas amplio e incluye
todas las enfermedades y afecciones patolégicas cuya patogénesis implica anormalidades de la activacion del
sistema del complemento, tales como, por ejemplo, deficiencias del complemento. La expresion incluye
especificamente enfermedades y afecciones patolégicas que se benefician de la inhibicién de la C3 convertasa. La
expresion incluye adicionalmente enfermedades y afecciones patoldgicas que se benefician de la inhibicién,
incluyendo inhibicion selectiva, de la ruta alternativa del complemento. Las enfermedades asociadas al complemento
incluyen, sin limitacion, enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunitarias, tales como, por ejemplo,
artritis reumatoide (AR), sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), lesién tisular remota después de
isquemia y reperfusion, activacion del complemento durante cirugia de derivacion cardiopulmonar, dermatomiositis,
pénfigo, nefritis por lupus y glomerulonefritis y vasculitis resultante, derivacion cardiopulmonar, disfuncion endotelial
coronaria inducida por cardioplejia, glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo I, nefropatia por IgA,
insuficiencia renal aguda, crioglobulinemia, sindrome antifosfolipido, degeneraciéon macular relacionada con la edad,
uveitis, retinopatia diabética, alo-trasplante, rechazo hiperagudo, hemodialisis, sindrome de dificultad pulmonar
oclusiva cronica (SDPC), asma y neumonia por aspiracion. En una realizacién preferida, la "enfermedad asociada al
complemento” es una enfermedad en que la ruta alternativa del complemento desempefia un papel prominente,
incluyendo artritis reumatoide (AR), afecciones oculares asociadas al complemento, tales como degeneracion
macular relacionada con la edad, sindrome antifosfolipido, lesion intestinal y renal por isquemia-reperfusion y
glomerulonefritis membranoproliferativa de tipo II.

La expresion "afeccion ocular asociada al complemento” se usa en este documento en el sentido mas amplio e
incluye todas las afecciones y enfermedades oculares cuya patologia implica al complemento, incluyendo las rutas
clasica y alternativa, y en particular la ruta alternativa del complemento. Se incluyen especificamente dentro de este
grupo todas las afecciones y enfermedades oculares asociadas a la ruta alternativa cuya aparicion, desarrollo o
progresion puede controlarse por la inhibicion de la ruta alternativa. Las afecciones oculares asociadas al
complemento incluyen, sin limitacion, enfermedades degenerativas maculares, tales como todas las fases de
degeneracion macular relacionada con la edad (DME), incluyendo las formas seca y humeda (no exudativa y
exudativa), neovascularizaciéon coroidea (NVC), uveitis, retinopatias diabéticas y otras retinopatias relacionadas con
isquemia, endoftalmitis y otras enfermedades neovasculares intraoculares, tales como edema macular diabético,
miopia patolégica, enfermedad de von Hippel-Lindau, histoplasmosis del ojo, oclusion de la vena retiniana central
(OVRC), neovascularizacion de la cornea y neovascularizacion de la retina. Un grupo preferido de afecciones
oculares asociadas al complemento incluye degeneracién macular relacionada con la edad (DME), incluyendo DME
no exudativa (himeda) y exudativa (seca o atréfica), neovascularizaciéon coroidea (NVC), retinopatia diabética (RD)
y endoftalmitis.

La expresion "enfermedad inflamatoria” y "trastorno inflamatorio" se usan de forma intercambiable y significan una
enfermedad o trastorno en que un componente del sistema inmunitario de un mamifero causa, media o contribuye
de otro modo a una repuesta inflamatoria que contribuye a la morbilidad en el mamifero. También se incluyen
enfermedades en que la reduccion de la respuesta inflamatoria tiene un efecto de mejora sobre la progresion de la
enfermedad. Se incluyen dentro de esta expresion enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunitario,
incluyendo enfermedades autoinmunitarias.

La expresion enfermedad "mediada por células T" significa una enfermedad en que las células T median de forma
directa o indirecta o contribuyen de otro modo a la morbilidad en un mamifero. La enfermedad mediada por células T
puede estar asociada a efectos mediados por células, efectos mediados por linfoquinas, etc. e incluso efectos
asociados a células T si las células T se estimulan, por ejemplo, por las linfoquinas secretadas por células T.

Ejemplos de enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario e inflamatorias, algunas de las cuales estan
mediadas por células T, incluyen, sin limitacién, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), lupus sistémico
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eritematoso, artritis reumatoide, artritis cronica juvenil, espondiloartropatias, esclerosis sistémica (esclerodermia),
miopatias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de Sjogren, vasculitis sistémica,
sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmunitaria (pancitopenia inmunitaria, hemoglobinuria nocturna paroxismica),
trombocitopenia autoinmunitaria (purpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia mediada por el sistema
inmunitario), tiroiditis (enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocitica juvenil, tiroiditis atréfica),
diabetes mellitus, enfermedad renal mediada por el sistema inmunitario (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial),
enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central y periférico tales como esclerosis multiple,
polineuropatia idiopatica, enfermedades hepatobiliares tales como hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, D, E y otros
virus no hepatotrépicos), hepatitis activa cronica autoinmunitaria, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa y
colangitis esclerosante, enfermedades pulmonares inflamatorias y fibréticas (por ejemplo, fibrosis quistica),
enteropatia sensible a gluten, enfermedad de Whipple, enfermedades autoinmunitarias de la piel o mediadas por el
sistema inmunitario incluyendo enfermedades cutaneas bullosas, eritema multiforme y dermatitis por contacto,
psoriasis, enfermedades alérgicas del pulmén tales como neumonia eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopatica y
neumonitis por hipersensibilidad, enfermedades asociadas a trasplante incluyendo rechazo de injerto, enfermedad
de injerto contra hospedador, enfermedad de Alzheimer y aterosclerosis.

La administracién "en combinacion con" uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

"Activo" o "actividad" en el contexto de variantes de los polipéptidos CRIg de la invencion se refiere a una o mas
formas de dichos polipéptidos que retienen las actividades biolégicas y/o inmunolégicas de un polipéptido nativo o
de origen natural de la invencion. Una actividad biolégica preferida es la capacidad de unirse a C3b y/o de afectar al
complemento o a la activacion del complemento, en particular de inhibir la ruta alternativa del complemento y/o la C3
convertasa. La inhibicién de la C3 convertasa puede medirse, por ejemplo, midiendo la inhibicion del recambio de C3
en suero normal durante artritis inducida por colageno o anticuerpos, o la inhibicion de la deposicién de C3 en
articulaciones artriticas.

"Actividad biolégica" en el contexto de un polipéptido que imita la actividad biolégica de CRIg se refiere, en parte, a
la capacidad de dichas moléculas de unirse a C3b y/o de afectar al complemento o a la activacién del complemento,
en particular, de inhibir la ruta alternativa del complemento y/o la C3 convertasa.

El término "agonista" de CRIg se usa en el sentido mas amplio e incluye cualquier molécula que imite una actividad
biologica cualitativa (como se ha definido anteriormente en este documento) de un polipéptido CRIg de secuencia
nativa.

"Unido de forma funcional" se refiere a la yuxtaposicion de modo que pueda realizarse la funcién normal de los
componentes. Por tanto, una secuencia codificante "unida de forma funcional" a secuencias de control se refiere a
una configuracion donde la secuencia codificante puede expresarse bajo el control de estas secuencias y donde las
secuencias de ADN que estan unidas son contiguas y, en el caso de un lider de secrecion, contiguas y en fase de
lectura. Por ejemplo, el ADN para una pre-secuencia o lider de secrecion esta unido de forma funcional al ADN para
un polipéptido si se expresa como una pre-proteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta unido de forma funcional a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia; o
un sitio de unién al ribosoma esta unido de forma funcional a una secuencia codificante si esta posicionado de modo
que facilite la traduccién. La unién se consigue por ligamiento en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios
no existen, entonces se usan adaptadores oligonucleotidicos sintéticos o enlazadores de acuerdo con la practica
convencional.

"Secuencias de control" se refieren a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia codificante
unida de forma funcional en un organismo hospedador particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de union al
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y potenciadores.

"Sistema de expresién" se refiere a secuencias de ADN que contienen una secuencia codificante deseada y
secuencias de control en uniéon funcional, de modo que los hospedadores transformados con estas secuencias sean
capaces de producir las proteinas codificadas. Para lograr la transformacion, el sistema de expresiéon puede incluirse
en un vector; sin embargo, el ADN relevante después puede también integrarse en el cromosoma del hospedador.

Como se usa en este documento, "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se usan de forma intercambiable y todas
estas denominaciones incluyen descendencia. Por tanto, "transformantes” o "células transformadas" incluye la célula
objeto primaria y cultivos derivados de la misma independientemente de la cantidad de transferencias. También se
entiende que toda la descendencia puede no ser idéntica de forma precisa en el contenido de ADN porque pueden
suceder mutaciones deliberadas o involuntarias. Se incluye la descendencia mutante que tiene la misma
funcionalidad que la cribada en la célula originalmente transformada. Cuando se pretenden denominaciones
distintas, estara claro a partir del contexto.
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Los "plasmidos" se denominan por una "p" en minuscula precedida y/o seguida por letras mayusculas y/o nimeros.
Los plasmidos de partida en este documento estan disponibles en el mercado, estan disponibles al publico en una
base no restringida o pueden construirse a partir de dichos plasmidos disponibles de acuerdo con procedimientos
publicados. Ademas, se conocen otros plasmidos equivalentes en la técnica y seran evidentes para los expertos en
la materia.

Una "biblioteca de presentacion en fagos" es una biblioteca de expresion de proteinas que expresa una coleccion de
secuencias proteicas clonadas como fusiones con una proteina de envuelta de fago. Por tanto, la expresion
"biblioteca de presentacion en fagos" se refiere en este documento a una coleccion de fagos (por ejemplo, fagos
filamentosos) donde el fago expresa una proteina externa (normalmente heteréloga). La proteina externa esta libre
de interacciones con (union a) otros restos con los que se pone en contacto el fago. Cada fago que presenta una
proteina externa es un "miembro" de la biblioteca de presentacion en fagos.

La expresion "fago filamentoso" se refiere a una particula virica capaz de presentar un polipéptido heterogéneo
sobre su superficie e incluye, sin limitacion, fl, fd, Pfl, y M13. El fago filamentoso puede contener un marcador de
seleccion tal como tetraciclina (por ejemplo, "fd-tet"). Son bien conocidos diversos sistemas de presentacion en
fagos filamentosos para los expertos en la materia (véanse, por ejemplo, Zacher et al., Gene, 9:127-140 (1980),
Smith et al., Science, 228:1315-1317 (1985); y Parmley y Smith, Gene, 73:305-318 (1988)).

El término "panning" se usa para hacer referencia a multiples rondas del proceso de cribado en la identificacion y
aislamiento de fagos que portan compuestos, tales como anticuerpos, con alta afinidad y especificidad a una diana.

La expresion "restos conservados de aminoacido” se usa para hacer referencia a restos de aminoacido que son
idénticos entre dos 0 mas secuencias de aminoacidos alineadas entre si.

1. Descripcién detallada

El complemento es un componente importante de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, aunque los productos
de divisién del complemento generados a través de la activacion de cada una de las tres rutas del complemento
(clasica, alternativa o de lectina) pueden causar inflamacion y destruccion tisular. Por tanto, la activacion
incontrolada del complemento debido a la ausencia de regulaciéon apropiada del complemento se ha asociado a
diversas enfermedades inflamatorias crénicas. Lo dominante en esta cascada inflamatoria es los productos de
division del complemento C3a y Cb5a que funcionan como quimioatrayentes y activadores de neutréfilos y
macréfagos inflamatorios mediante los receptores de C3a y C5a (Mollnes, T.E., W.C. Song, y J.D. Lambris. 2002.
Complement in inflammatory tissue damage and disease. Trends Immunol. 23:61-64).

CRIg es un receptor del complemento recién descubierto, que se expresa en una subpoblacién de macréfagos
residentes tisulares. Como receptor funcional, el dominio IgV extracelular de CRIg es un inhibidor selectivo de la ruta
alternativa del complemento (Wiesmann et al., Nature, 444(7116):217-20, 2006). Una forma soluble de CRIg ha
demostrado revertir la inflamacién y la pérdida de hueso en modelos experimentales de artritis inhibiendo la ruta
alternativa del complemento en la articulacion. También se ha demostrado que la ruta alternativa del complemento
no solamente es necesaria para la induccién de la enfermedad, sino también para la progresién de la enfermedad.
Por tanto, la inhibicion de la ruta alternativa por CRIg constituye una opcién terapéutica prometedora para la
prevencion y tratamiento de enfermedades y trastornos cuya patogénesis implica la ruta alternativa del
complemento. Para detalles adicionales véase, por ejemplo, Helmy et al., Cell, 125(1):29-32 (2006) y Katschke et al.,
J. Exp Med 204(6):1319-1325 (2007).

Sin embargo, la afinidad de CRIg por la subunidad de convertasa C3b es baja (intervalo micromolar). Para generar
un inhibidor mas potente para desarrollar un reactivo terapéutico, se uso la estructura cristalina de CRIg en complejo
con C3b como guia y se empleo la tecnologia de presentacion en fagos para generar variantes de CRIg con afinidad
de union mejorada por C3b.

Por tanto, la presente invencion se refiere a variantes de CRIg con propiedades mejoradas, tales como afinidad de
unién mejorada por C3b y eficacia inhibidora potenciada.

Identificacion de variantes de CRIg de afinidad madurada

Como se describe en mayor detalle en el ejemplo, la presentacion en fagos de bibliotecas de proteinas o péptidos
ofrece una metodologia util para la seleccion de variantes de CRIg con afinidad de union mejorada por C3b y/u otras
propiedades mejoradas, tales como actividad bioldgica potenciada (Smith, G. P., (1991) Curr. Opin. Biotechnol.
2:668-673). Las proteinas de alta afinidad, presentadas de un modo monovalente como fusiones con la proteina de
envuelta del gen Il de M13 (Clackson, T., (1994) et al., Trends Biotechnol. 12:173-183), pueden identificarse por
clonaciéon y secuenciacion del ADN correspondiente empaquetado en las particulas de fagémido después de varias
rondas de seleccién de unién.
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La maduracion de afinidad usando presentacién en fagos se ha descrito, por ejemplo, en Lowman et al.,
Biochemistry 30(45): 10832-10838 (1991), véase también Hawkins et al, J. Mol Biol.254: 889-896 (1992), y en el
Ejemplo a continuacién. Aunque sin limitarse estrictamente a la siguiente descripcién, este proceso puede
describirse en resumen como: varios sitios dentro de la regiéon predeterminada se mutan para generar todas las
posibles sustituciones de aminoacido en cada sitio. Los mutantes de anticuerpo asi generados se presentan de un
modo monovalente a partir de particulas de fago filamentoso como fusiones al producto del gen Il de M13
empaquetadas con cada particula. El fago que expresa los diversos mutantes puede ciclarse a través de rondas de
seleccion de union, seguido por aislamiento y secuenciacién de aquellos mutantes que presentan alta afinidad. El
método también se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.750.373, expedida el 12 de mayo de 1998.

Un procedimiento modificado que implica presentaciéon de afinidad combinada se describe en Cunningham, B. C. et
al, EMBO J. 13(11), 2508-2515 (1994). EI método proporciona un método para seleccionar novedosos polipéptidos
de unioén, que comprende: a) construir un vector de expresioén replicable que comprende un primer gen que codifica
un polipéptido, un segundo gen que codifica al menos una parte de una proteina de envuelta de fago natural o de
tipo silvestre donde el primer y segundo gen son heterdlogos, y un elemento regulador de la transcripcién unido de
forma funcional al primer y segundo gen, formando de ese modo una fusion génica que codifica una proteina de
fusién; b) mutar el vector en una o mas posiciones seleccionadas dentro del primer gen formando de ese modo una
familia de plasmidos relacionados; c) transformar células hospedadoras adecuadas con los plasmidos; d) infectar las
células hospedadoras transformadas con un fago auxiliar que tiene un gen que codifica la proteina de envuelta del
fago; e) cultivar las células hospedadoras infectadas transformadas en condiciones adecuadas para formar
particulas de fagébmido recombinantes que contienen al menos una parte del plasmido y que son capaces de
transformar el hospedador, con las condiciones ajustadas de modo que no mas de una cantidad minoritaria de
particulas de fagémido presenten no mas de una copia de la proteina de fusion sobre la superficie de la particula; f)
poner en contacto las particulas de fagomido con una molécula diana de modo que al menos una parte de las
particulas de fagdbmidos se una a la molécula diana; y g) separar las particulas de fagomido que se unen de aquellas
que no. Preferiblemente, el método comprende adicionalmente transformar células hospedadoras adecuadas con
particulas de fagébmido recombinantes que se unen a la molécula diana y repetir las etapas d) a g) una o mas veces.

Se indica que, aunque las variantes de CRIg de la presente invencion se han identificado usando presentacion en
fagos, también pueden usarse otras técnicas y otras técnicas de presentacion para identificar variantes de CRIg con
propiedades mejoras, incluyendo variantes CRIg de afinidad madurada.

Las variantes de CRIg de afinidad madurada de la presente invencion se disefiaron para cubrir el area de contacto
entre CRIg y C3b, que se identificé usando la estructura cristalina de una CRIg y un complejo C3b:CRIg descrito en
la publicacion de solicitud de Estados Unidos n.° 20080045697. En particular, como se muestra en la Tabla 1, las
bibliotecas 1-5 se disefiaron para cubrir los restos E8-K15, R41-T47, S54-Q64, E85-Q99, y Q105-K111,
respectivamente, de la molécula CRIg de longitud completa de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion, las variantes de CRIg de este documento contienen una sustitucién de aminoacido en una o mas
posiciones de aminoacido seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 8, 14, 18, 42, 44, 45, 60, 64, 86,
99, 105, y 110 en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

Las variantes de CRIg representativas de este documento se exponen en la Tabla 3.

Preferiblemente, la sustitucion esta en una o mas de las posiciones de aminoacido 60, 64, 86, 99, 105y 110 de la
secuencia de aminoacidos de CRIg nativa de longitud completa de la SEQ ID NO: 2.

Sin limitacién, las variantes de CRIg de afinidad madurada incluyen especificamente una o mas de las siguientes
sustituciones dentro de la SEQ ID NO: 2: E8W, W14F, E8Y /W14F; P45F; G42D/D44H/P45F; Q60I; Q64R;
Q60I/Q64R; M86Y; M86W, M86F, M86W/Q99R; M86F/Q99R; K110D, K110N; Q105R/K110N; Q105R/K110Q;
Q105K/K110D.

Se muestran variantes adicionales de CRIg de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2 con dos 0 mas sustituciones de
aminoacido en la Tabla 3. Se incluyen especificamente dentro de este grupo Q64R/M86Y; Q601/Q64R/ES8Y;
Q601/Q64R/G42D; Q601/Q64R/P45F; Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F; Q601/Q64R/M86Y; Q601/Q64R/Q105R;
Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N; Q60I/Q105R/K110N; MB86Y/E8Y; M86Y/G42D/D44H/P45F; M8BY/P45F;
M86Y/G42D/D44H/P45F; M86Y/Q99K/M86Y/Q99R/M86Y/Q105R/M86Y/Q105K/M86Y/Q105R/K110N.

Las variantes de CRIg preferidas de este documento comprenden una mutacién seleccionada del grupo que
consiste en: Q60I; QB64R; Q60l/Q64R; M86Y; Q99L; Q105K/K110D; E8W/Q105R/K110N; Q64R/M86Y;
Q60I/Q64R/E8Y; Q601/Q64R/G42D; Q601/Q64R/P45F;  Q60I1/Q64R/G42D/D44H/P45F;  Q601/Q64R/M86Y;
Q601/Q64R/Q105R; Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N; M86Y/P45F; M86Y/Q105K.

Las  variantes particularmente preferidas ~ comprenden las mutaciones Q601/Q64R/M86Y o
Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F.
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Las variantes que contienen una o mas de las mutaciones enumeradas anteriormente o en las Tablas 3 y 4 pero que
por lo demas retienen la secuencia de CRIg nativa de la SEQ ID NO: 2 se incluyen especificamente en este
documento. Dichas variantes se denominaran en este documento enumerando la mutacién particular seguida por
"CRIg". Por tanto, por ejemplo, una variante que difiere de CRIg de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2 solamente
por la mutacién E8W se denominara como "E8W CRIg", una variante que difiere de CRIg de secuencia nativa de la
SEQ ID NO: 2 solamente por las mutaciones Q601/Q64R/M86Y se denominara como "Q601/Q64R/M86Y CRIg," etc.

Preparacién de variantes de CRIg

Estan disponibles diversas técnicas que pueden emplearse para producir ADN, que puede codificar proteinas para la
sintesis recombinante de las variantes de CRIg de la invencién. Por ejemplo, es posible obtener ADN basado en
secuencias de ADN de origen natural que codifican cambios en una secuencia de aminoacidos de la proteina
resultante. Este ADN mutante puede usarse para obtener las variantes de CRIg de la presente invencion. Estas
técnicas contemplan, de forma simplificada, obtener un gen que codifica un polipéptido CRIg nativo, modificar los
genes por técnicas recombinantes tales como las analizadas a continuacion, insertar los genes en un vector de
expresion apropiado, insertar el vector en una célula hospedadora apropiada, cultivar la célula hospedadora para
causar la expresion de la variante de CRIg deseada y purificar la molécula producida por la misma.

Algo mas particularmente, una secuencia de ADN que codifica una variante de CRIg de la presente invencion se
obtiene por construccion sintética de la secuencia de ADN como se describe en libros de texto convencionales, tales
como, por ejemplo, Sambrook, J. et al., Molecular Cloning (22 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., (1989).

a. Mutagénesis mediada por oligonucleétido

La mutagénesis mediada por oligonucleétido es el método preferido para preparar variantes de sustitucion, delecion
e insercion de un polipéptido CRIg nativo o de un fragmento del mismo. Esta técnica es bien conocida en la técnica
como se describe por Zoller et al., Nucleic Acids Res. 10: 6487-6504 (1987). En resumen, el acido nucleico que
codifica la secuencia polipeptidica de partida se altera hibridando un oligonucleétido que codifica la mutacién
deseada con un molde de ADN, donde el molde es la forma monocatenaria del plasmido que contiene la secuencia
de ADN inalterada o nativa de acido nucleico codificante. Después de la hibridacion, se usa una ADN polimerasa
para sintetizar una segunda hebra complementaria completa del molde que por tanto incorporard el cebador
oligonucleotidico y codificara la alteracion seleccionada del acido nucleico de partida.

Generalmente, se usan oligonucleétidos de al menos 25 nucleétidos de longitud. Un oligonucleétido 6ptimo tendra
de 12 a 15 nucledtidos que son completamente complementarios al molde en cada lado del nucleétido o nucleétidos
que codifican la mutacién. Esto asegura que el oligonucleétido hibridara apropiadamente con la molécula molde de
ADN monocatenario. Los oligonucleétidos se sintetizan facilmente usando técnicas conocidas en la técnica tales
como las descritas por Crea et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 75: 5765 (1978).

Si se usa presentacion en fagos, el molde de ADN solamente puede generarse por aquellos vectores que se
obtienen de vectores del bacteri6fago M13 (son adecuados los vectores M13mp18 y M13mp19 habitualmente
disponibles) o aquellos vectores que contienen un origen de replicacion del fago monocatenario como se describe
por Viera et al., Meth. Enzymol. 153: 3 (1987). Por tanto, el ADN que tiene que mutarse debe insertarse en uno de
estos vectores para generar un molde monocatenario. La producciéon del molde monocatenario se describe en las
secciones 4.21-4.41 de Sambrook et al., supra.

Para alterar la secuencia de ADN nativa, el oligonucleétido se hibrida al molde monocatenario en condiciones
adecuadas de hibridacién. Después se afiade una enzima de polimerizacion de ADN, habitualmente el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | para sintetizar la hebra complementaria del molde usando el oligonucleétido como
cebador para la sintesis. Por tanto, se forma una molécula heteroduplex de modo que una hebra del ADN codifica la
forma mutada de CRIg y la otra hebra (el molde original) codifica la secuencia nativa e inalterada de CRIg. Esta
molécula heteroduplex después se transforma en una célula hospedadora adecuada, habitualmente un procariota tal
como E. coli JM-101. Después de cultivar las células, se siembran en placas de agarosa y se exploran usando el
cebador oligonucleotidico radiomarcado con 33fosfato para identificar las colonias bacterianas que contiene el ADN
mutado.

El método descrito justo anteriormente puede modificarse de modo que se cree una molécula homoduplex donde
ambas hebras del plasmido contienen la mutacion o mutaciones. Las modificaciones son las siguientes: el
oligonucledtido monocatenario se hibrida con el molde monocatenario como se ha descrito anteriormente. Se
combina una mezcla de tres desoxirribonucleotidos, desoxirriboadenosina (dATP), desoxirriboguanosina (dGTP), y
desoxirribotimidina (dTTP), con una tiodesoxirribocitosina modificada llamada dCTP-(aS) (Amersham). Esta mezcla
se afiade al complejo de molde-oligonucleétido. Tras la adicién de la ADN polimerasa a esta mezcla, se genera una
hebra de ADN idéntica al molde excepto por las bases mutadas. Ademas, esta nueva hebra de ADN contendra
dCTP-(aS) en lugar de dCTP, que sirve para protegerlo de la digestién con endonucleasa de restriccion. Después la
hebra molde del heteroduplex bicatenario se mella con una enzima de restriccion apropiada, la hebra molde puede
digerirse con nucleasa Exolll u otra nucleasa apropiada pasada la region que contiene el sitio o sitios a mutagenizar.
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La reaccion después se detiene para dejar una molécula que es solamente monocatenaria parcialmente. Después
se forma un homoduplex de ADN bicatenario completo usando ADN polimerasa en presencia de los cuatro
trifosfatos de desoxirribonucleétido, ATP y ADN ligasa. Esta molécula homoduplex después puede transformarse en
una célula hospedadora adecuada tal como E. coli JM101, como se ha descrito anteriormente.

Pueden generarse mutantes con mas de un aminoacido a sustituir en una de varias formas. Si los aminoacidos
estan localizados cerca juntos en la cadena polipeptidica, puede mutarse simultaneamente usando un
oligonucledtido que codifique todas las sustituciones deseadas de aminoacido. Si, sin embargo, los aminoacidos
estan localizados alguna distancia entre si (separados por mas de aproximadamente diez aminoacidos) es mas
dificil generar un unico oligonucleotido que codifique todos los cambios deseados. En su lugar, pueden emplearse
uno o dos métodos alternativos.

En el primer método, se genera un oligonucleétido diferente para cada aminoacido a sustituir. Los oligonucle6tidos
después se hibridan con ADN molde monocatenario simultaneamente y la segunda hebra de ADN que se sintetiza a
partir del molde codificara todas las sustituciones de aminoacido deseadas. El método alternativo implica dos o mas
rondas de mutagénesis para producir el mutante deseado. La primera ronda es como se describe para los mutantes
individuales: se usa ADN de tipo silvestre para el molde y el oligonucleotido que codifica la primera sustituciéon o
sustituciones de aminoacido deseadas se hibrida con este molde, y después se genera la molécula de ADN
heteroduplex. La segunda ronda de mutagénesis utiliza el ADN mutado producido en la primera ronda de
mutagénesis como molde. Por tanto, este molde ya contiene una o mas mutaciones. El oligonucleétido que codifica
la sustitucion o sustituciones de aminoacido deseadas adicionales después se hibrida con este molde, y la hebra
resultante de ADN ahora codifica mutaciones tanto de la primera como de la segunda ronda de mutagénesis. Este
ADN resultante puede usarse como molde en una tercera ronda de mutagénesis, y asi sucesivamente.

b. Mutagénesis con casete

Este método es también un método preferido para preparar variantes de sustitucion, delecién e insercion de CRIg. El
método se basa en el descrito por Wells et al. Gene 34: 315 (1985). El material de partida es el plasmido (u otro
vector) que comprende el gen 1, el gen a mutar. Se identifica el codén o codones a mutar en el acido nucleico que
codifica la molécula CRIg de partida. Debe haber un sitio de endonucleasa de restricciéon Gnico en cada lado del sitio
o sitios de mutacién identificados. Si no existen dichos sitios de restriccién, pueden generarse usando el método de
mutagénesis mediada por oligonucleotido descrito anteriormente para introducirlos en localizaciones apropiadas en
el gen 1. Después de haber introducido los sitios de restriccion en el plasmido, el plasmido se corta en estos sitios
para linealizarlo. Se sintetiza un oligonucleétido bicatenario que codifica la secuencia del ADN entre los sitios de
restriccion pero que contiene la mutacién o mutaciones deseadas usando procedimientos convencionales. Las dos
hebras se sintetizan por separado y después se hibridan juntas usando técnicas convencionales. Este
oligonucleétido bicatenario se menciona como casete. Este casete se disefia para que tenga extremos 3'y 5' que
sean compatibles con los extremos del plasmido linealizado, de modo que pueda ligarse directamente al plasmido.
Este plasmido ahora contiene la secuencia de ADN mutada de CRIg.

c. Produccién recombinante de variantes de CRIg

El ADN que codifica variantes después se inserta en un plasmido o vector apropiado. El vector se usa para
transformar una célula hospedadora. En general, se usan vectores plasmidicos que contienen secuencias de
replicacién y control que se obtienen de especies compatibles con la célula hospedadora en relacién con aquellos
hospedadores. El vector habitualmente porta un sitio de replicacién, asi como secuencias que codifican proteinas
gue son capaces de proporcionar seleccion fenotipica en células transformadas.

Por ejemplo, puede transformarse E. coli usando pBR322, un plasmido derivado de una especie de E. coli (Mandel,
M. et al., (1970) J. Mol. Biol. 53:154). El plasmido pBR322 contiene genes de resistencia a ampicilina y tetraciclina, y
por tanto proporciona un medio facil para la seleccion. Otros vectores incluyen diferentes caracteristicas tales como
diferentes promotores, que a menudo son importantes en la expresion. Por ejemplo, los plasmidos pKK223-3,
pDR720 y pPL-X representan vectores de expresién con los promotores tac, trp, o PL que estan actualmente
disponibles (Pharmacia Biotechnology).

Otros vectores preferidos pueden construirse usando técnicas convencionales combinando los rasgos relevantes de
los vectores descritos en este documento. Los rasgos relevantes del vector incluyen el promotor, el sitio de union al
ribosoma, el gen variante o fusion génica, la secuencia sefial, los marcadores de resistencia a antibiético, el nimero
de copias y los origenes apropiados de replicacion.

Las células hospedadoras adecuadas para clonaciéon o expresién del ADN en los vectores de este documento
incluyen células procariotas, de levadura o eucariotas superiores. Los procariotas adecuados para este propoésito
incluyen eubacterias, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por ejemplo, Enterobacteriaceae
tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo,
Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescens, y Shigella, asi como bacilos tales como B.
subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en el documento DD 266.710 publicado el 12 de
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abril de 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa y Streptomyces. Un hospedador de clonacion de E. coli
preferido es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque son adecuadas otras cepas tales como E. coli B, E. coli X 1776
(ATCC 31.537) y E coliW3110 (ATCC 27.325). Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes.

Ademas de los procariotas, microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son hospedadores
adecuados de clonacion o expresion para vectores que codifican anticuerpos. Saccharomyces cerevisiae, o la
levadura comun del cervecero, es la mas habitualmente usada entre los microorganismos hospedadores eucariotas
inferiores. Sin embargo, estan habitualmente disponibles y son utiles en este documento otros varios géneros,
especies y cepas, tales como Schizosaccharomyces pombe; hospedadores Kluyveromyces tales como, por ejemplo,
K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC
56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K. thermotolerans y K. marxianus; Yarrowia (documento EP 402.226);
Pichia pastoris (documento EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (documento EP 244.234); Neurospora
crassa; Schwanniomyces tal como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como, por ejemplo,
hospedadores Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y Aspergillus tales como A. nidulansy A. niger.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpo glucosilado se obtienen de organismos
multicelulares. Ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de insecto. Se han identificado
numerosas cepas y variantes de baculovirus y células hospedadoras de insecto permisivas correspondientes a partir
de hospedadores tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Esta disponible al publico diversas cepas viricas para
transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y
dichos virus pueden usarse en la presente invencién, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera
frugiperda. Los cultivos de células vegetales de algodon, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco también
pueden utilizarse como hospedadores.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrado, y la propagacién de células de vertebrado en cultivo
(cultivo tisular) se ha convertido en un procedimiento rutinario. Ejemplos de lineas de células hospedadoras de
mamifero Utiles son la linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de
riién embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspensiéon, Graham et
al, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células renales de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de
hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli de ratén
(TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células renales de mono (CV1 ATCC CCL 70); células renales de
mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2);
células renales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células hepaticas de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
células pulmonares humanas (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor
mamario de ratébn (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacién descritos anteriormente para la
produccién de las variantes de CRIg de este documento y se cultivan en medios nutrientes convencionales
modificados segun lo apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que
codifican las secuencias deseadas.

Las células hospedadoras usadas para producir las variantes de CRIg de esta invencién pueden cultivarse en
diversos medios. Los medios disponibles en el mercado tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo
((MEM) (Sigma)), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle modificado por Dulbecco Medium ((DMEM), Sigma) son
adecuados para cultivar las células hospedadoras. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth.
Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102:255 (1980), patentes de Estados Unidos n.° 4.767.704;
4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o la patente de Estados
Unidos n.° Re 30.985 pueden usarse como medios de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos
medios puede suplementarse segun lo necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como
insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio y
fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como
GENTAMYCIN™), elementos traza (definidos como compuestos inorganicos habitualmente presentes a
concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente equivalente de energia. Cualquier otro
suplemento necesario también puede incluirse a concentraciones apropiadas que serian conocidas para los
expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son las usadas
previamente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y seran evidentes para los expertos en la
materia.

Cuando se usan técnicas recombinantes, la variante de CRIg puede producirse de forma intracelular, en el espacio
periplasmico, o secretarse directamente en el medio. Si la variante de CRIg se produce de forma intracelular, como
una primera etapa, los desechos particulados, las células hospedadoras o células lisadas, se retiran, por ejemplo,
por centrifugacion o ultrafiltracion. Cuando la variante de CRIg se secreta en el medio, los sobrenadantes
procedentes de dichos sistemas de expresion generalmente se concentran primero usando un filiro de concentracion
de proteinas disponibles en el mercado, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Puede
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incluirse un inhibidor de proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y
pueden incluirse antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes accidentales.

La variante de CRIg preparada a partir de las células puede purificarse por técnicas conocidas usando, por ejemplo,
cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis y/o cromatografia de afinidad.

Modificaciones adicionales de las variantes de CRIg

Las variantes de CRIg de la presente invencion también pueden modificarse en un modo para formar una molécula
quimérica que comprende la variante de CRIg, incluyendo fragmentos de la misma, fusionada a otro polipéptido
heterélogo o secuencia de aminoacidos. En una realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusién de la
variante de CRIg o un fragmento de la misma, con un polipéptido de marca que proporciona un epitopo al que puede
unirse selectivamente un anticuerpo anti-marca. La marca epitdpica se coloca generalmente en el extremo amino o
carboxilo del polipéptido CRIg variante. La presencia de dichas formas marcadas con epitopo de la variante de CRIg
puede detectarse usando un anticuerpo contra el polipéptido de marca. Ademas, proporcionar la marca epitopica
posibilita que el polipéptido CRIg se purifique facilmente por purificacion de afinidad usando un anticuerpo anti-
marca u otro tipo de matriz de afinidad que se una a la marca epitdpica. Son bien conocidos en la técnica diversos
polipéptidos de marca y sus anticuerpos respectivos. Ejemplos incluyen marcas poli-histidina (poli-his) o poli-
histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido de marca flu HA y su anticuerpo 12CA5 [Field et al., Mol. Cell. Biol.,
8:2159-2165 (1988)]; la marca c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 contra la misma (Evan et al.,
Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)); y la marca de glucoproteina D (gD) del virus del Herpes Simple
y su anticuerpo (Paborsky et al., Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)). Otros polipéptidos de marca incluyen el
péptido-Flag (Hopp et al., BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)); el péptido de epitopo KT3 (Martin et al., Science,
255:192-194 (1992)); un péptido epitdpico de .cuadratura.-tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166
(1991)]; y la marca del péptido proteico del gen 10 de T7 (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87:6393-6397 (1990)).

En otra realizacién, la molécula quimérica puede comprender una fusion de la variante de CRIg o un fragmento de la
misma con una inmunoglobulina o una regiéon particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la
molécula quimérica, dicha fusién podria ser con la regién Fc de una molécula IgG. Estos polipéptidos de fusiéon son
moléculas de tipo anticuerpo que combinan la especificidad de unién de una proteina heteréloga (una "adhesina")
con las funciones efectoras de dominios constantes de inmunoglobulina, y a menudo se mencionan como
inmunoadhesinas. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de una secuencia de
aminoacidos con la especificidad de union deseada que es diferente del sitio de reconocimiento y uniéon de antigeno
de un anticuerpo (es decir, es "heterdéloga"), y una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina. La parte
adhesina de una molécula de inmunoadhesina normalmente es una secuencia de aminoacidos contiguos que
comprende al menos el sitio de unién de un receptor o de un ligando. La secuencia del dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina puede obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos 19G-1,
19G-2, 1I9G-3, 0 1IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

El disefio de inmunoadhesina mas simple y mas directo combina la regién o regiones de unién de la proteina
"adhesina" con las regiones de Bisagra y Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. Habitualmente, cuando se
preparan las quimeras de CRIg-inmunoglobulina de la presente invencion, el acido nucleico que codifica el dominio
extracelular de CRIg se fusionara de forma C-terminal al acido nucleico que codifica el extremo N-terminal de una
secuencia de dominio constante de inmunoglobulina, sin embargo, también son posibles fusiones N-terminales.

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

El sitio preciso en el que se hace la fusion no es critico; son bien conocidos sitios particulares y pueden
seleccionarse para optimizar la actividad biolégica, la secrecion o las caracteristicas de unién de las quimeras de
CRIg-inmunoglobulina.

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

En una realizacion preferida, la secuencia del dominio extracelular de CRIg se fusiona al extremo N-terminal de la
parte C-terminal de un anticuerpo (en particular el dominio Fc), que contiene las funciones efectoras de una
inmunoglobulina, por ejemplo, inmunoglobulina G.sub.1 (IgG 1). Es posible fusionar la regiéon constante de cadena
pesada completa a la secuencia de dominio extracelular de CRIg. Sin embargo, mas preferiblemente, se usa una
secuencia que empieza en la regién de bisagra justo cadena arriba del sitio de escisiéon con papaina (que define Fc
de IgG quimicamente; resto 216, tomando el primer resto de la region constate de cadena pesada en 114, o sitios
analogos de otras inmunoglobulinas) en la fusién. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia de
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aminoacidos de CRIg se fusiona a la region de bisagray a CH2 y CH3, o a los dominios CH1, de bisagra, CH2 y
CH3 de una cadena pesada de IgG1, IgG2 o IgG3. El sitio preciso en el que se hace la fusién no es critico, y el sitio
6ptimo puede determinarse por experimentacion rutinaria.

En algunas realizaciones, las quimeras de CRIg-inmunoglobulina se ensamblan como multimeros, y particularmente
como homodimeros u homotetrameros. Generalmente, estas inmunoglobulinas ensambladas tendran estructuras
unitarias conocidas. Una unidad estructural de cuatro cadenas basica es la forma en que existen 1gG, IgD e IgE. Una
unidad de cuatro se repite en las inmunoglobulinas de mayor peso molecular; IgM generalmente existe como un
pentamero de unidades de cuatro basicas mantenidas juntas por enlaces disulfuro. La globulina IgA, y
ocasionalmente la globulina I1gG, también pueden existir en forma multimérica en suero. En el caso de multimeros,
cada unidad de cuatro puede ser igual o diferente.

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

Aunque la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina no es necesaria en las inmunoadhesinas de la
presente invencion, podria estar presente una cadena ligera de inmunoglobulina asociada de forma covalente a un
polipéptido de fusion de CRIg-cadena pesada de inmunoglobulina o fusionada directamente al dominio extracelular
de CRIg. En el primer caso, el ADN que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina normalmente se co-expresa
con el ADN que codifica la proteina de fusion de CRIg-cadena pesada de inmunoglobulina. Tras la secrecion, la
cadena pesada hibrida y la cadena ligera se asociaran covalentemente para proporcionar una estructura de tipo
inmunoglobulina que comprende dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina unidas por
disulfuro. Los métodos adecuados para la preparacion de dichas estructuras se describen, por ejemplo, en la
patente de Estados Unidos n.° 4.816.567 expedida el 28 de marzo de 1989.

Composiciones farmacéuticas

Las variantes de CRIg de la presente invencion pueden administrarse para el tratamiento de enfermedades cuya
patologia implica la ruta alternativa del complemento.

Las formulaciones terapéuticas se preparan para almacenamiento mezclando la molécula activa que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos opcionales farmacéuticamente aceptables, excipientes o estabilizantes
(Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. [1980]), en forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables son no téxicos para los destinatarios a
las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol;
y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como
albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales
como (glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos
incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA, azucares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contra iones que forman sales tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no ionicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG).

También pueden usarse lipofecciones o liposomas para suministrar el polipéptido, anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo, a las células. Cuando se usan fragmentos de anticuerpo, se prefiere el fragmento mas pequefio que se
une especificamente al dominio de unién de la proteina diana. Por ejemplo, basandose en las secuencias de regién
variable de un anticuerpo, pueden disefiarse moléculas peptidicas que retienen la capacidad de unirse a la
secuencia proteica diana. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente y/o producirse por tecnologia de ADN
recombinante (véase, por ejemplo, Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 [1993]).

La formulacion de este documento también puede contener mas de un compuesto activo segun lo necesario para la
indicacion particular que se esté tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se
afectan de forma adversa entre si. Dichas moléculas estan adecuadamente presentes en combinacion en
cantidades que son eficaces para el propoésito pretendido.

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

Las formulaciones a usarse para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente por filtracion
a través de membranas estériles de filtracién.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices
de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (patente de Estados Unidos n.° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y .gamma.etil-L-
glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato
de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque polimeros tales como acetato de etilenvinilo y acido
lactico-acido glicolico posibilitan la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan
proteinas durante periodos mas cortos de tiempo. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el
organismo durante un largo tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposicion a
humedad a 37 °C, provocando una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden
idearse estrategias racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se
descubre que el mecanismo de agregacién es formacién de enlaces intermoleculares S--S a través de intercambio
de tiodisulfuro, la estabilizacién puede conseguirse modificando restos sulfhidrilo, liofilizando soluciones &acidas,
controlando el contenido de humedad, usando aditivos apropiados y desarrollando composiciones especificas de
matriz polimérica.

Métodos de tratamiento

Como resultado de su capacidad de inhibir la activacion del complemento, en particular la ruta alternativa del
complemento, las variantes de CRIg de la presente invencion encuentran utilidad en la prevencion y/o tratamiento de
enfermedades y afecciones patolégicas asociadas al complemento. Dichas enfermedades y afecciones incluyen, sin
limitacion, enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias asociadas al complemento.

Ejemplos especificos de enfermedades y trastornos inflamatorios y relacionados con el sistema inmunitario
asociados al complemento que pueden abordarse por las variantes de CRIg de este documento se han enumerado
anteriormente.

Se ilustran detalles adicionales de la invencion por los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Preparacion de variantes de CRIg de afinidad madurada

Materiales y métodos

Materiales:

Materiales-Enzimas y fago auxiliar M13-KO7 (New England Biolabs); inmunoplacas Maxisorp (Nunc. Roskilde,
Dinamarca); placa de polipropileno de fondo en U de 96 pocillos (COSTAR; n.° cat. 3365); placa no de unién de
fondo plano de 96 pocillos (NUNC; n.° cat. 269620); conjugado de peroxidasa de rabano rusticano/anticuerpo anti-
M13 (Pharmacia); 3,3, 5,5'-tetrametilbencidina, substrato de H202 peroxidasa (TEB) (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Inc); Escherichia coliXL1-blue y E. coli. BL21(DE3) (Stratagene); albumina sérica bovina (BSA) y Tween
20 (Sigma); Ni-NTA agarosa (Qiagen); RBC de conejo (Colorado Serum Company; n.° cat. CS1081); tampédn
Veronal de gelatina (GVB) [100 ml de tampon Veronal (BioWhittaker; n.° cat. 12-624E); gelatina (piel bovina tipo B;
SIGMA; n.° cat. G9391-100G); suero reducido en C1q (CompTech; n.° cat. A300); proteina fH (Complement
Technology; n.° cat. A137); Anti-FLAG-HRP, mAb en glicerol al 50 %, Sigma n.° cat. A-8592 1,1 mg/ml.

Construccion de bibliotecas de CRIg de presentacion en fagos

Se lig6 un fragmento de ADN que codificaba CRIg en un vector fagémido digerido con Xhol y Spel (p3DvIzPDZ-gD)
(Kunkel et al., Methods Enzymol. 154:367-382 (1987)) como control de tipo silvestre y el molde para el disefio de
variantes de CRIg. Después, se prepararon los moldes con el coddn de parada TAA en cada resto dirigido para
aleatorizacion a partir de células de E. coli CJ239 (Kunkel et al., 1987, supra). Se us6 una estrategia de
aleatorizacion suave para la seleccion de variantes de CRIg, en que se introdujo una tasa de mutacién de
aproximadamente el 50 % en la posicion seleccionada usando una estrategia de oligonucleétido envenenado con
mezclas 70-10-10-10 de bases que favorecen los nucleétidos de tipo silvestre. En el disefio de bibliotecas: 5=50 %
A 10%G,10% Cy10% T;6=50% G,10 % A, 10% Cy10% T;7=50% C, 10 % A, 10 % Gy 10 % T; 8=50 % T,
10%A,10% Gy10%C.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2605471 T3

Se han disefiado cinco bibliotecas.

BCR1, ATC CTG GAA GTG CAA 656 (SEQ ID NO: 7) AGT GTA ACA GGA CCT 866 (SEQ ID NO: 8) 555 GGG
GAT GTG AAT CTT (SEQ ID NO: 9) en la biblioteca 1;

BCR2, AAG TGG CTG GTA CAA 768 (SEQ ID NO: 10) 668 TCA 657 775 688 577 ATC TTT (SEQ ID NO: 11)
786 CGT 657 TCT TCT GGA GAC CAT (SEQ ID NO: 12) en la biblioteca 2;

BCRS3, TTT CTA CGT GAC TCT (SEQ ID NO: 13) 877 668 657 757 588 756 756 678 555 TAC 756 GGC CGC
CTG CAT GTVG (SEQ ID NO: 14) en la biblioteca 3;

BCR4, CAA TTG AGC ACC CTG (SEQ ID NO: 15) 656 586 657 GAC 768 AGC CAC TAC ACG TGT 656 (SEQ
ID NO: 16) GTC ACC TGG 756 (SEQ ID NO: 17) ACT CCT GAT GGC AAC (SEQ ID NO: 18) en la biblioteca 4;
BCRS5, ACT CCT GAT GGC AAC 756 (SEQ ID NO: 19) GTC 688 768 657 555 ATT ACT GAG CTC CGT (SEQ ID
NO: 20) en la biblioteca 5.

Se realizé mutagénesis dirigida al sitio para las mutaciones puntuales como anteriormente usando codones
apropiados para producir las mutaciones respectivas, y los clones correctos se confirmaron por secuencia.

Clasificacion y cribado de biblioteca para seleccionar variantes de CRIg:

Se recubrieron inmunoplacas Maxisorp durante una noche a 4 °C con C3b (5 pyg/ml) y se bloquearon durante 1 h a
temperatura ambiente con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y albumina sérica bovina (BSA) al 0,05 %
(p/v). Se aiadieron bibliotecas de fagos a las placas recubiertas con C3b y se incubaron a temperatura ambiente
durante 3 h. Las placas se lavaron 10 veces y se eluyé el fago unido con HCI 50 mM y se neutralizaron con un
volumen igual de base Tris 1,0 M (pH 7,5). Los fagos recuperados se amplificaron por pase a través de E. coli XL 1-
blue y se usaron para rondas adicionales de selecciones de unién. Después de 5 rondas, se seleccionaron 12 clones
individuales de cada biblioteca y se cultivaron en un formato de 96 pocillos en 50 pl de caldo 2YT suplementado con
carbenicilina y fago auxiliar M13-KO7. Se afadieron sobrenadantes de cultivo diluidos en serie dos veces
directamente en placas de 384 pocillos recubiertas con C3b, anti-gD, BSA y proteina no relacionada como
posiciones disefiadas. La afinidad de unién se midi6 para estimar una concentracion de fago que da C3b
significativamente mayor que anti-gD pero no para BSA y la proteina no relacionada. Se fijé la concentracion de
fago, cribando aproximadamente 200 clones de cada biblioteca en el mismo formato y se seleccionaron 24-48
clones que mostraron unirse significativamente a C3b sobre anti-gD de cada biblioteca, después se secuenciaron
para el analisis.

ELISA competitivo de fagos

Para estimar la afinidad de union, se us6 un ELISA modificado de fagos. Las placas de microtitulacion de 96 pocillos
se recubrieron con 2 ug/ml de C3b en tampén carbonato 50 mM (pH 9,6) a 4 °C durante una noche. Las placas
después se bloquearon con PBS, BSA al 0,5 % durante 1 h a temperatura ambiente. Las variantes de CRIg de
presentacion en fagos se diluyeron en serie en tampén PBT y se midié la unidén para estimar una concentraciéon de
fago que da el 50 % de la sefal en saturacion. Se fijo la concentracion de subsaturacion de fago y se pre-incubaron
durante 2 h con diluciones en serie de C3b, después se trasfirié la mezcla a las placas de ensayo recubiertas con
C3b. Después de incubar 15 minutos, las placas se lavaron con PBS, Tween 20 al 0,05 % y se incubaron 30 minutos
con conjugado de peroxidasa de rabano rusticano/anticuerpo anti-M13 (dilucién 1:5000 en tampon PBT). Las placas
se lavaron, se revelaron con sustrato TMB, se inactivaron con HsPOs 1,0 M y se leyeron de forma
espectrofotométrica a 450 nm. La afinidad (CI50) se calcul6 como la concentracion de C3b competidor que
provocaba la unién la mitad de la maxima del fagémido.

Purificacion de proteinas

Se inocul6 una unica colonia de E. coli BL21(DE3) que albergada el plasmido de expresion en 30 ml de medio LB
suplementado con 50 pg/ml de carbenicilina (medio LB/carb) y se cultivdo durante 1 noche a 37 °C. Las bacterias se
recogieron, se lavaron, se resuspendieron y se inocularon en 500 ml de medio LB/carb. El cultivo se hizo crecer a 37
°C hasta fase semi-logaritmica (As00=0,8). La expresion de proteinas se indujo con 1-tio-D-galactopirandsido de
isopropilo 0,4 mM y el cultivo se hizo crecer durante 24 horas a 30 °C. Las bacterias se sedimentaron por
centrifugacién a 4000 g durante 15 minutos, se lavaron 2 veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
se congelaron durante 8 h a -80 °C. El sedimento se resuspendié en 50 ml de PBS y las bacterias se lisaron por
pase a través del equipo de procesamiento Microfluidizer o equipos de sonicacion. Las proteinas variantes de CRIg
se purificaron con 2 ml de NI-NTA agarosa y filtracion en gel.

ELISA de unién competitiva en fase fluida de mutCRIg-huFc:

Se diluyé huCRIg(L)-LFH hasta 2 ug/ml en PBS, pH 7,4 y se recubrié sobre placas de fondo plano de 384 pocillos
Maxisorp (Nunc, Neptune, NJ) incubando durante una noche (16-18 horas) a 4 °C (25 ul/pocillo). Las placas se
lavaron 3 veces en tampon de lavado (PBS, pH 7,4, Tween 20 al 0,05 %) y se afadieron 50 ul/pocillo de tampén de
bloqueo (PBS, pH 7,4, BSA al 0,5 %) a cada pocillo. Se permitié6 que las placas se bloquearan durante 1-3 horas;
esta y todas las incubaciones posteriores se realizaron en un agitador orbital a temperatura ambiente. Durante la
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etapa de bloqueo, se diluyé C3b (purificado en Genentech) hasta 20 nM en tampén de ensayo (PBS, pH 7,4, BSA al
0,5 %, Tween 20 al 0,5 %) y las moléculas mutCRIg-huFc se diluyeron en serie en tampon de ensayo, sobre un
intervalo de concentracién de 20.000 - 0,34 nM. Las moléculas C3b y mutCRIg-huFc después se mezclaron 1:1y se
dejaron pre-incubar durante 0,5-1 hora. Las placas bloqueadas se lavaron 3 veces (como se ha descrito
anteriormente) y se afadieron los complejos de C3b:mutCRIg-huFc a las placas de reaccion (25 ul/pocillo). Después
de una incubacion de 1-2 horas, las placas ELISA se lavaron 3 veces (como se ha descrito anteriormente) y se
detect6 C3b unido a la placa por la adicién de un anticuerpo anti-C3b humano (clon 5F202, US Biological,
Swampscott, MA; 600 ng/ml, 25 ul/pocillo). Las placas se incubaron durante 1-2 horas y se lavaron como se ha
descrito anteriormente. Después se afadié 1gG anti-Fc murino conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA) diluido 1:2000 (25 ul/pocillo) y las placas se incubaron durante 1-2 horas. Después de un lavado
final, se afiadieron 25 ul/pocillo de sustrato TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) a las placas
ELISA. El desarrollo de color detuvo después de aproximadamente 8 minutos afadiendo 25 ul/pocillo de acido
fosforico 1,0 M. Se determin6d la absorbancia a 450 nM y 650 nM usando un lector de placa de microtitulacion
SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Ensayo de activacion del complemento:

La capacidad de mutCRIg-Fc de inhibir la activacion del complemento se evalué usando el kit de la ruta alternativa
del sistema del complemento Wieslab™ (Alpco Diagnostics, Salem, NH). Se prepararon mutCRIg-Fc diluido en serie
(400 a 0,2 nM) y suero humano deficiente en C1q (al 5 %) (Complement Technology, Tyler, TX) a dos veces la
concentracion final deseada, se mezclaron 1:1 y se pre-incubaron durante 5 minutos en un agitador orbital a 600 rpm
antes de la adicion a las placas ELISA recubiertas con LPS (100 ul/pocillo). El resto del ensayo fue siguiendo las
instrucciones del fabricante. En resumen, las muestras en las placas ELISA se incubaron durante 60-70 minutos a
37 °C y después se lavaron 3 veces en tampon de lavado (PBS, pH 7,4, Tween 20 al 0,05 %). Se afadieron 100
ul/pocillo del conjugado anti-C5b-9 a la placa ELISA. Después de una incubacion de 30 minutos a temperatura
ambiente, la placa ELISA se lavo como se ha descrito anteriormente y se afadieron 100 ul de sustrato/pocillo, y las
placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos adicionales. El desarrollo de color se detuvo
afiadiendo 50 ul/pocillo de EDTA 5 mM. Se determin6é la absorbancia a 450 nM usando un lector de placa de
microtitulacion MultiSkan Ascent (Thermo Fisher Scientific, Milford, MA).

Ensayo de inhibiciéon de hemodlisis:

Se lavaron glébulos rojos de conejo (Colorado Serum Company, Denver, CO) 3 veces con tampon Veronal (Sigma,
St. Louis, MO) que contenia gelatina de piel bovina al 0,1 % (Sigma) (GVB), centrifugando a 1500 rpm, 4 °C durante
10 minutos para cada lavado. Después de la etapa de centrifugacion final, las células se resuspendieron en GVB a
una concentracion final de 2 x 10° células/ml. Se afiadieron inhibidores del complemento diluidos en serie en GVB a
una o mas placas de polipropileno de fondo en U de 96 pocillos (Costar, Cambridge, MA) a 50 ml/pocillo seguido por
20 ml/pocillo de glébulos rojos de conejo diluidos 1:2 en MgCL2 0,1 M/EGTA 0,1 M/GVB. La cascada del
complemento en la placa se desencadené por la adicion de 30 pl/pocillo de suero reducido en C1q (Complement
Technology, Tyler, TX), pre-diluido 1:3 con GVB. La placa o placas se incubaron con agitacion suave durante 30
minutos a temperatura ambiente antes de detener la reaccién con 100 pl/pocillo de EDTA 10 mM/GVB. Después de
centrifugar la placa o placas a 1500 rpm durante 5 minutos, los sobrenadantes se transfirieron a una o mas placas
de 96-pocillos no de union de fondo plano transparentes (Nunc, Neptune, NJ) y se leyeron las densidades opticas a
412 nm usando un lector de microplaca (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Ensayo competitivo Alpha Screen:

La reactividad cruzada potencial de las moléculas CRIg mutantes con C3 se evalu6 usando el kit de deteccién de
histidina (quelato de niquel) AlphaScreen® (PerkinElmer, Waltham, MA). Se prepararon C3 y C3b humano diluidos
en serie (3.000 a 0,7 nM), asi como concentraciones fijas de iC3b biotinilado (30 nM) y tanto moléculas CRIg
mutantes (mutCRIg) como moléculas CRIg de tipo silvestre (15-60 nM) a 3 veces la concentracion final deseada, se
mezclaron 1:1:1 y se pre-incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en un agitador orbital a 3000 RPM.
Se prepar6 una mezcla 1:1 de perlas donantes de estreptavidina y perlas aceptoras de quelato de niquel (0,1 mg/ml
cada una) a 4 veces la concentracion final deseada y se afiadieron a la reaccién. La placa de reaccion se incub6 a
temperatura ambiente durante 60 minutos en un agitador orbital a 3000 rpm protegido de la luz. La placa se analizé
en un analizador de microplaca AlphaQuest®-HTS (PerkinElmer, Waltham, MA).

Resonancia de plasmoén superficial

Las afinidades de C3b por CRIg mutante y de tipo silvestre se determinaron usando mediciones de resonancia de
plasmén superficial en un instrumento Biacore® A100 (GE healthcare). Se emple6 un formato de captura anti-Fc y
se calcul6 la Kp a partir de las mediciones de union en equilibrio. El chip detector se preparé usando el kit de captura
anti-muFc (BR-1008-38) siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. Se diluyé CRIg mutante o de
tipo silvestre en tampon de ejecucion (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,01 %) hasta 1 pg/mly
se hicieron inyecciones de 60 pl de modo que se capturaran ~100 RU de proteina de fusion en una mancha de la
superficie del chip. Se registraron los sensogramas durante inyecciones de 10 minutos de soluciones de
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concentracién variada de C3b sobre la mancha de CRIg con sustraccién de la sefial para una mancha de referencia
que contenia el anticuerpo de captura, pero no CRIg. Los datos se obtuvieron para una serie de diluciéon de factor 2
de C3b que variaba en concentracion de 4 uM a 15,6 nM con el caudal a 10 pl/min y a una temperatura de 25 °C. La
superficie se regeneré entre ciclos de unién por una inyeccién de 30 segundos de Gly-HCI 10 mM pH 1,7. Los
valores constantes obtenidos al final de cada inyeccién de C3b se usaron para calcular la Kp usando el algoritmo
Affinity del software de evaluacion Biacore A100 Evaluation v1.1 (Safsten et al. (2006) Anal. Biochem. 353:181).

Resultados
Diserio de la biblioteca de fagos

Se uso6 la estructura cristalina de CRIg en complejo con C3b para disefar bibliotecas diana. Se disefiaron cinco
bibliotecas para cubrir el area de contacto entre CRIg y C3b (Figura 4). Las bibliotecas de CRIg se construyeron
como una fusion a la proteina de cubierta minoritaria g3p en un vector de presentacion en fagos monovalente
(Zhang et al., J Biol Chem 281(31): 22299-311 (2006)). Se introdujeron codones de parada por mutagénesis en la
parte codificante de CRIg del plasmido fagico en cada resto a aleatorizar. Cada construccion que contenia un codon
de parada se us6 después para generar la biblioteca de presentaciéon en fagos (véase material y método). Se us6
una estrategia de "aleatorizacion suave" para seleccionar agentes de union para mantener una desviacion de
secuencia de tipo silvestre de modo que las posiciones seleccionadas se mutaran solamente el 50 % de las veces.
Las cinco bibliotecas se obtuvieron con una diversidad promedio de > 10'° secuencias independientes por biblioteca.
(Tabla 1).

Selecciones con biblioteca en fagos de CRIg

Después de cuatro rondas de seleccion de unién, se obtuvieron 38 clones unicos de estas cinco bibliotecas. (Tabla
2). En la biblioteca 1, se conservd la lisina en la posicion 15. Los restos aromaticos, tirosina y triptéfano, remplazaron
el acido glutamico en la posicion 8. La posicion 4 estaba ocupada por el triptéfano precursor o por una fenilalanina
homéloga. En la biblioteca 2, se secuenciaron 24 clones y todos ellos se revelaron consenso. La posicion 42, 46 y
47 se conservaron como tipo silvestre. La asparagina, histidina y fenilalanina remplazaron la secuencia de tipo
silvestre en la posicion 43, 44 y 45. En la biblioteca 3, se aleatorizaron 10 posiciones y las secuencias mostraron
conservacion completa en la posicion 54, 55, 56, 57, 58, 61, 62 y 63. La isoleucina o lisina estaba ocupada en la
posicion 60. En la posicion 64, se remplazé glutamina por arginina o se conservo. En la biblioteca 4, los restos
aromaticos dominaban en la posicidn 86 y los restos basicos homologos, arginina y lisina, dominaron en la posicién
99. La posicion 85, 87 y 95 también se aleatorizaron de forma suave, pero parecian altamente conservados. En la
biblioteca 5, dos restos basicos homoélogos significativos, lisina y arginina se prefirieron sobre glutamina en la
posicion 105. Los restos cargados negativamente, acido aspartico o restos acidos, asparagina estuvieron dominados
en la posicién 110.

Se estimaron las afinidades de algunos de los mutantes por ELISA competitivo de fagos (datos no mostrados), y se
descubrid que habia clones en la biblioteca 3 que eran agentes de unién a C3b aproximadamente ocho veces
mejores que CRIg de tipo silvestre.

Determinacién de la afinidad de unién in vitro y la potencia biolégica in vivo

Para identificar restos criticos para aumentar la afinidad de unién a C3b y la potencia en el ensayo de inhibicién
hemolitica, el siguiente enfoque fue disefiar una segunda generacion de variantes de CRIg incorporando una Unica
mutacién dominante y mantener otras posiciones como el tipo silvestre, o eligiendo 2-3 clones de alta afinidad de las
bibliotecas de fagos de primera generacion que se determinaron por ELISA de fagos. Para medir de forma precisa la
afinidad y potencia de nuestros mutantes, se expresaron todas las variantes como proteinas aisladas. Los resultados
(Tabla 3) del ensayo de inhibicion hemolitica mostraron que L12 de la biblioteca 1, L33 de la biblioteca 3 y L41 de la
biblioteca 4 aumentaban significativamente la potencia en 4 a 10 veces en comparacion con el tipo silvestre en un
ensayo hemolitico. L32 de la biblioteca 3 mostr6 C150 mejorada 10 veces en comparacion con CRIg de tipo silvestre.
Los datos también demostraron que la afinidad de unién y la potencia de los ensayos basados en células no estaban
correlacionadas.

Combinacién de mutantes

Basandose en los resultados de las bibliotecas de segunda generacion, se disefioé la tercera generacion de mutantes
para mejorar adicionalmente la potencia en el ensayo hemolitico y la afinidad de unién. Se eligieron tres de los
mutantes biolégicamente mas potentes (L12-8W, L33-Q601/L32-Q64R y L41-M86Y) y uno de los mutantes de mayor
afinidad de unién (L32-Q64R) como molde. Después se combinaron estos mutantes con otros clones potentes
biolégicos obtenidos en la segunda generacién de bibliotecas para determinar un conjunto 6ptimo de mutaciones
gue aumenten la potencia en el ensayo hemolitico y la afinidad de unién. Se expresaron y purificaron las variantes
de CRIg para analisis detallado. Los datos mostraron (Tabla 4) que la combinacién de mutantes de L12 no mejoraba
la potencia de inhibicién e incluso mostraban una actividad inferior en comparacién con el mutante precursor a pesar
de una afinidad de unidén 3-6 mayor de los mutantes WL41 y WL59. Dentro de los mutantes de L32, RL41 mostro
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una afinidad de unién 1,8 veces mejor que el tipo silvestre y una potencia 6 veces mejor en el ensayo hemolitico.
Todos los mutantes del grupo L33 mostraron la afinidad de union aumentada significativa; aproximadamente un
aumento de 27-226 veces en comparacion con el tipo silvestre, aunque la potencia en el ensayo de hemdlisis no
aumenté significativamente. También se aprecié que 60I-64R y 86Y estaba implicado en la mayoria de las
combinaciones de clones de afinidad mejorada.

Afinidad de unién mejorada y actividad inhibidora del complemento del mutante de CRIg Q64R M86Y

Se seleccion6 el mutante Q64R M86Y, que tenia la mayor afinidad en el ELISA competitivo (Fig. 4 y Tabla 3) para
analisis adicional. Para determinar la afinidad de unién de CRIg wt y CRIg Q64R M86Y por C3b, se realizé analisis
Biacore de CRIg wt y CIRg Q64R M86Y. La afinidad de CRIg Q64R M86Y se mejord 5 veces sobre CRIg de tipo
silvestre (Fig. 6). Los estudios previos han demostrado que CRIg wt se une de forma selectiva a C3b pero no hace
C3 nativo (Wiesman et al., Nature, 444(7116):217-20, 2006). Como la mutagénesis puede cambiar esta selectividad,
se comparo6 la afinidad de CRIg Q64R M86Y por C3b frente a C3 en el ensayo competitivo en fase fluida alpha-
screen. CRIg Q64R M86Y competia con C3b soluble, pero no con C3 soluble, lo que indica que la mutagénesis no
afectaba a la selectividad de CRIg por el componente activo C3b (Fig. 7). Esta selectividad se confirmo6
adicionalmente por analisis de estos restos en la estructura de CRIg Q64R M86Y en el complejo con C3b (datos no
mostrados).

Para ensayar si la afinidad mejorada y la selectividad conservada por C3b se traduce en eficacia mejorada, se
ensay6 CRIg Q64R M86Y frente a CRIg wt en un ensayo hemolitico basado en eritrocitos selectivo para la ruta
alternativa del complemento. CRIg Q64R M86Y mostré una CI50 mejorada 4 veces en comparacion con CIRg wt
(Fig. 8A). Para corroborar adicionalmente la potencia mejorada hacia la inhibicion del complemento de la ruta
alternativa, se compardé la actividad inhibidora de CRlg Q64R M86Y con CRIg wt en un ensayo basado en LPS
selectivo para la ruta alternativa del complemento. Aqui, CRIg mostro una mejora de 180 veces en CI50 en
comparacion con la proteina recombinante de tipo silvestre. CRIg wt y CRIg Q64R M86Y no afectaron a la actividad
del complemento a través de la ruta clasica. Por tanto, una sustitucion de dos aminoacidos en la superficie de
contacto de union CRIg-C3b produce una molécula con afinidad de unién mejorada y actividad superior inhibidora
del complemento en dos ensayos diferentes con selectividad por la ruta alternativa del complemento.

Para determinar adicionalmente si la afinidad de unién y la potencia aumentada se traducen en eficacia terapéutica
mejorada, se compard el efecto protector de wt y la version Q64R M86Y de CRIg en un modelo de transferencia de
suero de artritis. Los estudios previos han demostrado que CRIg inhibe potencialmente la inflamacion y la
destruccion de hueso en artritis inducida por colageno y anticuerpos (Katschke et al., J. Exp Med 204(6):1319-1325
(2007)).

Aqui, la eficacia de CRIg se ensay6 en un tercer modelo preclinico de artritis mediada por el complejo inmunitario.
Un modelo murino espontadneo de artritis reumatoide, K/BxN, imita muchas de las caracteristicas clinicas e
histologicas de la enfermedad humana con artritis. Se inyecté a los ratones 50 pl de suero obtenido de ratones
K/BxN en dia 0. Los animales se comprobaron diariamente y el grado de enfermedad se puntu6 mediante
observacion visual. Todos los ratones se sacrificaron en el dia 6.

Se inyect6 a los ratones por via subcutanea la cantidad indicada de control de isotipo o proteinas recombinantes
hCRIg-migG1 o hCRIg-RL41-mIgG1 diariamente en 100 ul de solucion salina estéril empezando en el dia -1.

Control y valoracioén:
Puntuacién para cada pata:
0 = Sin evidencias de eritema e hinchamiento
1 = Eritema e hinchamiento leve confirmado en el pie medio (tarso) o tobillo
2 = Eritema e hinchamiento leve que se extiende desde el tobillo hasta el pie medio
3 = Eritema e hinchamiento moderado que se extiende desde el tobillo hasta las articulaciones metatarsiales
4 = Eritema e hinchamiento grave que abarca el tobillo, pie y dedos
Puntuacion media = suma de las 4 puntuaciones de la pata.

Fases de la enfermedad, leve (puntuacion media 1-3), moderada (puntuacion media 4-8) y enfermedad grave
(puntuacion media 9-superior). La puntuacion media refleja la cantidad de articulaciones implicadas.

En el dia 6, se recogié una muestra de sangre por puncion intercardiaca con anestesia antes del sacrificio. Se
medira la cantidad de proteinas de fusién hCRIg-Fc usando el suero. Se recogieron las articulaciones para
evaluacion histologica.

La transferencia de suero de ratones KRN a destinatarios Balb/c produce una respuesta inmunitaria rapida y robusta
caracterizada por inflamacién simétrica de las articulaciones. La induccion de artritis esta mediada por
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autoanticuerpos anti-glucosa-6 fosfato isomerasa que forman complejos inmunitarios pro-inflamatorios en las
articulaciones (Kouskoff, V., Korganow, A.S., Duchatelle, V., Degott, C., Benoist, C., y Mathis, D. (1996). El
desarrollo de artritis es completamente dependiente de la ruta alternativa del complemento intacta y de la funcién del
receptor Fc como se muestra por la ausencia de enfermedad en ratones deficientes en los componentes de la ruta
alternativa del complemento y en ratones deficientes en la cadena gamma del receptor Fc comuan (Ji, H., Ohmura,
K., Mahmood, U., Lee, D.M., Hofhuis, F.M., Boackle, S.A., Takahashi, K., Holers, V.M., Walport, M., Gerard, C., et al.
(2002). Arthritis critically dependent on innate immune system players. Immunity 16, 157-168). Debido a la rapida
aparicion y gravedad de la enfermedad, el tratamiento con la proteina de fusién CRIg wt-Fc reducia las puntuaciones
de artritis solo en un 22 % (Fig. 9A, B). El tratamiento con CRIg Q64R M86Y mostré una reduccion de las
puntuaciones de artritis en un 66 %. El examen histolégico mostré una reduccion significativa en la infiltracion de
células inmunitarias que consisten principalmente en neutréfilos y macrofagos en ratones tratados con CRIg Q64R
MB86Y frente a ratones tratados con CRIg wt o proteina de fusion de control (Fig. 9C, D). Las concentraciones en
suero de CRIg wt y CRIg Q64R M86Y fueron similares, lo que indica que la diferencia en las puntuaciones de artritis
no se debia a una diferencia de la semivida de la proteina CRIg wt frente a CRIg Q64R M86Y. Por tanto, se
demostré que la afinidad de unién aumentada de CRIg por su diana C3b se traduce en una eficacia terapéutica
significativamente mejorada.

Aunque la presente invencion se ha descrito con referencia a lo que se considera que son las realizaciones
especificas, debe entenderse que la invencidn no esta limitada a dichas realizaciones. Por el contrario, la invencién
pretende cubrir diversas modificaciones equivalentes con la condicion de que estén incluidas dentro del alcance de
las reivindicaciones adjuntas.
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Asn

Ser

Glu

360

Asn

Ala

Gln

185

Ala

vVal

Ser

Tyr

Thr

265

Ser

Val

Gln

Asp

Ser

345

Pro

Tyr

Thr

29

Glu

Val

Gly

Ser

Pro

250

Asp

Leu

Val

Glu

Ser

330

Asp

Cys

Ala

Glu

Pro

Ile

Ser

Lys

235

Leu

Met

Pro

Phe

His

315

Gly

Glu

Ile

Arg

Gly
395

Ile

Ala

Glu

220

Leu

Lys

Asp

Val

Thr

300

Val

Glu

Pro

Gly

Leu

380

Lys

Lys

Asp

205

Gln

Leu

Ala

Gly

Phe

285

Met

Tyr

Thr

Thr

Gln

365

Leu

Ser

Val

190

Ser

His

Lys

Thr

Tyr

270

Ala

Ala

Glu

Met

Ser

350

Glu

Asp

Val

Ala

Gly

Ser

Thr

Ser

255

Leu

Tle

Tyr

Ala

Arg

335

Gln

Tyr

Thr

Cys

Thr

Ser

Asp

Lys

240

Thr

Gly

Tle

Tle

Ala

320

Val

Asn

Gln

Val
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<221> CDS
<222> (67)..(981)
<400> 3
gtccaactge accteggttce tatcgatagg aggcectggaag aaaggacaga agtagcotctg 60
gctgtg atg ggg atec tta ctg gge ctg cta ctc ctg ggg cac cta aca 108
Met Gly Ile Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Gly His Leu Thr
1 5 10
gtg gac act tat ggc cgt ccec atc ctg gaa gtg cca gag agt gta aca 156
Val Asp Thr Tyr Gly Arg Preo Ile Leu Glu Val Pro Glu Ser Val Thr
15 20 25 30
gga cct tgg aaa ggg gat gtg aat ctt ccc tgec acc tat gac cecc ctg 204
Gly Pro Trp Lys Gly Asp Val Asn Leu Pro Cys Thr Tyr Asp Pro Leu
35 40 45
caa ggc tac acc caa gtec ttg gtg aag tgg ctg gta caa cgt ggc tca 252
Gln Gly Tyr Thr Gln Val Leu Val Lys Trp Leu Val Gln Arg Gly Ser
50 55 60
gac cct gtc ace atec ttt cta cgt gac tet tet gga gac cat ate cag 300
Asp Pro Val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser Ser Gly Asp His Ile Gln
65 70 75
cag gca aag tac cag ggce cge ctg cat gtg age cac aag gtt cca gga 348
Gln Ala Lys Tyr Gln Gly Arg Leu His Val Ser His Lys Val Pro Gly
BO 85 90
gat gta tcc cte caa ttg age acec ctg gag atg gat gac cgg agc cac 396
Asp Val Ser Leu Gln Leu Ser Thr Leu Glu Met Asp Asp Arg Ser His
95 100 105 110
tac acg tgt gaa gtc acc tgg cag act cct gat ggc aac caa gtc gtg 444
Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln Thr Pro Asp Gly Asn Gln Val Val
115 120 125
aga gat aag att act gag cte cgt gte cag aaa cac tce tca aag cta 492
Arg Asp Lys Ile Thr Glu Leu Arg Val Gln Lys His Ser Ser Lys Leu
130 135 140
ctc aag acc aag act gag gca cct aca acc atg aca tac ccc ttg aaa 540
Leu Lys Thr Lys Thr Glu Ala Pro Thr Thr Met Thr Tyr Pro Leu Lys
145 150 155
gca aca tect aca gtg aag cag tec tgg gac tgg acc act gac atg gat 588
Ala Thr Ser Thr Val Lys Gln Ser Trp Asp Trp Thr Thr Asp Met Asp
160 165 170
gge tae ctt gga gag ace agt get ggg cca gga aag age ctg cet gte 636
Gly Tyr Leu Gly Glu Thr Ser Ala Gly Pro Gly Lys Ser Leu Pro Val
175 180D 185 190
ttt gcec atc atc ctc ate ate teeo ttg tge tgt atg gtg gttt ttt ace 684
Phe Ala TIle TIle Leu Ile Ile Ser Leu Cys Cys Met Val Val Phe Thr
185 200 205
atg gcc tat atc atg ctec tgt cgg aag aca tec caa caa gag cat gtc 732
Met Ala Tyr Ile Met Leu Cys Arg Lys Thr Ser Gln Gln Glu His Val
210 215 220
tac gaa goa goc agyg goa cat gec aga gag goc aac gac tet gga gaa 780

30



Tyr Glu Ala
225

acc atg agg
Thr Met Arg
240

act tcc cag
Thr Ser Gln
255

<ag gag tac
Gln Glu Tyr

ctg gac aca
Leu Asp Thr

agt gte tgt
Ser vVal Cys
305

agagtcgace tgcagaaget tggocgocat ggoccaactt gtttattgea gettataatg

gttacaata

<210> 4

<211> 305

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala

gtg
Val

aat
Asn

cag
Gln

gtt
Val
290

Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

ate
Ile
275

cct
Pro

Ala

atc
Ile

gge
Gly
260

ate
Ile

ctg
Leu

ES 2605471 T3

His Ala
230

ttc gca
Phe Ala
245

aac aac

Asn Asn

goo cag
Ala Gln

gat tat
Asp Tyr

Arg

agt

Ser

tac
Tyr

ate
Ile

gag
Glu
295

Glu

ggc
Gly

tct
Ser

aat
Asn
280

ttt
Phe

Ala

tge
Cys

gat
Asp
265

gge
Gly

ctg
Leu

Asn

tce
Ser
250

gag
Glu

aag
Asn

gce
Ala

Asp
235

agt

Ser

coc
Pro

tac
Tyr

act
Thr

Ser

gat
Asp

tge
Cys

gee
Ala

gag
Glu
300

taaaaatgec ccattaggec aggatetget gacataatcet

31

Gly

gag
Glu

ata
Ile

cge
Arg
285

ggc
Gly

Glu

cca
Fro

gga
Gly
270

ety
Leu

aaa
Lys

828

876

924

272

1021

1081

1080



Met

Thr

Trp

Tyr

val

65

Lys

Ser

Cys

Gly

Tyr

Lys

Thr

50

Thr

Tyr

Leu

Glu

Ile

Gly

Gly

35

Gln

Ile

Gln

Gln

val

Leu

Arg

20

Asp

Val

Phe

Gly

Leu

100

Thr

Leu

Pro

Val

Leu

Leu

Arg

Ser

Trp

ES 2605471 T3

Gly

Ile

Asn

Val

Arg

70

Leu

Thr

Gln

Leu

Leu

Leu

Lys

55

Asp

His

Leu

Thr

Leu

Glu

Pro
40

Trp

Ser

Val

Glu

Pro

Leu

Val

25

Cys

Leu

Ser

Ser

Met

105

Asp

32

Leu

10

Pro

Thr

Val

Gly

His

90

Asp

Gly

Gly

Glu

Tyr

Gln

Asp

75

Lys

Asp

Asn

His

Ser

Asp

Arg

His

Val

Arg

Gln

Leu

Val

Pro

45

Gly

Tle

Pro

Ser

Val

Thr

Thr

30

Leu

Ser

Gln

Gly

His

110

Val

Val

15

Gly

Gln

Asp

Gln

Asp

Tyr

Arg

Asp

Pro

Gly

Pro

Ala

80

Val

Thr

Asp



10

Lys Tle
130

Thr Lys
145

Ser Thr

Leu Gly

Ile Ile

Tyr Ile
210

Ala Ala
225

Arg Val

Gln Asn

Tyr Gln

Thr Val
290

Cys
305

<210>5
<211> 1590
<212> ADN
<213> Mus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (134)..(973)

<400> 5

115

Thr

Thr

vVal

Glu

Leu

195

Met

Arg

Ala

Leu

Ile

275

Pro

Glu

Glu

Lys

Thr

180

Ile

Leu

Ala

Ile

Gly

260

Ile

Leu

Leu

Ala

Gln

165

Ser

Ile

Cys

Hisg

Phe

245

Asn

Ala

Asp

ES 2605471 T3

Arg

Pro

150

Ser

Ala

Ser

Arg

Ala

230

Ala

Asn

Gln

Tyr

Val

135

Thr

Trp

Gly

Leu

Lys

215

Arg

Ser

Tyr

Ile

Glu
295

120

Gln

Thr

Asp

Pro

Cys

200

Thr

Glu

Gly

Ser

Asn

280

Phe

33

Lys

Met

Trp

Gly

185

Cys

Ser

Ala

Cys

Asp

265

Gly

Leu

Hisg

Thr

Thr

170

Lys

Met

Gln

Asn

Ser

250

Glu

Asn

Ala

Ser

Tyr

155

Thr

Ser

vVal

Gln

Asp

235

Ser

Pro

Tyr

Thr

Ser

140

Pro

Asp

Leu

vVal

Glu

220

Ser

Asp

Cys

Ala

Glu
300

125

Lys

Leu

Met

Pro

Phe

205

His

Gly

Glu

Ile

Arg

285

Gly

Leu

Lys

Asp

Val

130

Thr

vVal

Glu

Pro

Gly

270

Leu

Lys

Leu

Ala

Gly

175

Phe

Met

Tyr

Thr

Thr

255

Gln

Leu

Ser

Lys

Thr

160

Tyr

Ala

Ala

Glu

Met

240

Ser

Glu

Asp

vVal
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gtecaactge accteggtte tatcgatteg aatteggeca cactggecgg atcctetaga 60
gatcecteoga ccectogaccea cgogtcegaqg cagcaagagg atggaaggat gaatagaagt 120
agcettecaaat agg atg gag ate teca teca gge ttg ctg tte ctg gge cac 168

Met Glu Ile Ser Ser Gly lLeu Leu Phe Leu Gly His
1 5 10
dta ata gtg cte ace tat gge cac cce ace cta aaa aca ¢ct gag agt 217
Leu Ile Val Leu Thr Tyr Gly His Pr¢o Thr Leu Lys Thr Pro Glu Ser
15 20 25
gtg aca ggg acc tgg aaa gga gat gtg aag att cag tge atc tat gat 265
val Thr Gly Thr Trp Lys Gly Asp Val Lys Ile Gln Cys Ile Tyr Asp
30 35 40
ccc ctg aga ggc tac agg caa gtt ttg gtg aaa tgg ctg gta aga cac 3213
Pro Leu Arg Gly Tyr Arg Gln Val Leu Val Lys Trp Leu Val Arg His
45 50 55 60
ggc tct gac tec gbe ace atec tte cta cgt gac tce act gga gac cat 361
Gly Ser Asp Ser Val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser Thr Gly Asp His
65 70 75
atc cag cag gca aag tac aga ggc cgce ctg aaa gtg age cac aaa gtt 409
Ile Gln Gln Ala Lys Tyr Arg Gly Arg Leu Lys Val Ser His Lys Val
80 85 90
cca gga gat gtg tcc cte caa ata aat acc ctg cag atg gat gac agg 457
Pro Gly Asp Val Ser Leu Gln Ile Asn Thr Leu Gln Met Asp Asp Arg
95 100 105
aat cac tat aca tgt gag gtc acc tgg cag act cct gat gga aac caa 505
Asn His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln Thr Pro Asp Gly Asn Gln
110 115 120
gta ata aga gat aag atc att gag ctec cgt gtt cgg aaa tat aat cca 553
Val Ile Arg Asp Lys Ile Ile Glu Leu Arg Val Arg Lys Tyr Asn Pro
125 130 135 140
cct aga atc aat act gaa geca cct aca acc ctg cac tcc tet ttg gaa 601
Pro Arg Ile Asn Thr Glu Ala Pro Thr Thr Leu His Ser Ser Leu Glu
145 150 155
gca aca act ata atg agt tea ace tet gac ttg ace act aat ggg act 649
Ala Thr Thr Ile Met Ser Ser Thr Ser Asp Leu Thr Thr Asn Gly Thr
160 1685 1740
gga aaa ctt gag gag ace att gct ggh tca ggg agg aac c¢tg cea atce 697
Gly Lys Leu Glu Glu Thr Ile Ala Gly Ser Gly Arg Asn Leu Pro Ile
175 180 185
ttt gee ata ate tte ate ate tee ettt tge tge ata gta get gte ace 745
FPhe ARla Ile Ile Phe Ile Ile Ser Leu Cys Cys Ile Val Ala Vval Thr
190 135 200
ata cct tat atc ttg tte cgc tgec agg aca ttc caa caa gag tat gte 783
Ile Pro Tyr Ile Leu Phe Arg Cys Arg Thr Phe Gln Gln Glu Tyr Val
205 210 215 220
tat gga gtg age agg gtg ttt gee agg aag aca age aac tet gaa gaa 841
Tyr Gly Val Ser Arg Val Phe Ala Arg Lys Thr Ser Asn Ser Glu Glu
225 230 235

34
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ace aca agg gtg act acce ate gea act gat gaa ceca gat tec cag get 889
Thr Thr Arg Val Thr Thr Ile &la Thr Asp Glu Pro Asp Ser Gln Ala
240 245 250
etg att agt gac tac tet gat gat cet tge c¢te age ¢ag gag tac caa 937
Leu Ile Ser Asp Tyr Ser Asp Asp Pro Cys Leu Ser Gln Glu Tyr Gln
255 260 285
ata acc atc aga tca aca atg tct att cct gec tge tgaacacagt 283
Ile Thr Ile Arg Ser Thr Met Ser Ile Pro ala Cys
270 275 280
ttocagaaac taagaagtte ttgetactga agaaaataac atctgetaaa atgoccctac 1043
taagtcaagg tctactggeg taattacetg ttacttattt actacttgec tteaacatag 1103
ctttoteocct ggeottecttt cttottagac aacctaaagt atctatctag totgecaatt 1163
ctggggccat tgagaaatce tgggtttgge taagaatata ctacatgcac ctcaagaaat 1223
ctagettcetg ggettcacce agaacaattt tottccoctagg gocttcacaa ctettctcea 1283
aacagcagag aaattccata gcagtagagg ttcotttatca tgoctccaga cagogtgagt 1343
cteagtecta caaactcaga caageacatg ggtctaggat tactectett tetctaggge 1403
cagatgactt ttaattgata ttactattge tacattatga atctaatgea catgtattet 1463
tttgtitgtta ataaatgttt aatcatgaca tcaaaaaaaa aaaaaaaaag ggoggecgeyg 1523
actctagagt cgacctgcag tagggataac agggtaataa gcottggocge catggoccaa 1583
cttgttt 1590
<210>6
<211> 280
<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 6
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Met

Thr

Trp

Glu

Tyr

Lys

Tyr Arg

Val
65

Lys

50

Thr

Tyr

Ile

Gly

Gly

Gln

Ile

Arg

Ser

His

20

Asp

Val

Phe

Gly

Ser

Pro

Val

Leu

Leu

Arg

ES 2605471 T3

Gly

Thr

Lys

Val

Arg

70

Leu

Leu

Leu

Ile

Lys

53

Asp

Lys

Leu

Lys

Gln

40

Trp

Ser

Val

36

Phe

Thr

25

Cys

Leu

Thr

Ser

Leu

10

Fro

Ile

Val

Gly

His
80

Gly

Glu

Tyr

Asp
75

Lys

His

Ser

Asp

His

60

His

Val

Leu

Val

Pro

45

Gly

Ile

Pro

Ile

Thr

30

Leu

Ser

Gln

Gly

Val
15

Gly

Asp

Gln

Asp

Leu

Thr

Gly

Ser

Ala

g0

Val



10

15

Ser

Cys

Lys

Thr

145

Met

Glu

Phe

Len

Arg

225

Thr

Tyr

Ser

<210>7
<211>18
<212> ADN

Leu

Glu

Ile

130

Glu

Ser

Thr

Ile

Phe

210

Val

Thr

Ser

Thr

Gln

val

115

Ile

Ala

Ser

Ile

Ile

195

Arg

Phe

Ile

Asp

Met
275

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

100

Thr

Glu

Pro

Thr

Ala

180

Ser

Cys

Ala

Ala

Asp

260

Ser

Asn

Trp

Leu

Thr

Ser

165

Gly

Leu

Arg

Arg

Thr

245

Pro

Ile

ES 2605471 T3

Thr

Gln

Arg

Thr

150

Asp

Ser

Cys

Thr

Lys

230

Asp

Cys

Pro

Leu

Thr

Val

135

Len

Leu

Gly

Cys

Phe

215

Thr

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

120

Arg

His

Thr

Ile

200

Gln

Ser

Pro

Ser

Cys
280

Met

105

Asp

Lys

Ser

Thr

Asn

185

Val

Gln

Asn

Asp

Gln
265

Asp

Gly

Tyr

Ser

Asn

170

Leu

Ala

Glu

Ser

Ser

250

Glu

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (16)..(18)
<223>a,c,got

<220>

Asp

Asn

Asn

Leu

155

Gly

Pro

Val

Tyr

Glu

235

Gln

Tyr

Arg

Gln

Pro

140

Glu

Thr

Ile

Thr

Val

220

Glu

Ala

Gln

Asn

Val

125

Pro

Ala

Gly

Phe

Ile

205

Tyr

Thr

Len

Ile

His

110

Ile

Arg

Thr

Lys

Ala

130

Pro

Gly

Thr

Ile

Thr
270

Tyr

Arg

Ile

Thr

Leu

175

Ile

Tyr

val

Arg

Ser

255

Ile

Thr

Asp

Asn

Ile

160

Glu

Ile

Ile

Ser

val

240

Asp

Arg

<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcién detallada de sustituciones y
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realizaciones preferidas

<400>7
atcctggaag tgcaannn 18

<210> 8

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (16)..(18)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 8
agtgtaacag gacctnnn 18

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(3)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 9
nnnggggatg tgaatctt 18

<210> 10

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (16)..(18)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 10
aagtggctgg tacaannn 18

<210> 11
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<211>24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(3)
<223>a,c,got

<220>

<221> base modificada
<222> (7)..(18)
<223>a,c,got

<220>
<223> Veéase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 11
nnntcannnn nnnnnnnnat cttt 24

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(3)
<223>a,c,got

<220>

<221> base modificada
<222> (7)..(9)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 12
nnncgtnnnt cttctggaga ccat 24

<210> 13

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 13
tttctacgtg actct 15

<210> 14

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(27)
<223>a,c,got

<220>

<221> base modificada
<222> (31)..(33)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 14
nnnnnnnnNnn nnnnnnnnnn nnnnnnntac nnnggccgcc tgcatgtvg 49

<210> 15

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 15
caattgagca ccctg 15

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(9)
<223>a,c,got

<220>

<221> base modificada
<222> (13)..(15)
<223>a,c,got

<220>

<221> base modificada
<222> (31)..(33)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 16
nnnnnnnnng acnnnagcca ctacacgtgt nnn 33

<210> 17

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2605471 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (10)..(12)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 17
gtcacctggn nn 12

<210> 18

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 18
actcctgatg gcaac 15

<210> 19

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (16)..(18)
<223>a,c,got

<220>
<223> Veéase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 19
actcctgatg gcaacnnn 18

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<220>

<221> base modificada
<222> (4)..(15)
<223>a,c,got

<220>
<223> Véase como se indica en la memoria descriptiva en la descripcion detallada de sustituciones y
realizaciones preferidas

<400> 20
gtcnnnnnnn nnnnnattac tgagctccgt 30

<210> 21
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<211>10
<212> PRT
<213> Desconocida

<220>
<223> Descripcién desconocida: Secuencia de tipo silvestre desconocida

<400> 21

Pro Glu Ser Val Thr Gly Pro Trp Lys Gly
1 5 19Q

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 22

Pro Tyr Ser Val Thr Gly Pro Trp Lys Gly
1 5 10

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 23

Pro Trp Ser Val Thr Gly Pro Phe Lys Gly
1 5 10

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 24

Pr¢o Tyr Ser Val Thr Gly Pro Phe Lys Gly
1 5 10

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (8)..(8)
<223> Trp o Phe

<400> 25

Proc Tyr Ser Val Thr Gly Pro Xaa Lys Gly
1 5 10

<210> 26

<211> 14

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>
<223> Descripcion desconocida: Secuencia de tipo silvestre desconocida

<400> 26

Gln Arg Gly Ser Asp Pro Val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser
1 5 10

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 27

Gln Arg Asp Ser His Phe Val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser
1 5 10

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<400> 28

Gln Arg Asp Ser His Phe Val Thr Ile Phe Leu Arg Asp Ser
1 5 10

<210> 29

<211>13

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>
<223> Descripcion desconocida: Secuencia de tipo silvestre desconocida

<400> 29

Ser Ser Gly Asp His Ile Gln Gln Ala Lys Tyr Gln Gly
1 5 10
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<210> 30

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 30

Ser Ser Gly Asp His Ile Gln Ile Ala Lys Tyr Arg Gly
1 5 10

<210> 31

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 31

Ser Ser Gly Asp His Ile Gln Lys Ala Lys Tyr Gln Gly
1 5 10

<210> 32

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 32

Ser Ser Gly Asp His Ile Gln Ile Ala lys Tyr Gln Gly
1 5 10

<210> 33

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<220>

<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223> Arg o GIn

<400> 33
Ser Ser Gly Asp His Ile Gln Ile Ala Lys Tyr Xaa Gly
1 5 10

<210> 34

<211>17

<212> PRT

<213> Desconocida
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<220>
<223> Descripcion desconocida: secuencia de tipo silvestre desconocida

<400> 34

Leu Glu Met Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln
1 5 10 15

Thr

<210> 35

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 35

Leu Glu Cys Asp Asp Gln Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Tyr
1 5 10 15

Thr

<210> 36

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 36

Leu Glu Cys Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Arg
1 5 10 15

Thr

<210> 37

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 37

Leu Glu Tyr Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 38
<211>17

45



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2605471 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 38

Leu Glu Tyr Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 39

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 39

Leu Glu Tyr Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Arg
1 5 10 15

Thr

<210> 40

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 40

Leu Glu Tyr Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Leu
1 5 10 15

Thr

<210> 41

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 41
Leu Glu Tyr Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln
1 5 10 15

Thr
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<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 42

Leu Glu Tyr Asp Asp Lys Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln

1

Thr

<210> 43

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 43

Leu Glu Trp Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Phe

1

Thr

<210> 44

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 44

Leu Glu Trp Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Tyr

1

Thr

<210> 45

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 45

]
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Leu Glu Trp Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 46

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 46

Leu Glu Trp Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Arg
1 5 10 15

Thr

<210> 47

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 47

Leu Glu Trp Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Gln
1 5 10 15

Thr

<210> 48

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 48

Leu Glu Phe Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 49

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 49

Leu Glu Phe Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Arg
1 5 10 15

Thr

<210> 50

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)..(3)

<223> Tyr, Trp o Phe

<220>

<221> MOD_RES
<222> (16)..(16)
<223> Lys o Arg

<400> 50

Leu Glu Xaa Asp Asp Arg Ser His Tyr Thr Cys Glu Val Thr Trp Xaa
1 5 10 15

Thr

<210> 51

<211>8

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>
<223> Descripcion desconocida: Secuencia de tipo silvestre desconocida

<400> 51

Aszsn Gln Val Val Arg Asp Lys Ile
1 5

<210> 52

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 52

Asn Arg Val Val Arg Asp Asn Ile
1 5
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<210> 53

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 53

Asn Arg Val Val Arg Asp Asp Ile
1 5

<210> 54

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 54

Asn Arg Val Val Arg Asp Gln Ile
1 5

<210> 55

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 55

Asn Arg Val Ile Arg Asp Gln Ile
1 5

<210> 56

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 56

Asn Arg Val Ile Arg Asp His Ile
1 5

<210> 57

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 57

Asn Lys Val Ile Arg Asp Gln Ile
1 5

<210> 58

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 58

Asn Lys Val Ile Ala Asp Asn Ile
1 5

<210> 59

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 59

Asn Lys Val Ile Ser Asp Asn Ile
1 5

<210> 60

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 60

Asn Gln Val Ile Arg Ser Asp Ile
1 5

<210> 61

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 61

Asn Lys Val Thr Arg Asp Asn Ile
1 5

<210> 62
<211>8
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 62

Asn Lys Val Val Arg Asp Gln Ile
1 5

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 63

Asn Lys Val Val Arg Asp Asn Ile
1 5

<210> 64

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 64

Asn Lys Val Val Arg Asp Asp Ile
1 5

<210> 65

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 65

Asn Lyg Val Val Arg Ser Asp Ile
1 5

<210> 66

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 66
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Asn Lys Val Val Ser Asp Asp Ile
1 5

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Lys o Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223>Val o lle

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> GIn, Asp 0 Asn

<400> 67

Azn Xaa Val Xaa Arg Aszp Xaa Ile
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de CRIg que comprende una sustitucion de aminoacido en una o mas posiciones de aminoacido
seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones 8, 14, 18, 42, 44, 45, 60, 64, 86, 99, 105 y 110 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, que tiene una afinidad de unién por C3b aumentada al menos dos
veces con respecto a CRIg humana de secuencia nativa de la SEQ ID NO: 2, y/o que es un inhibidor al menos 2
veces mas potente de la ruta alternativa del complemento que CRIg humana de secuencia nativa de la SEQ ID NO:
2.

2. La variante de la reivindicacion 1, que se une selectivamente a C3b sobre C3, o un fragmento de la misma.

3. La variante de la reivindicacién 1, en la que la afinidad de unién y/o la potencia de inhibiciéon estan aumentadas en
al menos 5 veces.

4. La variante de la reivindicacién 1, en la que la afinidad de unién y/o la potencia de inhibicién estan aumentadas en
al menos 10 veces.

5. La variante de la reivindicacion 1, en la que la afinidad de unién esta aumentada en al menos 90 veces.

6. La variante de la reivindicacién 1, que comprende una sustitucién de aminoacido en una o mas de las posiciones
de aminoacido 60, 64, 86, 99, 105 y 110 en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

7. La variante de la reivindicacion 1, que comprende:

(i) una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en E8W, W14F, E8Y/W14F; P45F;
G42D/D44H/P45F; Q60I; Q64R; Q601/Q64R; M86Y; M86W, M86F, M86W/Q99R; M86F/Q99R; K110D, K110N;
Q105R/K110N; Q105R/K110Q; y Q105K/K110D; o

(i) una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en QB64R/M86Y; Q60I/Q64R/E8Y;
Q601/Q64R/G42D; Q60I1/Q64R/P45F; Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F; Q601/Q64R/M86Y; Q601/Q64R/Q105R;
Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N; Q60I/Q105R/K110N; M8BY/E8Y; M86Y/G42D/D44H/P45F; M86Y/P45F;
M86Y/G42D/D44H/P45F; y M86Y/Q99K/M86Y/Q99R/M86Y/Q105R/M86Y/Q105K/M86Y/Q105R/K110N; o

(iii) una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en Q60l; Q64R; Q601/Q64R; M86Y; Q99L;
Q105K/K110D; E8W/Q105R/K110N; Q64R/M86Y; Q60I/Q64R/E8Y; Q601/Q64R/G42D; Q601/Q64R/P45F;
Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F; Q601/Q64R/M86Y; Q601/Q64R/Q105R; Q601/Q64R/Q105K; Q601/Q64R/K110N;
M86Y/P45F; y M86Y/Q105K; o

(iv) una sustitucion Q601/Q64R/M86Y o Q601/Q64R/G42D/D44H/P45F.

8. Una molécula quimérica que comprende una variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7.

9. La molécula quimérica de la reivindicacion 8, que es una inmunoadhesina.

10. La molécula quimérica de la reivindicacion 9, en la que dicha variante de CRIg es mas corta que la CRIg de
longitud completa de la SEQ ID NO: 2.

11. La molécula quimérica de la reivindicacion 10, que comprende un dominio extracelular de CRIg.

12. Una composiciéon farmacéutica que comprende una variante de CRIg de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, o una molécula quimérica de acuerdo con la reivindicacién 8, o una inmunoadhesina de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en mezcla con un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

13. Una variante de CRIg de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una molécula quimérica de
acuerdo con la reivindicacién 8, o una inmunoadhesina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a
11, para su uso en un método de tratamiento médico.

14. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacion 13 para su uso
en un método para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad o una afeccién asociadas al complemento.

15. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacion 13 para el uso
de la reivindicacion 14, en donde dicha enfermedad asociada al complemento es:

(i) una enfermedad inflamatoria o una enfermedad autoinmunitaria; o

(i) se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide (AR), sindrome de dificultad respiratoria en el
adulto (SDRA), lesién tisular remota después de isquemia y reperfusion, activacion del complemento durante
cirugia de derivacion cardiopulmonar, dermatomiositis, pénfigo, nefritis por lupus y glomerulonefritis y vasculitis
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resultantes, derivacion cardiopulmonar, disfuncion endotelial coronaria inducida por cardioplejia, glomerulonefritis
membranoproliferativa de tipo Il, nefropatia por IgA, insuficiencia renal aguda, crioglobulinemia, sindrome
antifosfolipido, degeneracion macular relacionada con la edad, uveitis, retinopatia diabética, alotrasplante,
rechazo hiperagudo, hemodialisis, sindrome de dificultad pulmonar oclusiva crénica (SDPC), asma, neumonia
por aspiracion, urticaria, urticaria idiopatica cronica, sindrome urémico hemolitico, endometriosis, choque
cardiogénico, lesién por isquemia-reperfusion y esclerosis multiple (EM); o

(iii) se selecciona del grupo que consiste en enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, artritis cronica juvenil, espondiloartropatias, esclerosis sistémica (esclerodermia),
miopatias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de Sjogren, vasculitis sistémica,
sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmunitaria (pancitopenia inmunitaria, hemoglobinuria nocturna paroxismica),
trombocitopenia autoinmunitaria (purpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia mediada por el sistema
inmunitario), tiroiditis (enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocitica juvenil, tiroiditis atrofica),
diabetes mellitus, enfermedad renal mediada por el sistema inmunitario (glomerulonefritis, nefritis
tubulointersticial), enfermedades desmielinizantes de los sistemas nerviosos central y periférico tales como
esclerosis muliltiple, polineuropatia idiopatica, enfermedades hepatobiliares tales como hepatitis infecciosa
(hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no hepatotropicos), hepatitis activa crénica autoinmunitaria, cirrosis biliar
primaria, hepatitis granulomatosa y colangitis esclerosante, enfermedades pulmonares inflamatorias y fibroticas
(por ejemplo, fibrosis quistica), enteropatia sensible a gluten, enfermedad de Whipple, enfermedades cutaneas
autoinmunitarias o mediadas por el sistema inmunitario incluyendo enfermedades cutaneas bullosas, eritema
multiforme y dermatitis por contacto, psoriasis, enfermedades alérgicas del pulmén tales como neumonia
eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad, enfermedades asociadas a trasplante
incluyendo rechazo de injertos, enfermedad de injerto contra hospedador, enfermedad de Alzheimer,
hemoglobinuria nocturna paroxismica, angioedema hereditario, aterosclerosis y glomerulonefritis
membranoproliferativa de tipo II; o

(iv) artritis reumatoide (AR); o

(v) una afeccién ocular asociada al complemento, en donde dicha enfermedad ocular asociada al complemento
se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en todas las fases de degeneracién macular relacionada
con la edad (DME), uveitis, retinopatias diabéticas y otras retinopatias relacionadas con isquemia, endoftalmitis y otras
enfermedades neovasculares intraoculares, y en donde la enfermedad neovascular intraocular se selecciona
opcionalmente del grupo que consiste en edema macular diabético, miopia patolégica, enfermedad de von Hippel-
Lindau, histoplasmosis del ojo, oclusién de la vena retiniana central (OVRC), neovascularizaciéon de la cérnea y
neovascularizacion de la retina.

16. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacion 13 para el uso de la
reivindicacion 15 parte (v), en donde dicha afeccién ocular asociada al complemento se selecciona del grupo que consiste
en degeneracion macular relacionada con la edad (DME), neovascularizacién coroidea (NVC), retinopatia diabética (RD) y
endoftalmitis.

17. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacién 13 para el uso de la
reivindicacion 16, en donde dicha DME es DME humeda.

18. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacion 13 para el uso de la
reivindicacion 16, en donde dicha DME es DME seca o atrofica.

19. La variante de CRIg, la molécula quimérica o la inmunoadhesina de acuerdo con la reivindicacion 13 para el uso de la
reivindicacion 14, en donde dicho sujeto es un mamifero y en donde dicho mamifero es opcionalmente un ser humano.

55



ES 2605471 T3

Vi "Old

x>.s,>w_n_n_mOx<0004w_m200m>hu0>omwp
LIVIVOOWWY LYIYVOLOVL 900OYOOVOVY J0009YD00L 990VLLIOWYD 901WVLI0LD V119201999 90VI0LOVY J00VIVYIO0O D1900vO119
YYIVIOOLL1 YIVILIOVILY 3001201011 999901096V D09IWILLD 20V1 LVOowS 1VVYI0OVID0 DD1990VOLL D0OLVLIOND DWIODLIWYD

»>_.n_xm>m,_x0>m.._w._._v_n_m_>>czon_n__.cg.r>mu
13vO191909 JL1I9OVOWIY OVOVOL110L 9OVIVIOOVD DIIVOLYYLD LIVINLOLOY JOVILLI090L L O00VIOVOOY 9LD1900vD9  OvILLIVIY

YO1OVIVYIDD OWWIOLOLOL JLDLIIVVVONY DD1D19001D VOLIVLLIYO YWIVOVOWDL 901OWYIDVY J901VOL1001 IVOVID0LD0 ¥ILOWYDL9L

h.pxwmn_QEm,_Hm404w>owm>xIw>IJmoc>z<
J30191¥D199 21309910VL IOVLI100VD 99190L0WY1 LOVOOOVIY DVLIDLIILOD WYL LOL90 J10VIVL90V 9009000019 DIVILIIDD
O0VIV1IVID SVOOIOWOLY DDIVOVIOLD DOVIOVOLLY VIDLIDDLIYL DIVOVOONWDD 1LIO9OWYIVID OvOLOIYIOL J020090ND IV LWYYIOD

00_Iowmmom._u__»>mow0~_c>.4__sv_>;_>c.~>oc
190199v1V1L 9OLI1I0VIY YIWILOVIOL YOVWVYOVLOD LOVIVOOOLD LOVIOWIDL 1DIVIOVODD WILIOVIOWY OVDL 196919 1v9001 190V
YOOVIOLYLY DOVOVIDLOL L1D13VOLO0Y 1OLL1LDIVID YII9L1D00YD YILIODLIOOY YIVIODLII0D LOWYOLIONL]1 J1OVYINOY) V1009vv201

1d A 1 34 TNA 09 XM 491 AS3I dA3I 1T 1 d¥8 9 A1 aAr 1
9999012VLY 9OLO0VO0OY YOV1LOVIVL 300011100V WOOLI0I9LL YOVOLDLDLD 9OVILLIIOVD SVIOOOVIND JOVIVVOLOL DOVILOL 1YY
00000vOLYL DOWIOLI00L LOLVWOLOLY 9900VYYOOL LOOVOOVIWY LOLOVOVOYD DD19WWOOLD D1VD0DL900 DOLVLIOVIVY SD19vIWY LD

13y
Ho1 111 9111 9NW

J190230V99 ¥OLYOOVO90 J0VYOLVYVYOVL J020VLIOVIY D00VOVOOLY DL1D19i001 1121192v90 JLI0LYLIOOV LYOVYIOOWD O190vOL 199
V00900130 1IV1ID01209 OO1IV1ILOLY D99D1VOLOL D0D1D100V1 OYVOVIVIOY YWOVVOOLDD VOOVIVODL VIDL19901D IvIOLIWVWI)

Lyl

110G

£l

L0Y

08

L0E

iy

102

€l

101

3

I

56



ES 2605471 T3

. L1 VILIOIVWD) VLIVIVVODL SOWVIVWWOY VO 199000V 19909000vV 90L19190v O1ENWILDLY
mF u—m VY LYWVIVLILOD LWWIVIIOOY DOLIVLILIOL 1 oWvI000) YI200001 1 DWYINVOOLD DVODLNW |

0u>mv_0ww<4mm>o._n_>ha._._
OV11VIOLIV ONVOWLIOLO DODIVWIOND 9OVILLLIVYY IVONIVILLL 190721WOL DO0OVIMYYD LOVIVYIOOY SVOOWYD10) D120v90vo0

JIWWLIYI¥OL DOLDLVOOWD J00VLIVIDD IOLVYVWYLIL DIDIDIOVYY YIOEWOL Y 090121119 VOLIVLIVOOL D101 IWIV IVODLINIY

m<>zoz_0<__O.rmou_un_uom.rzzquomhmm
J000004¥OL 190WLIWL DLID000OWLD VID19D1WD1 I01D100LVL SOVOODILIN LIVOVILYIL 19119000%9 VLILDL99OWY 9119001V ]
903390¥ 1V YIOOLYYILY SVYIO0O0LIVD LVEVIIVIN SOVIVOOVLY J91200OWIL YOLILV LY YOVWID0O1D LYVOWIIOLL IVYIOONVOLY

0 $SDJ 9SS Vv 41 ¥ AMYNIL 396 OGNVY 3 ¥V H VN v Y 3 A A H 3D
I¥ILIVIIV DIOVILLIO0D VWIVLIIOOW JIILIVIOOL LIDIJOVEND 1091199001 D1D1990V1 1900019901 2011791VY IWI901D119

O19v3I01391 D9D19WVYIO0 1191VI0991 99OVDLIVIV YWOVOOLIL) YIOVVIIOEN SYOVIOOLYD YOO ION JOWVVOOV1DL DLYIOVONVYD

Owwzmu.__a“\.(i.—m:_;:oum_”4_.<m>admz
11999%1910 1130WIVOVY OOVIOVIVIV S000VIO0LY YWYYIOWIIY LYIWIOVIVY SOVOVIVLIO YOON LVI99 WYYV VD OWOO010111
YYOOOLYIVO WYOOOLO10L DD4VOLVIVL D09DLVYIOVL 1111991901 VIOI0L911 D01IIVIIYD 1001YOLYY) O111219170 D1 I0WIWYY

9 d9 VS 13 914 9a0W QL LM AMS O%A LS 1 VY %1d A 1N
90199000¥D IYIL901010 100OWDDLYD DOVIIOVIOL VOLTDLINW OLI0OVOEVD 19011WILD 1VOVIOLIOD 11 1IWWO000 1Y I9LVLoD
OWIONOLY DININND YOOLIIIVLD DOLVIOLYIV DLIVIVOOL WOOOLI0LD YINYOLIVD VIDLYIVYIO VWYL 19000 Y IYIWOLYYD

1 1 4Vv 3 1 % L X1 1T X8 S g% A Ad XM A1l 0OS HD3I S 9 A DO NV
1191v90490 J12¥OLI11D O1DLLIWOLY OOLLIVOOV DLDLLIIVIO YIWWYILLIOV D¥v1iD10901 919019010V WODOWIDL 9900011990
YYIV1IOVID OVOLIVOWYD JVOVVILOVL JOVYWILD00L DVOWYYILOD 19LL19WYOL ILLIYIVOOOY IVIENIOWVOL 10901 199V I009EWYID0

1 23 A8 9 S0V ! AV d N3 17T 171817 L YA X1 d I DNN | DD
YOLOOVIVYY LYOOVIIOLO VOLD99D1YL I¥IIOOVIDD LIVVYOVOLY YOOLYILLIYD 991 1DI1VIL LIV ID19911vLL VOIDIOLL00
12vD910111 V1301099vD 1OVO00OW LY D199091009 WYWILID1DV1 LDOVIOWYLD DOWYIONWLIOV WWOLVIOOWY OOVDOWYIYY | IvOVIVYDD

10€1

oee

1ozt

e

1ot

gie

1001

11274

L06

irz

108

€1z

102

081

57



ES 2605471 T3

vZ 'Old

0._>Ooiohhgagmcx>.—w._.<x.._n_>_.§»hm<mbx

120¥VIOLYD DIVITIOVIOL IVOL0D100V DLIITVOEVD 1901 1WILS LVVIOL LT LLLIOVYO00 LYLOLOVIOO 11D1vOD190 D19VO10119
YODL130VLD 991VIDLIYIV D1IVIVIOL VOOO1I019 YIWYOLND V11V VYD YYWO113000 YIVOVDLVID YWOVIDOVID v LOvOwVY)

_.z._._xmmzzcb.m\_w.p__..._n_m>>czoom._.03h>uu
O10119¥ILY TDLLLOVON 9191110199 YOVIONIOL IWOLVYIOLL YIDIDIOVIO VILLIO9OL 190 DVLIVIOWOL JLDOTVOOLD YOI LIVIVID
YOVYILIVL JOVYYILD0L DVINVYOYIOD 191900109V DIVLIVOWY LVOVOVOLO) [TWY VYR OLVILIOLIV WIOOLDIV) 1 WYOLD19)

»»:mzou:u._hmao._m>oma>zxm>14m_oc>x<o
191¥919901 33991I¥130 VY1JLIWO0O 1901IVVL1D WOONIVIY 12100199V 711919901 JYIVLOOVOD D00200199L VILLLIONID
YIV1OV¥IIOV 9900VOIVOD LYOVDOLI0D YOOVOLIVYD D10001Y10L VOVOONDILL SOMYIVION 919IVI0 L0 DI0OVIIV LWV IO

O 1 H 09S §$0Y¥ 7T 41 1 Ada §$9H0 A1TM XAT ADIA 901
D199VIVIO0 1J1DIVOVYD VYOLIVOOLYD VWYOVI9OLO VOVOOOL019 YOOWIOLLD LVIOVOIOV) LITWIOVYON DL1990191V 9091 199VOD
YIOLYIVIO VOVOOLDL1D 1I¥OLO0VID 111D1WIOVD 1D1000VOWD 1099190VYD VISDLINOLD WOLD! 191 WWINIVIVL 0MYIDLI0

d A L 347 NAQG 9%M 491 A §3d A 3T 1T I 489 AL G A 11
9991 VIVID 190VOOWYD V1LIVIVLIO JD1L1J0WVD 91001911vD ¥O1O1I1990 vOLLDVOEN 199OVIOE0D YIVVOIOLY) Y191 1vOOL

I2IVOLYLD0 YOOI30011D LIYVOLOIVDD D9OVYVIDLLD IVOOVIVWLY [WOVNWIDD [OVYOOL100L YIDIL190090 1V1 1IVIVE 1OvIVY 10V

Inbe ezaidws opyasuly
H 911 119 111 9N

9000WOOVD  1YOOVOD0J0 WOLYYOVLDD JOVIOWIVOD IVOWOOLYDL L1D19190111 J1120V9001 JOLVIDOVIY OVVIOVOOL 90vOL 199D

9ri

L0S

Eil

14

61

L0t

14

Loz

£l

1ol

s

2999912010 V139132999 13¥1121v0D IDLIVILIOLI0D OLIIDVIY YOVIVOONYY WYOOL09Y OOVIVODIVL D901V 201y D10 |

58



ES 2605471 T3

g¢ ‘Old

Inbe ezijeuly ouasul,
LVL191YYDD V1IVIVYODL 9OVVIVYYWOY YOLI90000V (9909900 90112190VO 9109vIL101Y SVLIVIO1IY DOVOVLIDDID
VIVYOVL1D9 1WWIVIIOON 2011V11I91 13WID000L YI00000011 JOVYOVIOLD IVOOLOVOVL DLIVVIVIVOL 29121vOOvd L00L

0O 2A S8 %931 v 14 3 A0 1T d4dA1 01T 1T ¥ V¥ A NO9N I 62
ODLVYLIO0O DIVLLLILIYY DVOVIVILLL 1900010vOL 9900VIWYYD LOVIVYLIIOOY SVOEVYI1OL 9100VOOVOD 29997091voLl 192DV IOv]

PENLIYIDD DOLYYYYYLL DLDLOIVYY YOOOONVDLIY 2299131119 WILVLLIYOAL JLDILLIOVIY IVODLIDLDD D0IDD0VLIIVY YOOOLWWILY 106

DY I I DA 3091 2d4d3 @S A NNH9S91T NDS L 43 058 S 2 9 S v ot
ALDEYWIO Y1D19O1YI1 0191201V OWIEA0LIY LOVEWOLVYOL 191 19000WD V1101999V D1199010V1 IVILISOVOOVY O00VILIOD
NYIOOLYY LYYV IOV DOVIVOENVLY DD1D009WO) VOLOLIVIOY VOVVIOOOLD LVVOVIDOLll DWWIOONOLY D1OVI0L1D9L O9L1WYD90 108

4 1 ¥ A M N L 396 QNVY 3 Y H ¥YHYY VI A AHID DS 1 ¥ d I EI2
YYOV 19900V DD01WLIOOL LIJ120vvD 1091199001 J101990V19 1900019901 93L1001VOY DVID0LJLLD L1999VIOLD L1D0OvOVIY
L1199 1 O9OVOLYIOY YYOVDOLDLD YOOWYIOOOY OWvONWIDOLYD YIOOWI00Y DOVVOOVLIOL DLVIOVIWYD YvIDOLYIYD YYOOOL1910L 104

TW A YW L 4AA WO ST YT ¥4 Ad TS H 9 d9 ¥V S L 36
OOV LOVIVLY 9900V1IOOLY YWWYIOVIDY LVYIVOOVOYY OOVOVLIOVLD YOOV1OV1OD IWVYVOWOVDD OVOO0L011l J0199000v9 OvO1991010
AIYILYLYL 2090LVIOYL LLLI9OI99L VIDL0O19LL 201DL¥ILYD 1301¥IIVID D111019100 DLI0OVOVYY 99vI009910 D1OVIOVIVO 109

59



ES 2605471 T3

13
Jb.n_zo.r._.._)_A.Iw._u_._._m_wm_ms- 1

9991999019 O0IVIVIOLD YOOVILYLLY IOL990TDVD WYIVOOVYD 2019V | W 1D130¥120L ¥1l19%von) YOLIJLIVILD YID01100v1
J3OVIOTMD DODLYLIIOVD 1091WIVYL JOYIIO0OLD ILIDIMOL1D OWILIVILIL YOVOOLVYOEN  1VWYOL 100V L1OVYOVIVYD Lvoavvonly 1oy

0013119019 J1999WI909 199919%0 109VO0OY1D 1OL1vOvOeN L 209900vO19 199009WYLL D9WW109WIY Svvdnoven. DOVOLLDND
DOVOVYOND IVOIILD00 VIOWOIL YD YOOLI00LYD YOW1D1001Y 99009919V V3IOOOOLIVY 9OLIVOOLYL D11990170V J010vw20L19 |

60



ES 2605471 T3

g¢ Old

1D11WVO00 VYOLVOLYYY LYVOLYWOYD OLYVLIIVIOD DWOIVOVIOL 19WDLIVOLY 99090V YOWOVIOLL VI1110119V D1VOOVYOMY
YOVVYOLL000 LLIOVIDVLILL VAIOVLILIOLD JVLILIWYIO00 O1DVIDIONW WILOWVYLIOVL J0009LYYYY LOD1DIVIWY LvvwWovvol IvIo0LL01L

02 vd1 SWI1 S¥ 1 L I DA I3 DS 19240 08 A
211011VDLL 1D199VYYOL 9191 10VO0V DO0VORVYLY OWIVLIDLLD VIDIOVIOOL 1Vi1199iVD 120199019V OO0WOEN 1D Y1DVOWOLYD
OVYOVYLOVY YOWOOLLIOW OWOWVOLIOL D0910011VL J19LYYIVYD IVOVILYIOY VIVWVYOOVID VOOVIOOVIL D09LLI0DIYD LvOLd1IV 1)

g s ! 1Tv¥YDS agd3 01V | L 1A ¥ L1 338 NS L Y ¥MVvY 4 AUY S
12v21YY 1Y SYVOIOLO0EV YIDLO0L1IY LOVOLID0OY 1991YDLIVD J0LIDI99LL 13110VNDL (9ILIDIDLL DDLIDWYYD YIIDLI0L W
YOLOVLIYOL DLDDOVO00L LYOVIOVYOL VOLOVYIODOL YOOVIOWOLD SOWYOVIOWY YOWYOLDLIV VYIOWYOVOWY SEWODOL11D 1D9OVIENVOL

A9 A A A3 D DJ L ¥ O2HE 4 TI A 411 ANY AT D227 51 1 41 1 ¥
JL2IVIVOVD VIVOLOLIOL 199WVI9L00 LOOVO00OYY DWVOVLYLIYY 90LVI90LOV IvOOLVILY.L IOVOOVVYYDH) OvOVIOVIOY YOVILIVION
FOOLYIDID LYIWONYIV YOOLLYIVOD YOOLD00011 DL1JLVIVLL JOVIVIOVYOL OLDOVIOVIY DO10911100 J1D1VIIVDL LD1VVLIVID

i1 4 T NY ©989Y% | £ 3 31% 919N 111 aS1i SSWI 11V
VYYOYL 1990 YOOLLIILID DLWYIOVED WWI0D10120 1OWYOLLLLD JVOLIJOVLL YOLOOLOVYD L1OVEVOOLLIO WWOLIVLIVL YOLL911901
LLIDLYVI0D 1OOVYOINDD DYILLOOLI0 LIVIOVOVDD YOLIJWWWYD OLOVOODLYY LIVIWOLLD YOLILIWNYD LIOVOLYYLY LOVYIVYIOY

3178 S H1 1L 1L d¥ 3 L N | ¥dd NASXMX ¥A Y™ T3 1 1 May | AD
LIIVYVOVOD YOLOOVE0OL 191VO01001 1OVOLYLIOY 11D1VOD199 V11VIV1L1D DOWVOVIDON O0LOVVIOVL D11ViDI0LL VI1vD11991
YOOLLID1D) 1OVOLIOV YOVLIIOVIOV WYOLIVIVYOL YvOVID0VID LYVIVIVYYD 9211919001 DOVOLIVOLY OVVIVOVOWY LvY1OWvIOY

LoolL

15¢

L06

vZe

108

061

1174

{51

(09

74}

10S

61



ES 2605471 T3

o€ 'Ol

Inbe enunuod gyydy
YYWINYOLLD 9900VI9900 O00OWVYODLLY LIVOODLIOLL Y1D090LYILD OVOOLI2NDL JLYOMDLD90 990309001 L Li111tisy

LLI9L13¥W] 30991¥I000 J991109WYL YVIOOENIVY LVOOEN 19D D100VO0LOV V1LV 20C000WY YWY

LLLLIOVIDL DVIOVLIVYY DVLILIVIIVY OWVYOVYYYOY YIVOVISIO0 VLIVOVLIOY (YVIOLVOOY VIVOLIWWIV] IVVLLIYWYD 1IVID19900
YYYYYOLYIY OLVILYYLILL OLYWYIVYIL OLIDL11101 LYI9LYIYID LYWLIOIWWIL VIIVIVIOONL IVLIOVLIVIY OLIVYLL11D YOLYOYIOD

J21YOVOVYYD YOONOLYYLD DLIVOVIOOVL 9190119101 SVOLLIOLVYD OVOLIWOVIL IVID0L9LIIL 9WOOWIOV LYWOWYIDL JIYILINLYL
OYiDLDL LD 1301IIVILVO OVIDIO00LY OVIOVVOVOY DLOWVYIVLID DIIWOLILOY SLO0OVIVOY I0LI0DIVIL VILIIDLIOOV OVIVIOVLY

OOWY111010 1901911190 YOVVIVOL19 1OVWID0001 VOOWYOWYYY 1191101999 1OWVOD00VO WOOIVOVLL L[DLIOVOOLD IVIDIVOLYL
DL AVYYIVD YOOVIOVYYDD LOLLIDLIVYD YOLLD0099Y LD0LID0LLLL WWOWYOVDDD VOLIDD901D LIDVIDIVY YOWWDLO0VD O1YIVIOVIY

Y LIDLLYDDD WYWIOOVODY L111D10WVIO 90000VOYYL 1990VOVILY OVIVOVLIVIL 11VODLIOLD LYVOYYIYYY SOvYODIvDD OvOVYWOOLY
1vyOvy 1299 1119991901 WWVOVOLLIVYD 090901011V YIDOL1219VL JIVIJLYIOV WIDOWVYOYD V112110111 2011099190 DLDL1109vVL

Los1

14}

LOEL

102t

Lot

62



ES 2605471 T3

¥ ‘614

sobey} ap e29}0l|qIq BpPED Ud qed uod
sajuepodw] Sew S0}s9y *—— JMH,, ea1y +—— SOpezZLIojealE S0)SoY - 0JOBJU0D UG S0}SaYN

(JA) UOTIRNU22UOD) (JA) UQT2RNU2DUO])
,n_, .ﬁ”_ 8,9 Q”= oL SO L0l 0001 00k 18 1
T —=
- 0 O - °

OWIXE %
&
.
8
OWIXE %

19700 125U (850 b 81 —8— 001
QURED AR —— - oo T - N
— | W ¥
epelofow | e1oU)0g i la d e ]
S _ epelofow pepruyy

dudjod sewr J0pIqIUUI UN JRIdUSS ered
3D 9p LIMONNSI U BPRSEQ PRPIULjR IP UOIORINPRIA

63



ES 2605471 T3

G ‘B4

oonIjoway 0AeSUd A 0ANNAAWO0d YS[TH 911Ud UOIIB[OLI0) BT

(08901:InN BIYD 8p ugioejey) eARadwoD uoiun 8p VS|

g'e € i Z Gl } G'0 0
T T T T T T 0

6¥V.5°0 =4 XS006%'0 + 950¢'0

1 1 i | | 1

1
>

64

(08901 :8)uEIN BIYD Bp uoloe|RY) sislioway ap oAesul



ES 2605471 T3

¥9 914
>

sjueinui |ap epeJiofow pepiuyy

— N
(s) odwai] (s) odwai]
00/ 009 005 00y 00€ 00 00f O ch - 00/ 009 005 00y 00€ 00 00f O %m -
R B B B Earor ma e S S I
..... T S e e e e S
............ i gy b )
............ e T N S e
_ " : “ ] N\ L L o -1 <
..... A B DR m fooe =
B s e e s e i I o G e e R
.....
e I B e o 2
UL RN NUUUR NOUUR NUUUL DUUE DU P ey 1.
ansanjls odip ap Biyo aquelnui Biyo
A_ QeD/1-m-BUd ‘g - 12804 0L o u—%— A GeQ/1-mu-BUd Y - G:004 0 o U—w—
A_L Ge0/1-m-Bu ' - 12804 § o u—DT— A_ ‘GeO/L-Inw-BUY - G694 § o U—D—
A0 ‘9E0/1-IM-BL0 Z - |:£24 § o U—O— A_ 'Gea/L-nw-B112 *f - G894 9 o U—O—
A 0'989/1-m-BUD °Z - |83 fr o U—O— A Qe 1-INW-B112 ' - G182 fr o U—O—
A98NI/¥ID B1HD ap

65



Respuesta en equil. (UR)
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Afinidad mejorada del mutante
de CRIg Q64R/M86Y
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CRIg de afinidad mejorada permanece selectiva para C3b
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% de lisis maxima

DO (% Max)
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Potencia inhibidora mejorada del complemento
de CRIg Q64R/M86Y in vifro en comparacion
con CRIg de tipo silvestre

Ensayo hemolitico
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Puntuacioén clinica
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CRIg Q64R/M86Y muestra eficacia mejorada
in vivo con respecto a CRIg WT in vivo
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CRIg Q64R/M86Y muestra eficacia mejorada
in vivo con respecto a CRIg WT in vivo
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Generacion por etapas de CRIg de afinidad mayor

por presentacién en fagos
Biblioteca 1

Posicion 15 16 :
W kI [] Aleatorizado suave
WK G — No aleatorizado
" F K G f
-y Seleccionado
Consenso i w k@
F
az2
Posicidn a1t 42 43 44 45 46 7 a8 49 50
WT 9reGsDerP v L
Q@ RDSHF YT L
Consenso O RDSHFVT L
Biblioteca 3
PoSicion  «; ss 55 s6 57 52 59 60 61 62 63 64 65
WT s GDHIQQAKYOQG
§ § G DHI Q@1 A K Y R G
5 S GDHIQEKAKYQ®QG
S § CGDH 1 Q1 A KY QG
Consenso ;
‘§ $ GDPH I QI A KY¥RG
Q
Biblioteca 4
Posicién 85 86 87 55 B9 90 9L 92 93 94 95 96 97 98 9y
WT L EmMmpbD RS H E ¥ Q.
E CD ] E: Y
E CD: E_ R
E Y D K
E Y D K
E Y D. R
EY D L
E Y D . Q
E YD ¥ Q&
E W D . F
E W D Y
E W D K
E WD £ R
E WD Q-
E F D K
. E F D R
Consenso - .
"E Y D =K
W R
F
Biblioteca §
Posicion 104 105 106 107 108 102 110 §11
WT N oY VRDEK. 1
: g IV :: Cada panel muestra clones
N R Y v erRD Q1 dueseseleccionaronde cada biblioteca
‘NRY I RDOQ. basandose en la afinidad de unién a C3b.
NR I R D H, La secuencia se indica por el codigo de
N K I R D Q 1 e
N K PaD oNT aminoacidos de una letra
N K 1 5§ D NI
N gV I RS DI
N K ¥ T R D N
N K vV R D Q
N K'¥ VR DN
N K Y VRDN
N K Y R D D
X K YR § D
c N K vV § D D
ONSeNsO L L vy g p g
R 1 D
N

Tabla 2
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