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DESCRIPCION
Proteasas modificadas que inhiben la activacién del complemento
Campo de la invencion

En el presente documento se describen métodos y compuestos para modular el sistema del complemento. En
particular, se describen compuestos que inhiben la activacion del complemento y se describen compuestos que
promueven la actividad del complemento. Los compuestos son agentes terapéuticos debido a sus efectos sobre el
sistema del complemento. Por tanto, los compuestos que inhiben la activacién del complemento pueden usarse para
el tratamiento de trastornos isquémicos y de reperfusion, incluyendo infarto de miocardio e ictus, septicemia,
enfermedades autoinmunitarias, trastornos inflamatorios y enfermedades con un componente inflamatorio,
incluyendo la Enfermedad de Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos.

Antecedentes

El sistema del complemento (C) es parte del sistema inmunitario y desempefia una funcion en la eliminaciéon de
patégenos invasores y en el inicio de la respuesta inflamatoria. El sistema del complemento de seres humanos y de
otros mamiferos implica mas de 30 proteinas solubles y unidas a la membrana que participan en una secuencia de
reacciones ordenada que da como resultado la activacion del complemento. El sistema del complemento sanguineo
tiene una amplia serie de funciones asociadas con un amplio espectro de mecanismos de defensa del hospedador
que incluyen acciones antimicrobianas y antivirales. Los productos derivados de la activacion de los componentes C
incluyen las moléculas de reconocimiento de elementos no propios C3b, C4b y C5b, asi como las anafilatoxinas
C3a, C4a y Cbha que influyen sobre diversas respuestas inmunitarias celulares. Estas anafilatoxinas actian como
agentes proinflamatorios.

El sistema del complemento se compone de una serie de enzimas y proteinas no enzimaticas y receptores. La
activacion de complemento se produce por uno de tres modos primarios conocidos como la ruta "clasica", la ruta
"alternativa" y la ruta de las "lectinas" (véase la FIGURA 1). Estas rutas pueden diferenciarse por el proceso que
inicia la activacion del complemento. La ruta clasica se inicia mediante complejos anticuerpo-antigeno o formas
agregadas de inmunoglobulinas; la ruta alternativa se inicia mediante el reconocimiento de estructuras sobre
superficies microbianas y celulares; y la ruta de la lectina, que es una ruta independiente de anticuerpos, se inicia
mediante la unidon de la lectina de unién a manano (MBL, denominada también proteina de unién a manosa) a
hidratos de carbono tales como los que se presentan en la superficie de las bacterias o virus. La activacion de las
cascadas da como resultado la produccion de complejos implicados en la proteolisis o lisis celular y de péptidos
implicados en la opsonizacion, anafilaxis y quimiotaxis.

La casada del complemento, que es un componente central de la respuesta inmunitaria de un animal, es una
cascada irreversible. Numerosos cofactores proteicos regulan el proceso. La regulacion inapropiada, tipicamente la
activacion inapropiada, del proceso es un aspecto de, o puede ocurrir en, diversos trastornos que implican
respuestas inflamatorias inapropiadas, tales como los observados en enfermedades inflamatorias agudas y crénicas.
Estas enfermedades y trastornos incluyen enfermedades autoinmunitarias tales como artritis reumatoide y lupus,
trastornos cardiacos y otras enfermedades inflamatorias tales como septicemia y lesion de isquemia-reperfusion.

Debido a la implicacién de las rutas del complemento en una diversidad de enfermedades y afecciones, los
componentes de las rutas del complemento son dianas para una intervencién terapéutica, particularmente para la
inhibicién de la ruta. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen agentes terapéuticos de molécula
pequefia sintéticos y naturales, inhibidores de anticuerpos y formas solubles recombinantes de reguladores del
complemento de membrana. Hay limitaciones en las estrategias para la preparacion de dichos agentes terapéuticos.
Las moléculas pequefas tienen cortas semividas in vivo y necesitan infundirse de forma continua para mantener la
inhibicion del complemento, lo cual limita su papel, especialmente en enfermedades cronicas. Los anticuerpos
terapéuticos dan como resultado una respuesta inmunitaria en un sujeto y, por tanto, pueden conducir a
complicaciones en el tratamiento, particularmente en tratamientos disefiados para modular respuestas inmunitarias.
Por lo tanto, existe una necesidad no satisfecha de agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades y
trastornos mediados por el complemento en los que intervenga la activacion del complemento. Estas incluyen
enfermedades inflamatorias agudas y crénicas. Por consiguiente, entre los objetos del presente documento, existe
un objeto para proporcionar dichos agentes terapéuticos para dirigir la activacion de la cascada del complemento y
para proporcionar agentes terapéuticos y métodos del tratamiento de enfermedades.

El documento WO 2005/110453 desvela mutantes de MT-SP1 especificos que exhiben especificidad de sustrato
alterada para sustratos diana, para inhibir la angiogénesis por escision de VEGF o VEGFR.

El documento WO 02/08392 desvela métodos de exploracion para agentes que aumentan o disminuyen la
degradacion de la matriz extracelular en funcion de su capacidad para unirse a serina proteasas de tipo matriptasa o
para regular la actividad o expresién de serina proteasas de tipo matriptasa.
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Lin et al (1999, Journal of Biological Chemistry, 274: 8231-8236) desvelan una forma truncada o una forma
ectodominio de MT-SP1 que contiene tres motivos de secuencia: una region carboxilo terminal con similitud a las
serina proteasas de tipo tripsina, cuatro repeticiones ricas en cisteina homologas al receptor de lipoproteina de baja
densidad, y dos copias de repeticiones en tandem originalmente encontradas en los subcomponentes C1r y C1s del
complemento.

Friedrich et al (2002, Journal of Biological Chemistry, 277: 2160-2168) desvelan la determinacion de la estructura
cristalina del dominio catalitico de MT-SP1, y la explicacion del sitio activo, los sitios de unién al sustrato y
determinantes para la especificidad del sustrato de MT-SP1.

Takeuchi et al (2000, Journal of Biological Chemistry, 275:26333-26342) desvelan la localizacién en la superficie
celular de MT-SP1 y la especificidad del sustrato de MT-SP1 utilizando una biblioteca combinatoria sintética de
barrido posicional.

Takeuchi et al. (1999, Proc. Nat. Acad. Sci., 96: 11054-11061) ensefian que la MT-SP1 contiene una supuesta sefial
de secuencia, dos dominios de factor 1R de complemento - factor de crecimiento embrionario de urquina - proteina
morfogenética 6sea (CBU), cuatro repeticiones de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDLR) y un dominio
de serina proteasa.

El documento WO2004/031733 ensefia un método de generacion de proteasas con especificidad y/o actividad
alteradas para sustratos en proteinas diana que se sabe que estan implicadas en enfermedades y proteasas
armazon ejemplares, incluyendo la MT-SP1, para utilizar en el método.

Sumario

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica, que comprende una proteasa MT-SP1
modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o
afeccion seleccionado de entre un trastorno inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo y un trastorno
cardiovascular, en el que:

la proteasa MT-SP1 modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, escinde uno cualquiera o mas
sustratos diana de una ruta del complemento, de tal manera que se inhibe la activaciéon del complemento en una
ruta que comprende el sustrato diana; el sustrato diana es una proteina del complemento;

la inhibicion de la activacion del complemento conduce a una reduccion de los sintomas inflamatorios asociados
a la enfermedad o al trastorno;

proteasa MT-SP1 modificada o una parte cataliticamente activa de la misma comprende una o mas
modificaciones que aumentan una o ambas de especificidad por un sustrato diana y actividad hacia un sustrato
diana, en comparacion con una proteasa MT-SP1 no modificada; y la proteasa MT-SP1 modificada o una parte
cataliticamente activa de la misma comprende una o mas modificaciones seleccionadas de entre 141T, 141A,
141L, 141F, 141D, 141E, Q175H, Q175L, Q175W, Q175Y y Q175K, basandose en la numeracion de la
quimotripsina.

En el presente documento se proporcionan agentes terapéuticos que dirigen la activacion de la cascada del
complemento y composiciones para su uso en los métodos del tratamiento de enfermedades, incluyendo
enfermedades inflamatorias agudas y cronicas. Los agentes terapéuticos son proteasas que no pertenecen al
complemento que se dirigen a sustratos de la ruta del complemento. Entre las proteasas que no pertenecen al
complemento incluidas se encuentran las proteasas no modificadas que escinden su sustrato nativo asi como un
sustrato del complemento y también proteasas modificadas que tienen selectividad aumentada o especificidad de
sustrato para un sustrato diana. Las proteasas modificadas pueden exhibir actividad reducida o alterada con
respecto a sus sustratos nativos.

Entre los métodos descritos en el presente documento hay métodos de modulacion de la activacion del
complemento, a través de la puesta en contacto de una proteasa que no pertenece al complemento con uno
cualquiera o mas, tal como 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30 o mas, sustratos diana de una ruta
del complemento, mediante lo cual una proteina sustrato diana se escinde de tal manera que se altera la activacion
del complemento en una ruta que comprende el sustrato diana. Se proporcionan proteasas para su uso en
tratamientos. Los sustratos diana para los usos pueden ser proteinas del complemento, incluyendo: C1q, C2, C3,
C3, C4, C4, C5, C6, C7, C8, C9, MBL, Factor B, Factor D, Factor P, MASP-1, MASP -2, C1r, C1s, C4b, C4a, C2b,
C2a, C3b, C3a, Ba, Bb y ficolina. El contacto puede efectuarse ex vivo, in vitro y/o in vivo. Como dianas ejemplares
se incluyen cualquiera de las que tengan una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO:
298, 299, 300, 302, 304, 305, 306, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 326, 328, 330, 332,
334, 335, 338, 340, 344, 660-662 y un fragmento de cualquiera de las dianas que exhiba una actividad de la ruta del
complemento, o variantes alélicas o especies de las mismas o polipéptidos que tengan una identidad de secuencia
de 60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 % o mayor.

Para todos y para cualquiera de los métodos y usos descritos en el presente documento, los sustratos diana pueden



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

estar presentes en un fluido corporal o en una muestra tisular, o pueden ser una coleccién de sustratos diana o
cualquier otra composicion que contenga dichos sustratos. Dependiendo del sustrato (o sustratos) diana, la
activacion del complemento puede inhibirse o activarse. Los métodos descritos en el presente documento se dirigen
a una o mas de cualquier ruta del complemento. Por tanto, la ruta del complemento modulada puede seleccionarse
de entre una o mas de las rutas del complemento, la clasica, la alternativa y la de la lectina. Las proteasas que no
pertenecen al complemento descritas en el presente documento contienen modificaciones en uno cualquiera o mas
restos de aminoacidos, tales como, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 o mas restos, en comparaciéon
con una proteasa no modificada o armazoén. El resto (o restos) de aminoacido modificado aumenta una o ambas de
especificidad por un sustrato diana o actividad hacia un sustrato diana. Como ejemplos de proteasas no modificadas
0 armazon se incluyen una cualquiera de, una serina proteasa, una cisteina proteasa, una aspartico proteasa, una
treonina proteasa y una metaloproteasa, tal como, por ejemplo, granzima B, granzima A, granzima M, catepsina G,
MT-SP1, elastasa de neutrdfilos, quimasa, alfa triptasa, beta triptasa | o Il, quimotripsina, colagenasa, factor XlI,
factor Xl, factor CII, factor X, trombina, proteina C, activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (u-PA), activador
de plasmindgeno tisular (t-PA), plasmina, calicreina plasmatica, quimotripsina, tripsina, una catepsina, papaina,
cruzaina, una metaloproteasa y variaciones alélicas, isoformas y partes cataliticamente activas de las mismas. Por
ejemplo, la proteasa armazon comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de SEQ ID
NO: 2, 4, 8,77, 79, 83, 85, 87, 89, 93, 99, 117, 119, 121, 123, 132, 134, 138, 142, 144, 146, 148, 162, 166, 168, 170,
172,174, 176, 178, 180, 182, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 218, 220, 222, 224, 226, 238, 248,
250, 260, 262, 280, 282, 373, 375., 377, 379, 381, 383, 385, 387, 547, 549 y 551 y partes cataliticamente activas de
las mismas y variantes alélicas y especies de las mismas y polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de
60, 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 % o mayor. La MT-SP1 o un fragmento de la misma, tal como la secuencia
polipeptidica expuesta en SEQ ID NO: 2 y 10, respectivamente, es un ejemplo de una proteasa armazon. Las
proteinas C2 o C3 de una o mas rutas del complemento son ejemplos de sustratos diana de una proteasa MT-SP1,
de una proteasa MT-SP1 modificada o de partes cataliticamente activas de las mismas.

La modificacion de una proteasa MT-SP1 o de una parte cataliticamente activa de la misma, incluye una o mas
modificaciones en las posiciones 146, 224, 41 y/o 151, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Dichas
proteasas MT-SP1 modificadas incluyen aquellas con cualquiera de las siguientes modificaciones:

141T/Y146D/G151L/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224L,
[41T/Y146D/G151L/Q175D/K224R, y 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, 141T/Y146D/G151L/K224N,
Y146D/G151L/K224N, [41T/Y146D/G151L/Q175K/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175K/K224N,

[41T/Y146D/G151L/Q175R/K224N,  141T/Y146D/G151L/IQ175H/K224N vy  141T/Y146D/G151L/IQ175Y/K224N,
basandose en la numeracién de quimotripsina. En particular, una MT-SP1 modificada contiene las modificaciones de
aminoacidos 141T/Y146D/G151L/K224F.

Las modificaciones pueden estar en uno cualquiera o mas aminoacidos que contribuyan a extender la especificidad
del sustrato o de sitios de interaccion secundarios, tales como, por ejemplo, modificaciones en una proteasa MT-SP1
0 en una parte cataliticamente activa de la misma, que corresponden a una cualquiera o mas de las posiciones de
aminoacidos 97, 146, 192 y 224 de una proteasa MT-SP1, basandose en la numeracién de la quimotripsina. Son
ejemplos de dichas modificaciones una o mas de F97, Y146, Q192 y K224 de la proteasa MT-SP1, basandose en la
numeracién de la quimotripsina, tales como F97D, FO7E, F97A, FO7W, Y146N, Y146D, Y146E, Y146A, Y146W,
Y146R, Q192R, Q192V, K224A y K224F. Como ejemplos de dichas proteasas MT-SP1 modificadas se incluyen
aquellos polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 16, 18, 20,
22,24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 14, 38, y 40 y 405-418. Otros ejemplos de una proteasa MT-SP1 modificada o de una
parte cataliticamente activa de la misma incluyen modificaciones de aminoacidos Y146D/K224F o Y146E, tales
como aquellas que corresponden a un polipéptido MT-SP1 modificado que tiene una secuencia de aminoacidos
como se expone en SEQ ID NO: 12, 404, 28 0 412.

La proteasa MT-SP1 y parte cataliticamente activa de la misma, incluye polipéptidos que contienen una o mas de las
siguientes modificaciones: FO97N, F97D, FO7E, FO9Y, FO9V, FO9W, D217A, D217V, F97A, FO7W, F99A, Y146N,
Y146D, Y146E, Y146A, Y146W, Y146R, W215F, W215Y, Q192V, Q192R, Q192F, K224A, K224F, M180E,
Y146D/K224F, D96A, Y146E/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224R, 141T/Y146D/K224F, 141T/Y146E/Q175D/K224N,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224L, Y146E/Q221aE/K224F, 141T/Y146E/ G151L/Q175D/K224R,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224N, Q221aD, Y146E/K224R, Y146E/ Q175D/ K224N, Y146D/K224R,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224F,  Y146E/Q175D/K224R, Y146E/L224L, G147E, Y146D/Q175D/K224R,
Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175W/K224L, Y146D/K224L, Y146E/Q221aE/K224R,
Y146E/K224A, Y146D/Q175H/K224L, Y146D/Q175Y/K224L, Y146E/K224Y, Y146D/Q175F/K224L,
Y146D/Q175F/K225L, Y146D/Q221alL/K224S, [41E/Y146D/K224L, Y146D/D217F/K224L, Y146D/D217F/K224L,
H143V/Y146D/K224F, Y146E/K224F, Y146A/K224F, Y146E/K224T, 141T/Y146E/K224L, 141F/Y146D/K224F,
[41L/Y146D/K224F, 141T/Y146D/G151L/K224F, [41A/Y146D/K224F, |41E/Y146D/K224F, 141D/Y146D/K224L,
141D/Y146D/K224F, Y146N/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224F, Q192F/K224F, Y146D/Q192A/K224F,

Q192V/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224L, 141T/Y146D/Q175D/K224R, 141T/Y146D/Q175D/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224L, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224R,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224F, 141T/Y146E/Q175D/K224L,

141T/Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175D/K224N, Y 146D/Q 175D/K224N, Y146D/G151L/K224N, Y 146D/Q
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175R/K224N, Y146D/Q175K/K224N, Y146D/QI75H/K224N, 141T/Y146D/G151L/Q175K/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224N, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224N, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224N, and
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Como ejemplos de dichas
proteasas MT-SP1 modificadas, o de partes cataliticamente activas de las mismas, se incluyen aquellos polipéptidos
que tienen una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38, 40-69, 404-418, 419-447, 524-533, 552-659 o 663-710. En particular, una proteasa MT-SP1
modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, es una que tiene una secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 596 o 650.

Para todos los métodos y usos descritos en el presente documento, la modificacién puede seleccionarse de tal
manera que la proteasa modificada, tal como MT-SP1, escinde un sitio de reconocimiento de sustrato del sustrato
diana. Los sustratos diana son cualquiera de los polipéptidos de la ruta del complemento indicados anteriormente y
conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, por ejemplo, C2 y/o C3. Por ejemplo, cuando el sustrato diana
es C2 el sitio de reconocimiento del sustrato incluye una secuencia de aminoacidos de SLGR (SEQ ID NO: 392).

Otros sitios de reconocimiento diana en los métodos y usos descritos en el presente documento incluyen un sitio de
reconocimiento de sustrato del Factor I, tal como LPSR (SEQ ID NO: 388), SLLR (SEQ ID NO: 389) o HRGR (SEQ
ID NO: 390). Las modificaciones en la proteasa MT-SP1 o en una parte cataliticamente activa puede corresponder a
una cualquiera o mas de las posiciones de aminoacido 174, 217, 96, 192, 146 o 99 de una proteasa MT-SP1,
basandose en la numeracién de la quimotripsina, tal como uno cualquiera o0 mas de los aminoacidos Q174, D217,
D96, Q192, Y146 y F99 de una proteasa MT-SP1, basandose en la numeracién de la quimotripsina. Son ejemplos
de dichas modificaciones las modificaciones seleccionadas de entre una o mas de: Q174H, D217Q, D217N, D217H,
D96A, D96V, D96F, D96S, DI6T, Q192L, Q192I, Q192F, Y146F, F99A, FI9V, F99S y FI99G (véanse, por ejemplo,
los polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 41-57 0 419-435.

Otro sitio de reconocimiento incluye la secuencia de aminoacidos LPSR. Son ejemplos de una proteasa modificada
para su reconocimiento: una proteasa MT-SP1 o una parte cataliticamente activa de la misma que tenga
modificaciones en sitios correspondientes a una cualquiera o mas de las posiciones de aminoacidos 174, 180, 215,
192 o0 99 de una proteasa MT- SP1, basandose en la numeracién de la quimotripsina, tal como, por ejemplo, uno
cualquiera o mas de los aminoacidos Q174, M180, W215, Q192 o F99 de una proteasa MT-SP1, basandose en la
numeracion de quimotripsina. Son ejemplos de dichas modificaciones uno cualquiera o mas de Q174F, Q174V,
Q174L, Q174Y, M180E, W215F, W215Y, Q192K, Q192R, Q192Y y FI9Y (véanse, por ejemplo, los polipéptidos MT-
SP1 modificados que tienen una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de SEQ ID NO: 36, 58,
59, 61, 62, 69, 416, 436, 437, 439, 440, 447 o0 524-533).

Otro sitio de reconocimiento de sustrato para su uso en los métodos del presente documento incluye la secuencia de
aminoacidos HRGR. Son ejemplos de una proteasa con modificaciones para reconocer dichos sitios, una proteasa
MT-SP1 o una parte cataliticamente activa de la misma que tenga modificaciones que correspondan a
modificaciones en una cualquiera o mas de las posiciones de aminoacidos 215, 174, 217, 192 y 99 de una proteasa
MT-SP1, basandose en la numeracion de quimotripsina, tal como, por ejemplo, W215, Q174, D217, Q192 y F99 de
una proteasa MT-SP1, basandose en la numeracién de la quimotripsina. Son ejemplos de las mismas las
modificaciones seleccionadas de entre: una cualquiera o mas de W215F, W215Y, Q174A, Q174V, Q174 F, Q174R,
Q174K, D217A, D217V, Q192E, F99W y F99Y (por ejemplo, una proteasa MT-SP1 o una parte cataliticamente
activa de la misma correspondiente a un polipéptido MT-SP1 modificado que contenga una secuencia de
aminoacidos como se expone en cualquiera de SEQ ID NO: 58-69 y 436-447.

Se describen métodos para el tratamiento de enfermedades y trastornos mediados por el complemento, cuyos
sintomas se mejoran modulando una ruta del complemento, incluyendo una o mas de las rutas del complemento,
clasica, alternativa y de la lectina. Para poner en practica los métodos, una o mas proteasas que no pertenecen al
complemento se ponen en contacto con uno o mas sustratos diana, tal como por administracioén in vitro, in vivo o ex
vivo, mediante lo cual la proteasa que no pertenece al complemento escinde uno cualquiera o mas sustratos diana
de una ruta del complemento de tal manera que se altera la activacién del complemento en una ruta que comprende
el sustrato diana. También se describen usos de las proteasas que no pertenecen al complemento para el
tratamiento de dichas enfermedades y trastornos y/o para la formulacion de medicamentos para dicho tratamiento.
La modulacién incluye la inhibicion o la potenciacion (aumento) de la activacion del complemento. La inhibicion de la
activacion del complemento puede conducir a una reducciéon de los sintomas inflamatorios asociados a un trastorno
mediado por el complemento. Son ejemplos de trastornos inflamatorios los trastornos neurodegenerativos y los
cardiovasculares, tales como, pero sin limitacion, septicemia, artritis reumatoide (AR), glomerulonefritis
membranoproliferativa (GNMP), esclerosis multiple (EM), miastenia grave (MG), asma, enfermedad intestinal
inflamatoria, lesion tisular inflamatoria aguda mediada por el complejo inmune (Cl), enfermedad de Alzheimer (EA),
lesion de isquemia-reperfusion y sindrome de Guillan Barre. Los trastornos mediados por el complemento pueden
resultar de un tratamiento de un sujeto. La lesién de isquemia-reperfusion puede estar causada por un
acontecimiento o tratamiento seleccionado de entre infarto de miocardio (IM), ictus, angioplastia, injerto de
derivacion de arteria coronaria, derivacion cardiopulmonar (DCP) y hemodialisis.
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Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento pueden efectuarse administrando a un sujeto una
proteasa que no pertenece al complemento efectuado antes del tratamiento del sujeto para el trastorno manifestado.
Como se indica, la administracion puede efectuarse poniendo en contacto, in vivo, ex vivo o in vitro, un fluido
corporal o una muestra tisular, con una proteasa que no pertenece al complemento. La lesién de isquemia -
reperfusion mediada por el complemento es un ejemplo de dichos trastornos. El tratamiento que causa dicho
trastorno es angioplastia o injerto de derivacion de arteria coronaria.

Como se ha indicado anteriormente, en cualquiera de los métodos y usos descritos en el presente documento, los
sustratos diana incluyen uno o mas de C1b, C2, C3, C3, C4, C4, C5, C6, C7, C8, C9, MBL, Factor B, Factor D,
Factor P, MASP-1, MASP-2, C1r, C1s, C4b, C4a, C2b, C2a, C3b, C3a, Ba, Bb y ficolina, tal como un sustrato que
contiene una secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de SEQ ID NO: 298, 299, 300, 302, 304, 305,
306, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 326, 328, 330, 332, 334, 335, 338, 3400 344,0es
un fragmento de las mismas que exhibe una actividad del complemento.

En estos métodos y usos y en todos los métodos y usos descritos en el presente documento, la proteasa que no
pertenece al complemento puede incluir modificaciones en uno cualquiera o mas restos de aminoacido en
comparacion con una proteasa no modificada o armazoén, en el que uno o mas restos de aminoacidos modificados
aumentan una o ambas de especificidad por un sustrato diana o actividad hacia un sustrato diana. La proteasa no
modificada o armazoén incluye una cualquiera de una serina proteasa, una cisteina proteasa, una aspartico proteasa,
una treonina proteasa o una metaloproteasa, tal como granzima B, granzima A, granzima M, catepsina G, MT-SP1,
elastasa de neutrofilos, quimasa, alfa triptasa, beta-triptasa | o Il, quimotripsina, colagenasa, factor XlI, factor XI,
factor ClI, factor X, trombina, proteina C, activador de plasmindgeno u (u-PA), activador de plasmindgeno t (t - PA),
plasmina, calicreina plasmatica, quimotripsina, tripsina, una catepsina, papaina, cruzaina, una metaloproteasa y
variaciones alélicas, isoformas y partes cataliticamente activas de las mismas. Son ejemplos las que contienen o
tienen una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 8, 77, 79, 83, 85, 87,
89, 93, 99, 117, 119, 121, 123, 132, 134, 138, 142, 144, 146, 148, 162, 166, 168, 170, 172, 174, 176, 178, 180, 182,
190, 192, 194, 196, 198, 200, 202. , 204, 206, 208, 218, 220, 222, 224, 226, 238, 248, 250, 260, 262, 280, 282, 373,
375, 377, 379, 381, 383, 385, 387, 547, 549 y 551 y partes cataliticamente activas de las mismas. La MT-SP1 es
una proteasa armazon ejemplar proporcionada en el presente documento y es como se ha descrito anteriormente.
La escision puede dirigirse a las secuencias de reconocimiento como se ha descrito anteriormente. Cualquier MT-
SP1 modificada descrita en el presente documento puede usarse en los métodos de tratamiento, tal como
incluyendo cualquier MT-SP1 descrita anteriormente. Como ejemplos de polipéptidos MT-SP1 modificados o partes
de los mismos cataliticamente activos para su uso en el tratamiento proporcionados en el presente documento se
incluyen cualquiera que tenga una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40-69, 404-418, 419-447, 524-533, 552-659 o 663-710. En particular, un
polipéptido MT-SP1 o parte del mismo cataliticamente activo, para su uso en los tratamientos proporcionados en el
presente documento, tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 596 o 650.

En cualquiera o en todos los métodos y usos descritos en el presente documento, una proteasa que no pertenece al
complemento o una parte cataliticamente activa de la misma, puede administrarse en combinacion con un segundo
agente o tratamiento para tratar un trastorno mediado por el complemento o cualquier otro trastorno. El segundo
agente o tratamiento puede administrarse de manera simultanea, secuencial o intermitente con la proteasa que no
pertenece al complemento. El segundo agente puede administrarse como una composicion distinta o en la misma
composicidon que la de la proteasa que no pertenece al complemento. Son ejemplos de segundos agentes los
agentes y anticoagulantes antiinflamatorios, tales como, pero sin limitacién, uno cualquiera o mas de un
antinflamatorio no esteroideo (AINE), antimetabolito, corticosteroide, analgésico, agente citotoxico, inhibidor de
citocina proinflamatoria, citocinas antiinflamatorias, agentes que se dirigen a linfocitos B, compuestos que se dirigen
a antigenos T, bloqueadores de moléculas de adhesion, antagonistas de receptores de quimioquinas, inhibidores de
quinasa, ligandos de PPAR-y, inhibidores del complemento, heparina, warfarina, acenocoumarol, fenindiona, EDTA,
citrato, oxalato, argatroban, lepirudin, bivalirudin, ximelagatran.

En el presente documento también se describen combinaciones de las proteasas que no pertenecen al
complemento y de otros elementos, tales como reactivos, segundos agentes y dispositivos y envases para
administrar las proteasas y/o agentes y cualquiera de los otros elementos. Las combinaciones pueden ser para
poner en practica o efectuar los métodos y usos descritos en el presente documento. Por tanto, se describen, por
ejemplo, combinaciones de elementos que incluyen: (a) una proteasa que no pertenece al complemento que escinde
uno cualquiera o mas sustratos diana del complemento de una ruta del complemento, de tal manera que, en una
ruta que comprende el sustrato diana, se altera la activacion del complemento; y (b) un segundo agente o agentes
para el tratamiento de un trastorno mediado por el complemento, tal como, pero sin limitacién uno o mas agentes
antiinflamatorios o anticoagulantes, tales como, por ejemplo, uno cualquiera o mas de un AINE, antimetabolito,
corticosteroide, analgésico, agente citotoxico, inhibidor de citocina proinflamatoria, citocinas antiinflamatorias,
agentes que se dirigen a linfocitos B, compuestos que se dirigen a antigenos T, bloqueadores de moléculas de
adhesion, antagonistas de receptores de quimioquinas, inhibidores de quinasa, ligandos de PPAR-y, inhibidores del
complemento, heparina, warfarina, acenocoumarol, fenindiona, EDTA, citrato, oxalato, argatroban, lepirudin,
bivalirudin, ximelagatran.
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Como se indica, las combinaciones son para poner en practica o efectuar cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento para modular una ruta del complemento, tal como uno o mas de las rutas de complemento,
clasica, alternativa o de la lectina. Los sustratos diana y las proteinas armazon incluyen cualquiera de los expuestos
anteriormente. Por ejemplo, las proteasas armazoén incluyen cualquiera expuesta en la Tabla 14 y variantes alélicas,
isoformas y partes cataliticamente activas de las proteasas expuestas en la Tabla 14. Como ejemplo de dichas
proteasas, se incluyen cualquiera que tenga o que contenga una secuencia de aminoacidos expuesta en una
cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4, 8, 71,73, 75,77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 125, 127,
128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172,
174,176, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238,
240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 268, 269, 270, 272, 274, 276, 278, 280, 282, 284, 286, 287, 289, 291,
293, 295, 297, 373, 375, 377, 379, 381, 383, 385, 387, 544, 545, 547, 549 y 551, o una parte cataliticamente activa
de las mismas o una variante alélica o de especie de las mismas. En algunos ejemplos, la proteasa usada en las
combinaciones es una MT-SP1 o una parte cataliticamente activa de la misma, tal como una MT-SP1 expuesta en
SEQ ID NO: 2 o 10, y las variantes indicadas anteriormente. Como se ha indicado anteriormente, la proteasa MT-
SP1 y parte cataliticamente activa de la misma incluye polipéptidos que contienen una o mas de las siguientes
modificaciones: F97N, F97D, FO7E, FO9Y, F99V, FO9W, D217A, D217V, FO7A, FO7TW, F99A, Y146N, Y146D,
Y146E, Y146A, Y146W, Y146R, W215F, W215Y, Q192V, Q192R, Q192F, K224A, K224F, M180E, Y146D/K224F,
D96A, Y146E/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224R, 141T/Y146D/K224F, 141T/Y146E/Q175D/K224N,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224L, Y146E/Q221aE/K224F, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224R,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224N, Q221aD, Y146E/K224R, Y146E/Q175D/K224N, Y146D/K224R,
141T/Y146E/G151L/Q175D/K224F,  Y146E/Q175D/K224R, Y146E/L224L, G147E, Y146D/Q175D/K224R,
Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175W/K224L, Y146D/K224L, Y146E/Q221aE/K224R,
Y146E/K224A, Y146D/Q175H/K224L, Y146D/Q175Y/K224L, Y146E/K224Y, Y146D/Q175F/K224L,
Y146D/Q175F/K225L, Y146D/Q221alL/K224S, [41E/Y146D/K224L, Y146D/D217F/K224L, Y146D/D217F/K224L,
H143V/Y146D/K224F, Y146E/K224F, Y146A/K224F, Y146E/K224T, [41T/Y146E/K224L, 141F/Y146D/K224F,
141L/Y146D/K224F, 141T/Y146D/G151L/K224F, 141A/Y146D/K224F, 141E/Y146D/K224F, 141D/Y146D/K224L,
141D/Y146D/K224F, Y146N/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224F, Q192F/K224F, Y146D/Q192A/K224F,

Q192V/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224L, 141T/Y146D/Q175D/K224R, 141T/Y146D/Q175D/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224L, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224R,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224F, 141T/Y146E/Q175D/K224L,

141T/Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175D/K224N, Y 146D/Q 175D/K224N, Y146D/G151L/K224N,
Y146D/Q175R/K224N, Y146D/Q175K/K224N, Y146D/Q175H/K224N, 141T/Y146D/G151L/Q175K/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224N,  141T/Y146D/G151L/Q175R/K224N,  141T/Y146D/G151L/IQ175H/K224N e
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Como ejemplos de dichas
proteasas MT-SP1 modificadas, o partes cataliticamente activas de las mismas, se incluyen los polipéptidos que
tienen una secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40-69, 404-418, 419-447, 524-533, 552-659 o 663-710. En particular, una proteasa MT-SP1
modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, es una que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 596 o 650. En algunos casos, las modificaciones en una proteasa MT-SP1 o en una parte
cataliticamente activa de la misma, incluye modificaciones de uno cualquiera o mas aminoacidos que contribuyen a
extender la actividad del sustrato o de sitios de interaccion secundarios. Como ejemplos de esto se incluyen, pero
sin limitacion, cualquiera que corresponda a una o mas de las posiciones de aminoacidos 97, 146, 192 y 224 de una
proteasa MTSP1, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Son ejemplos de dichas modificaciones las
modificaciones en uno cualquiera o0 mas de los aminoacidos F97, Y146, Q192 y K224 de la proteasa MT-SP1,
basandose en la numeracion de la quimotripsina, tal como una o mas modificaciones en una proteasa MT-SP1 o
parte cataliticamente activa de la misma seleccionada de una cualquiera o mas de F97D, FO7E, FO7A, FO7TW,
Y146N, Y146D, Y146E, Y146A, Y146W, Y146R, Q192R, Q192V, K224A y K224F (por ejemplo, una proteasa MT-
SP1 o una parte cataliticamente activa de la misma corresponde a un polipéptido MT-SP1 modificado que tiene una
secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de SEQ ID NO: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
14, 38 y 40 y 405-418 y/o en una proteasa MT-SP1 o una parte cataliticamente activa de la misma con
modificaciones en las posiciones Y146D y K224F o Y146E, tal como los polipéptidos MT-SP1 modificados que
tienen una secuencia de aminoacidos como se expone en SEQ ID NO: 12, 404, 28 0 412).

En las combinaciones, métodos y usos descritos en el presente documento, la proteasa que no pertenece al
complemento puede escindir un sitio de reconocimiento de sustrato del sustrato diana. Anteriormente se exponen
sitios de reconocimiento ejemplares.

También se describen proteasas particulares que no pertenecen al complemento modificadas. Por ejemplo, se
describen proteasas que no pertenecen al complemento que contienen modificaciones en uno cualquiera o mas
aminoacidos de una proteasa armazon, en el que uno o mas restos de aminoacidos modificados aumentan una o
ambas de especificidad de un sustrato diana o actividad hacia un sustrato diana, en el que el sustrato diana es una
proteina del complemento, tal como cualquier sustrato diana y mezcla de los mismos y una fuente de los mismos
expuesta anteriormente. La proteasa que no pertenece al complemento modificada incluye cualquier armazén
adecuado incluyendo cualquiera indicado anteriormente, tal como una proteasa armazén seleccionada de entre
granzima B, granzima A, granzima M, catepsina G, MT-SP1, elastasa de neutrdfilos, quimasa, alfa triptasa, beta
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triptasa | o I, quimotripsina, colagenasa, factor Xll, factor Xl, factor ClI, factor X, trombina, proteina C, activador de
plasminégeno u (u-PA), activador de plasminégeno t (t-PA), plasmina, calicreina plasmatica, quimotripsina, tripsina,
una catepsina, papaina, cruzaina, una metaloproteasa y variaciones alélicas, isoformas y partes cataliticamente
activas de las mismas. Los sustratos diana incluyen cualquiera de los expuestos anteriormente, tales como, pero sin
limitacién C2 y/o C3.

Como ejemplos de proteasas que no pertenecen al complemento modificadas se incluyen las basadas en un
armazon de MT-SP1 (de longitud completa o de una parte cataliticamente activa de la misma). El armazén de MT-
SP1 puede incluir una, o al menos dos o mas modificaciones, estando una modificacion en la posicion 146 y la
segunda modificacion en la posicién 224, basandose en la numeracion de la quimotripsina, siempre que:

(i) cuando la proteasa incluya solo dos modificaciones, la proteasa no incluya Y146D ni K224F como la segunda
modificacion; y (ii) cuando la proteasa contenga tres modificaciones, la proteasa no incluya FO9V ni I ni L ni T con
Y146D y K224F. Por ejemplo, dicha proteasa que no pertenece al complemento modificada puede ser una que
contenga al menos dos o mas modificaciones, estando una modificacién en una posicién 146 y la segunda en la
posicion 224, basandose en la numeracion de la quimotripsina, siempre que: (i) cuando la proteasa incluya solo
dos modificaciones, la proteasa no incluya Y146D ni K224F como la segunda modificacion; y (ii) cuando la
proteasa contenga tres modificaciones, la proteasa no incluya FO9V ni | ni L ni T con Y146D y K224F. Una
proteasa MT-SP1, o parte de la misma cataliticamente activa, también incluye una proteina modificada que
contiene una, o al menos dos o mas modificaciones en la posicién 141 y/o posicion 41. Como ejemplos de
cualquiera de las proteasas MT-SP1 modificadas anteriores o partes de las mismas cataliticamente activas, se
incluyen una MT-SP1 modificada que contenga modificaciones en cualquiera de 141T/Y146D/G151L/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224L, 141T/Y146D/G151L/IQ175D/K224R, vy
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, [41T/Y146D/G151L/K224N, Y146D/G151L/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F,
141T/Y146D/G151L/IQ175Y/K224F,  141T/Y146D/G151L/Q175K/K224N, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224N y 141T/Y146D/G151L/IQ175Y/K224N basandose en la numeracién de la
quimotripsina.

Como ejemplos de dicha proteasa modificada se incluyen una proteasa MT-SP1 o una parte cataliticamente activa
de la misma seleccionada de una cualquiera o mas de D96A, D96V, D96F, D96F, D96S, D96T, F99S, F99G,
Q174H, Q174A, Q174V, Q174F, Q174R, Q174K, Q174L, Q174Y, Q192L, Q1921, Q192E, Q192K, Q192Y, D217Q,
D217N, D217H, K224A, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Son ejemplos las proteasas MT-SP1 que
contienen o que tienen una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 41-51, 56,
57, 60-64, 67, 419-429, 431, 434, 435, 438-442 0 445.

Como ejemplos de proteasas MT-SP1 modificadas o partes de la misma cataliticamente activa, también se incluyen
cualquiera que tenga cualquiera de las siguientes modificaciones: Y146E/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224R,
[41T/Y146D/K224F,  141T/Y146E/Q175D/K224N,  141T/Y146E/G151L/Q175D/K224L, Y146E/Q221aE/K224F,
141T/Y146E/ G151L/Q175D/K224R, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224N, Q221aD, Y146E/K224R, Y146E/
Q175D/K224N, Y146D/K224R, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224F, Y146E/Q175D/K224R, Y146E/L224L, G147E,
Y146D/Q175D/K224R, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175W/K224L, Y146D/K224L,
Y146E/Q221aE/K224R, Y146E/K224A, Y146D/Q175H/K224L, Y146D/Q175Y/K224L, Y146E/K224Y,
Y146D/Q175F/K224L, Y146D/Q175F/K225L, Y146D/Q221alL/K224S, [41E/Y146D/K224L, Y146D/D217F/K224L,
Y146D/D217F/K224L, H143V/Y146D/K224F, Y146E/K224F, Y146A/K224F, Y146E/K224T, 141T/Y146E/K224L,
[41F/Y146D/K224F, 141L/Y146D/K224F, 141T/Y146D/G151L/K224F, 141A/Y146D/K224F, 141E/Y146D/K224F,
141D/Y146D/K224L, 141D/Y146D/K224F, Y146N/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224F, Q192F/K224F,

Y146D/Q192A/K224F, Q192V/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224L, 141T/Y146D/Q175D/K224R,
141T/Y146D/Q175D/K224N, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224L,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224R, 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224F e
141T/Y146E/Q175D/K224L, [41T/Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175D/K224N, Y146D/Q175D/K224N,
Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175R/K224N, Y146D/QI75K/K224N, Y146D/QI75H/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175K/K224N, [41T/Y146D/G151L/Q175R/K224N,

[41T/Y146D/G151L/Q175H/K224N e 141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N, basandose en la numeracion de la
quimotripsina. Son ejemplos de dichas proteasas cualquiera que tenga una secuencia de aminoacidos expuesta en
cualquiera de SEQ ID NO: 41-51, 56, 57, 60-64, 67, 69, 419-429, 431, 434, 435, 438-442, 445, 524, 525, 527-530,
532, 533, 552-659 o0 663-710. En particular, una proteasa MT-SP1 modificada o parte cataliticamente activa de la
misma tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 596 o 650. Entre las proteasas MT-SP1
modificadas, o partes de las mismas cataliticamente activas, proporcionadas en el presente documento se
encuentran aquellas que escinden un sustrato diana, tipicamente, en un sitio de reconocimiento del sustrato en el
sustrato diana. Como ejemplos de sustratos diana se incluyen C2 o C3. La escisién de C2 puede ser en un sitio de
reconocimiento de sustrato SLGR (SEQ ID NO: 392) en C2.

Entre las proteasas que no pertenecen al complemento modificadas en el presente documento se describe una que
contiene modificaciones en uno cualquiera o0 mas aminoacidos de una proteasa armazoén, en la que uno o mas
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restos de aminoacidos modificados aumentan una o ambas de especificidad por un sustrato diana o actividad hacia
un sustrato diana, en el que el sustrato diana es una proteina del complemento que se proporciona de tal manera
que la proteasa que no pertenecen al complemento modificada no escinda un VEGF o VEGFR o que exhiba una
reduccioén en cualquier actividad de escision de un VEGF o VEGFR o que exhiba una mayor especificidad por un
sustrato o actividad por un sustrato diana tal como una proteina del complemento, que por VEGF o VEGFR con la
modificaciéon en comparacion con cuando no hay modificacién. Por ejemplo, la proteasa que no pertenecen al
complemento escinde una proteina del complemento con una especificidad o actividad de al menos o
aproximadamente 1 vez, 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 200 veces, 500
veces, 1000 veces, o mayor, en comparacion con cuando escinde VEGF o VEGFR. Los sustratos diana incluyen
proteinas del complemento, tales como, pero sin limitacién, uno cualquiera o mas de C1q, C2, C3, iC3, C4, iC4, C5,
C6, C7, C8, C9, MBL, Factor B, Factor D, Factor P, MASP-1, MASP-2, C1r, C1s, C4b, C4a, C2b, C2a, C3b, C3a, Ba,
Bb y ficolina. Como sustratos diana ejemplares se incluyen, pero sin limitacion, sustratos diana que contienen una
secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de SEQ ID NO: 298, 299, 300, 302, 304, 305, 306, 311, 312,
313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 326, 328, 330, 332, 334, 335, 338, 340 y 344 o un fragmento de
las mismas que exhiba una actividad del complemento.

Las proteasas armazon incluyen cualquier proteasa, incluyendo una serina proteasa, una cisteina proteasa, una
aspartico proteasa, una treonina proteasa o una metaloproteasa, tal como cualquiera expuesta en la Tabla 14, y
variantes alélicas y especies de las mismas, isoformas y partes cataliticamente activas y formas modificadas de las
mismas que tienen una identidad de secuencia de 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 % o mayor que
cualquiera proporcionada en la Tabla o en cualquier parte del presente documento, tal como una proteasa armazén
que contenga una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 2, 4, 8, 71, 73, 75,
77,79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127,
128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172,
174, 176, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216, 218,
220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238, 240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260, 262, 264,
266, 268, 269, 270, 272, 274, 276, 278, 280, 282, 284, 286, 287, 289, 291, 293, 295, 297, 373, 375, 377, 379, 381,
383, 385, 387, 544, 545, 547, 549 y 551, y partes de la misma cataliticamente activas de las mismas. Los
armazones pueden usarse para preparar proteasas modificadas y en cualquier método o uso del presente
documento. Como se ha indicado anteriormente, la MT-SP1 o un fragmento cataliticamente activo de la misma, es
ejemplar de dichas proteasas. Una proteasa MT-SP1 ejemplar o parte de la misma tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2 o 10. La modificacién incluye cualquiera que altere la especificidad o
selectividad por el sustrato, particularmente aquella que aumente la especificidad o selectividad por el sustrato para
una proteina del complemento. Son ejemplos de dichas modificaciones proteasas MT-SP1 o partes cataliticamente
activas de la misma con cualquiera de las siguientes modificaciones D96A, D96V, D96F, D96F, D96S, D96T, F97D,
FO7E, FO7A, FO7W, F99A, F99S, F99G, FO9W, FA9Y, Y146N, Y146D, Y146E, Y146A, Y146W, Y146R, Q174H,
Q174A, Q174V, Q174F, Q174R, Q174K, Q174L, Q174Y, M180E, Q192R, Q192V, Q192L, Q192l, Q192F, Q192E,
Q192K, Q192Y, W215F, W215Y, D217Q, D217N, D217H, D217A, D217V, K224A, Y146E/K224N,
141T/Y146E/Q175D/K224R, 141T/Y146D/K224F, 141T/Y146E/Q175D/K224N, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224L,
Y146E/Q221aE/K224F, G151L/Q175D/K224R, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224N, Q221aD, Y146E/K224R,
Y146E/Q175D/K224N, Y146D/K224R, 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224F, Y146E/Q175D/K224R, Y146E/L224L,
G147E, Y146D/Q175D/K224R, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175L/K224L, Y146D/Q175 W/K224L, Y146D/K224L,
Y146E/Q221aE/K224R, Y146E/K224A, Y146D/Q175H/K224L, Y146D/Q175Y/K224L, Y146E/K224Y,
Y146D/Q175F/K224L, Y146D/Q175F/K225L, Y146D/Q221alL/K224S, [41E/Y146D/K224L, Y146D/D217F/K224L,
Y146D/D217F/K224L, H143V/Y146D/K224F, Y146E/K224F, Y146A/K224F, Y146E/K224T, 141T/Y146E/K224L,
I41F/Y146D/K224F, 141L/Y146D/K224F, 141T/Y146D/G151L/K224F, [41A/Y146D/K224F, 141E/Y146D/K224F,
141D/Y146D/K224L, 141D/Y146D/K224F, Y146N/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224F, Q192F/K224F,

Y146D/Q192A/K224F, Q192V/K224F, 141T/Y146D/Q175D/K224L, 141T/Y146D/Q175D/K224R,
141T/Y146D/Q175D/K224N, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224L,
141T/Y146D/G151L/Q175D/K224R, [41T/Y146D/G151L/Q175D/K224N, 141T/Y146E/Q175D/K224F e
141T/Y146E/Q175D/K224L, [41T/Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175D/K224N, Y146D/Q175D/K224N,
Y146D/G151L/K224N, Y146D/Q175R/K224N, Y146D/Q175K/K224N, Y146D/Q175H/K224N,
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175R/K224F, 141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F,
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F, [41T/Y146D/G151L/Q175K/K224N, [41T/Y146D/G151L/Q175R/K224N,

[41T/Y146D/G151L/Q175H/K224N e 141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N, basandose en la numeracion de la
quimotripsina, y variantes alélicas y especies e isoformas de las mismas y variantes con una identidad de secuencia
de 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 97, 98, 99 % o mayor con las mismas e incluyendo la modificacion
correspondiente. Por ejemplo, el polipéptido MT-SP1 modificado que contiene una secuencia de aminoacidos como
se expone en cualquiera de SEQ ID NO: 41-51, 56, 57, 60-64, 67, 69, 419-429, 431, 434, 435, 438-442, 445, 524,
525, 527-530, 532, 533, 552-659 0 663-710.

También se describen composiciones farmacéuticas que contienen cualquiera de las proteasas que no pertenecen
al complemento modificadas o elementos de las combinaciones descritas en el presente documento. Las
composiciones farmacéuticas incluyen, segun sea necesario, excipientes y otros componentes farmacéuticamente
aceptables. Las composiciones se formulan para cualquier via de administracion deseada o adecuada, incluyendo,
pero sin limitacion administracién sistémica, oral, nasal, pulmonar, local o tépica.
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Se describen kits. Los kits pueden usarse para poner en practica los métodos descritos en el presente documento.
Los kits contienen las combinaciones que se describen. También se describen kits contienen las composiciones
farmacéuticas. Los kits también pueden contener dispositivos para la administraciéon de la composicion y/o proteasas
y, opcionalmente, instrucciones para la administracion y otros reactivos y productos empleados en los métodos
descritos en el presente documento.

También se describen moléculas de acido nucleico que codifican cualquiera de las proteasas no del complemento
modificadas. Entre estas se incluyen moléculas de acido nucleico que codifican o que se hibridan, en condiciones de
rigurosidad media o alta, con cualquier acido nucleico que codifica cualquiera de los polipéptidos expuesto en
cualquiera de SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40-69, 404-418, 419-447, 524-533,
552-659 o0 663-710. También se incluyen entre las moléculas de acido nucleico las seleccionadas de entre:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos expuesta en cualquiera de SEQ
ID NO: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 451-455, 457-462, 464-479 y 534-538;

b) una molécula de acido nucleico que comprende al menos una identidad de secuencia de 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % con cualquiera de SEQ ID NO: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 451-455, 457-462, 464-479, 534-538;

¢) un acido nucleico que se hibrida, en condiciones de rigurosidad media o alta, a lo largo de al menos el 70 % de
su longitud completa, con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos
expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 451-455, 457-462,
464-479, 534-538;

d) una molécula de acido nucleico que comprende codones degenerados de a), b) o ¢); o

e) una molécula de acido nucleico que comprende variantes de corte y empalme o variantes alélicas de
cualquiera de SEQ ID NO: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 451-455, 457-462, 464-479, 534-
538 o cualquiera de a)-d), o

la molécula de acido nucleico se selecciona de entre:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos expuesta en cualquiera de SEQ
ID NO: 480-493, 495-499, 501-506, 508-523, 539-543;

b) una molécula de acido nucleico que comprende al menos una identidad de secuencia de 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % con cualquiera de SEQ ID NO: 480-493, 495-499, 501-506, 508-523,
539-543;

¢) un acido nucleico que se hibrida, en condiciones de rigurosidad media o alta, a lo largo de al menos el 70 % de
su longitud completa, con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledétidos
expuesta en cualquiera de las SEQ ID NO: 480-493, 495-499, 501-506, 508-523, 539-543;

d) una molécula de acido nucleico que comprende codones degenerados de a), b) o ¢); o

e) una molécula de acido nucleico que comprende variantes de corte y empalme o variantes alélicas de
cualquiera de SEQ ID NO: 480-493, 495-499, 501-506, 508-523, 539-543 o cualquiera de a)-d).

Se describen vectores que contienen las moléculas de acido nucleico. Los vectores incluyen vectores de expresion
eucariotas y procariotas, incluyendo vectores de mamifero y de levadura. También se describen células que
contienen las moléculas de acido nucleico y/o los vectores. Como ejemplos de vectores de expresion se incluyen,
pero sin limitacién: un vector de adenovirus, un vector de virus adenoasociado, EBV, SV40, un vector de
citomegalovirus, un vector del virus de la vacuna, un vector de herpesvirus, un vector de retrovirus, un vector de
lentivirus y un cromosoma artificial. Se describen métodos para la produccion o la preparacion de las proteasas que
no pertenecen al complemento codificadas. Los vectores o las moléculas de acido nucleico se introducen en las
células y se cultivan en condiciones mediante las cuales se expresan las proteasas. La molécula de acido nucleico
puede incluir una secuencia que codifica una secuencia sefal para dirigir la circulacion de la proteasa expresada, tal
como una secuencia sefial para la secrecién. Las proteasas expresadas pueden purificarse mediante métodos
habituales conocidos por los expertos en la materia.

[0041] Se describen métodos de tratamiento administrando a un sujeto una molécula de acido nucleico, un vector o
una célula. Las enfermedades tratadas incluyen cualquiera que esté mediada o en la que intervenga una proteina
del complemento o la ruta del complemento, tales como enfermedades con un componente inflamatorio o una
patologia subyacente. Los vectores incluyen un vector de expresion que esta integrado en un cromosoma de la
célula hospedadora o un vector que permanece episomal. La administracién puede ser in vivo o ex vivo. El
tratamiento ex vivo incluye administrar in vitro el acido nucleico en una célula, seguido de la administracion de la
célula en el sujeto. La célula puede ser de un donante adecuado (compatible) o del sujeto, tal como de un ser
humano, que vaya a tratarse.

También se describen proteinas de fusidon que contienen una parte cataliticamente activa de cualquiera de las

proteasas no complemento que esta fusionada a un polipéptido no proteasa. La fusion puede ser por insercién en el
polipéptido no proteasa o unién en cualquier extremo.

10
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa una vision general de las rutas del complemento clasica, de la lectina y alternativa y la
activacion del complejo del complemento terminal, el complejo de ataque a la membrana (CAM). En particular, la
figura representa muchas de las mas de 30 proteinas que participan en la cascada del complemento, su accion
dentro de la cascada y, si fuera aplicable, sus puntos de convergencia entre las rutas del complemento. Por ejemplo,
las tres rutas convergen después de la generacion de una C3 convertasa, que escinde C3 para formar una C5
convertasa que produce la formacion del complejo CAM. La figura también representa la generacion de muchos de
los productos de escision del complemento. Todas las proteinas representadas en las rutas pueden servir como
dianas sustrato.

Descripcion detallada
Diseio

A. Definiciones

B. DIANA: COMPLEMENTO

1. Nomenclatura
2. Rutas del Inicio del Complemento

a. Clasica
b. Alternativa
c. De la Lectina

3. Funciones efectoras mediadas por el complemento

a. Lisis mediada por el complemento: Complejo de Ataque a la Membrana
b. Inflamacién

c. Quimiotaxis

d. Opsonizacion

e. Activacién de la Respuesta Inmunitaria Humoral

4. Receptores del Complemento
5. Regulacion del Complemento

a. Factor |

6. Enfermedad Mediada por el Complemento
a. Enfermedad mediada por activacion del complemento

i. Artritis Reumatoide

ii. Septicemia

iii. Esclerosis Multiple

iv. Enfermedad de Alzheimer

v. Lesiéon de Isquemia-Reperfusion

b. Enfermedad mediada por deficiencias del complemento
C. PROTEASAS
1. Clases de proteasas
a. Serina Proteasas

i. MT-SP1
ii. Granzima B

b. Cisteina Proteasas

c. Aspartico Proteasas
d. Metaloproteasas

e. Treonina Proteasas

D. PROTEASAS ARMAZON

11
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1. Proteasas Armazon Modificadas
a. Modificacion Racional
i. Sintesis de Bibliotecas de Exploracion Posicional y Exploracion Usando Fluorescencia
b. Modificacién Empirica

2. Métodos para evaluar la especificidad
3. Polipéptidos de proteasa

a. Polipéptidos de MT-SP1
E. Ensayos para evaluar o controlar la actividad proteasa modificada sobre funciones mediadas por el complemento
a. Deteccion de Proteinas

i. SDS-PAGE
ii. Inmunoensayo Enzimatico
iii. Radioinmunodifusion (RID)

b. Ensayos hemoliticos

F. Métodos para producir acidos nucleicos que codifican proteasas modificadas y métodos para producir polipéptidos
de proteasa modificados

1. Vectores y Células
2. Expresion

a. Procariotas

b. Levaduras

c. Células de insecto
d. Células de mamifero
e. Plantas

3. Técnicas de Purificacion
4. Proteinas de Fusion
5. Secuencias de nucledtidos

G. METODOS DE USO: Formulaciones/Envasado/Administracion

1. Administracién de polipéptidos de proteasa modificados
2. Administracion de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de proteasa modificados (terapia génica)

H. USOS TERAPEUTICOS

1. Enfermedad Inflamatoria inmunomediada
2. Enfermedad Neurodegenerativa
3. Enfermedad Cardiovascular

|. TERAPIAS DE COMBINACION
J. EJEMPLOS
A. Definiciones

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen un significado igual al conocido cominmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. En caso de que exista una pluralidad de definiciones para términos del presente documento, prevalecen
las que se encuentran en esta seccion. Cuando se hace referencia a una URL o a otro identificador similar o
direccion, debe entenderse que dichos identificadores pueden cambiar y la informacion particular de Internet puede
ir y venir, pero puede encontrarse informaciéon equivalente por busqueda mediante Internet. La referencia a esto
pone de manifiesto la disponibilidad y diseminacion publica de dicha informacion.

Como se usa en el presente documento, MBL (lectina de unién a manosa) también se denomina proteina de unién a
manosa (MBP).

12
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Como se usa en el presente documento, activacién del complemento se refiere a la activacién secuencial de
componentes séricos C1 a C9, iniciada por diversos activadores que incluyen, por ejemplo, complejos antigeno-
anticuerpo, lipopolisacaridos o polisacaridos microbianos, y la produccidon de una respuesta inflamatoria mediante
cualquier ruta.

Como se usa en el presente documento, una “proteina del complemento” o un “componente del complemento” es
una proteina del sistema del complemento que funciona en la defensa del hospedador contra infecciones y en el
proceso inflamatorio. Las proteinas del complemento constituyen sustratos diana para las proteasas y proteasas
modificadas proporcionadas en el presente documento.

Las proteinas del complemento son un grupo de proteinas y glicoproteinas sanguineas que interaccionan
encontradas en todos los vertebrados. Existen al menos 30 proteinas solubles en plasma ademas de los receptores
de la superficie celular que se unen a los productos de reaccion del complemento y que aparecen en células
inflamatorias y en células del sistema inmunitario. Ademas, existen proteinas de membrana reguladoras que
protegen a las células hospedadoras del ataque accidental del complemento. Las proteinas del complemento
incluyen las que funcionan en la ruta clasica, por ejemplo C2, las que funcionan en la ruta alternativa, por ejemplo,
Factor B, y las que funcionan en la ruta de la lectina, por ejemplo MASP-1. Entre las proteinas del complemento hay
proteasas que participan en las rutas del complemento. Ademas, como se usa en el presente documento, las
proteinas del complemento incluyen cualquiera de los “productos de escision” (denominados también “fragmentos”)
que se forman después de la activacion de la cascada del complemento. También se incluyen entre las proteinas del
complemento formas inactivas o modificadas de proteinas del complemento tales como iC3 y C3a-desArg.

Por tanto, las proteinas del complemento incluyen, pero sin limitacién: C1q, C1r, C1s, C2, C3, C3a, C3b, C3c, C3dg,
C3g, C3d, C3f, iC3, C3a-desArg, C4, C4a, C4b, iC4, C4a-desArg, C5, C5a, C5a-des-Arg, C6, C7, C8, C9, MASP-1,
MASP-2, MBL, Factor B, Factor D, Factor H, Factor I, CR1, CR2, CR3, CR4, properdina, C1Inh, C4bp, MCP, DAF,
CD59 (MIRL), clusterina y HRF y variantes alélicas y especies de cualquier proteina del complemento.

Como se usa en el presente documento, una forma “nativa” de una proteina del complemento es una que puede
aislarse de un organismo tal como un vertebrado en ausencia de activacion del complemento, y que el hombre no ha
modificado intencionadamente en el laboratorio. Los ejemplos de proteinas del complemento nativas incluyen C1q,
C1r, C1s, C2, C3, C4, Factor B, Factor D, properdina, C5, C6, C7, C6y C9.

Generalmente, las proteinas del complemento nativas son inactivas y adquieren actividad después de la activacion.
La activaciéon puede requerir escision de activacion, escision de maduracion y/o formacion del complejo con otras
proteinas. Una excepcion de esto es el Factor | y el Factor D que tienen actividad enzimatica en su forma nativa. En
algunos ejemplos, la activacion de una proteina del complemento nativa se produce después de la escision de la
proteina. Por ejemplo, los zimégenos del complemento, tales como C2 y Factor B, son proteasas que se activan por
si mismas por escision con proteasa, de tal forma que la escision de C2 por la proteasa C1s genera C2b, que se
asocia con C4b para formar la C4b2b proteoliticamente activa (C3 convertasa) y la escision del Factor B por la
proteasa Factor D genera Bb que se asocia con C3b para formar la C3 convertasa alternativa proteoliticamente
activa, C3bBb. En otro ejemplo, la escisién de una proteina del complemento nativa inactiva produce cambios en la
estabilidad estructural de una proteina dando como resultado la activacion de la proteina. Por ejemplo, C3 y C4
contienen un enlace tioéster interno que en la proteina nativa es estable, pero que puede volverse altamente
reactivo y activarse después de cambios conformacionales que resultan de la escision de la proteina. Por tanto, los
productos de escision de C3 y C4 son bioldgicamente activos. La activacion de C3 y C4 también puede ocurrir
espontaneamente en ausencia de escision. Es la conversion espontanea del enlace tioéster de la C3 nativa la que
inicia la ruta del complemento alternativa. En otro ejemplo, la activacion de una proteina del complemento nativa
ocurre después de la liberacion de una molécula reguladora que forma complejos que inhibe la actividad de una
proteina del complemento nativa activa de otra manera. Por ejemplo, Clinh se une e inactiva C1s y C1r, a menos
que estén formando un complejo con C1q.

Como se usa en el presente documento, la escision de maduracion es un término general que se refiere a cualquier
escision necesaria para la activacion de un zimégeno. Esto incluye la escision que conduce a un cambio
conformacional que da como resultado la actividad (es decir, escision de activacion). Esto también incluye la
escision en la que se expone un sitio de union critico o se expone un impedimento estérico o se retira 0 mueve un
segmento inhibidor.

Como se usa en el presente documento, forma modificada de una proteina del complemento se refiere a una
proteina del complemento que esta presente en una forma no nativa resultante de modificaciones en su estructura
molecular. Por ejemplo, puede producirse la reaccion en C3 del tioéster con agua en ausencia de escision por
convertasa, dando lugar a una forma inactiva hidrolizada de C3 y C4 denominada iC3 e iC4. En otro ejemplo,
pueden desarginarse anafilatoxinas, incluyendo C3a, C5a y C4a, por la carboxipeptidasa N para dar formas mas
estables, menos activas.

Como se usa en el presente documento, un “fragmento” o “producto de escision” de una proteina del complemento
es un subconjunto de una proteina del complemento que contiene una parte de la secuencia polipeptidica de una
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proteina del complemento nativa. Un fragmento de una proteina del complemento normalmente se produce después
de la activacion de una cualquiera o mas, tal como 1, 2 o 3, de las cascadas del complemento. Generalmente, un
fragmento se obtiene por la escision proteolitica de una proteina del complemento nativa. Por ejemplo, el Factor B
se escinde enzimaticamente por el Factor D, dando como resultado dos fragmentos: Ba que constituye la parte N
terminal de B; y Bb que constituye la parte C terminal y contiene sitio serina proteasa. Un fragmento de una proteina
del complemento también se obtiene por la escision proteolitica de otro fragmento de una proteina del complemento.
Por ejemplo, C3b, un fragmento generado a partir de la escision de C3, se escinde por el Factor | para generar los
fragmentos iC3b y C3f. Generalmente, los productos de escision de las proteinas del complemento son productos
bioldgicamente activos y actian como moléculas efectoras de escision del sistema del complemento. Por tanto, un
fragmento o una parte de una proteina del complemento incluyen productos de escisién de proteinas del
complemento y también partes de las proteinas que conservan o presentan al menos una actividad.

Como se usa en el presente documento, “moléculas efectoras de escisidon” o “proteinas efectoras de escision” se
refieren a los productos de escision activos generados como resultado de la cascada enzimatica desencadenada del
sistema del complemento. Una molécula efectora de escision, un fragmento o producto de escision resultante de la
activacion del complemento puede contribuir a cualquiera de una o mas de las funciones o actividades mediadas por
el complemento que incluyen opsonizacion, anafilaxis, lisis celular e inflamacion. Los ejemplos de moléculas de
escision o efectoras incluyen, pero sin limitacion, C3a, C3b, C4a, C4b, C5a, C5b-9 y Bb. Las moléculas efectoras de
escision del sistema del complemento, gracias a su participacion en la cascada, presentan actividades que incluyen
estimulacion de la inflamacion, facilitacion de fagocitosis antigénica y lisado de algunas células directamente. Los
productos de escisién del complemento promueven o participan en la activacion de las rutas del complemento.

Como se usa en el presente documento, las anafilatoxinas (tales como, por ejemplo, C3a, C4a o C5a) son proteinas
efectoras de escision que desencadenan la desgranulacion de (liberacion de sustancias a partir de) mastocitos o
basdfilos, que participan en la respuesta inflamatoria, particularmente como parte de la defensa contra parasitos. Si
la desgranulacion es demasiado fuerte, esto puede producir reacciones alérgicas. Las anafilatoxinas también median
indirectamente espasmos de células musculares lisas (tales como broncoespasmos), un aumento en la
permeabilidad de los capilares sanguineos y quimiotaxis.

Como se usa en el presente documento, quimiotaxis se refiere a un movimiento mediado por receptores de
leucocitos hacia un quimioatrayente, tipicamente en la direcciéon de la concentracion creciente del mismo, tal como
en la direccidon de una concentracion creciente de una anafilatoxina.

Como se usa en el presente documento, opsonizacion se refiere a la modificacion de la superficie de un patégeno o
de otra particula de tal manera que puedan ingerirse por fagotitos. Una proteina que se une o modifica la superficie
de un patdégeno se denomina opsonina. Los anticuerpos y las proteinas del complemento opsonizan bacterias
extracelulares para su captacion y destruccion por fagocitos tales como neutréfilos y macrofagos.

Como se usa en el presente documento, lisis celular se refiere a la ruptura abierta de una célula por la destruccién
de su pared o membrana. La hemolisis de eritrocitos es una medida de lisis celular.

Como se usa en el presente documento, “proteasas”, “proteinasas” y “peptidasas” se usan de manera indistinta para
referirse a enzimas que catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos covalentes. Estas denominaciones incluyen
formas zimégenas y formas activadas de cadena sencilla, doble y multiple de las mismas. Para una mayor calidad,
la referencia a proteasas se refiere a todas las formas. Las proteasas incluyen, por ejemplo, serina proteasas
cisteina proteasas, aspartico proteasas, treonina y metaloproteasas dependiendo de la actividad catalitica de su sitio
activo y del mecanismo de escision de enlaces peptidicos de un sustrato diana.

Como se usa en el presente documento, un zimégeno se refiere a una proteasa que esta activada por escision
proteolitica, incluyendo escision de maduracion tal como escision de activacion y/o formacion de complejos con otra
proteina (o proteinas) y/o cofactor (o cofactores). Un zimégeno es un precursor inactivo de una enzima proteolitica.
Dichos precursores son generalmente mas grandes, aunque no necesariamente mas grandes que la forma activa.
Con referencia a las serina proteasas, los zimégenos se convierten en enzimas activas mediante escision especifica,
incluyendo escision catalitica y autocatalitica, o mediante la unién de un cofactor de activaciéon, que genera una
enzima activa. Un zimégeno, por lo tanto, es una proteina enzimaticamente inactiva que se convierte en una enzima
proteolitica mediante la acciéon de un activador. La escision puede efectuarse autocataliticamente. Diversas
proteinas del complemento son zimégenos; son inactivas pero se escinden y activan después de la iniciacion del
sistema del complemento después de una infeccion. Generalmente, los zimdégenos son inactivos y pueden
convertirse en polipéptidos activos maduros por escision catalitica o autocatalitica de la prorregion del zimégeno.
Como se usa en el presente documento, una “prorregion”, “propéptido” o “prosecuencia” se refiere a una regién o a
un segmento que se escinde para producir una proteina madura. Esto puede incluir segmentos que actuan
suprimiendo la actividad enzimatica enmascarando la maquinaria catalitica y, por tanto, previniendo la formacién de
productos intermedios cataliticos (es decir, ocluyendo estéricamente el sitio de unién al sustrato). Una prorregion es
una secuencia de aminoacidos posicionada en el extremo amino de un polipéptido maduro biolégicamente activo y
puede tener solamente unos pocos aminoacidos o puede ser una estructura multidominio.
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Como se usa en el presente documento, una secuencia de activacion se refiere a una secuencia de aminoacidos en
un zimégeno que es el sitio necesario para la escision de activacion o la escision de maduracion para formar una
proteasa activa. La escisién de una secuencia de activacién puede catalizarse autocataliticamente o mediante
companferos de activacion.

La escision de activacion es un tipo de escisidon de maduracion en la que se necesita un cambio conformacional para
que se produzca la actividad. Se trata de una ruta de activacion clasica, por ejemplo, para serina proteasas en la que
una escision genera un nuevo extremo N que interacciona con las regiones conservadas de la maquinaria catalitica,
tales como restos cataliticos, para inducir cambios conformaciones necesarios para la actividad. La activacién puede
dar como resultado la produccion de formas multicatenarias de las proteasas. En algunos casos, formas
monocatenarias de la proteasa pueden presentar actividad proteolitica como una sola cadena.

Como se usa en el presente documento, dominio se refiere a una parte de una molécula, tal como proteinas o
acidos nucleicos codificantes, que es estructural y/o funcionalmente distinta de otras partes de la molécula y es
identificable.

Como se usa en el presente documento, un dominio proteasa es la parte cataliticamente activa de una proteasa. La
referencia a un dominio proteasa de una proteasa incluye las formas monocatenarias, bicatenarias y multicatenarias
de estas proteinas. Un domino proteasa de una proteina contiene todas las propiedades requeridas de la proteina
necesarias para su actividad proteolitica, tales como, por ejemplo, su centro catalitico.

Como se usa en el presente documento, una parte cataliticamente activa de una proteasa se refiere al dominio
proteasa o cualquier fragmento o parte del mismo que conserva la actividad proteasa. De manera significativa, al
menos in vitro, las formas monocatenarias de las proteasas y dominios cataliticos o partes proteoliticamente activas
de las mismas (tipicamente truncamientos C terminales) presentan actividad proteasa.

Como se usa en el presente documento, un “acido nucleico que codifica un dominio proteasa o parte cataliticamente
activa de una proteasa” se refiere a un acido nucleico que codifica solamente el dominio proteasa de cadena Unica
indicado o una parte activa de la misma, y no a las otras partes contiguas de la proteasa como una secuencia
continua.

Como se usa en el presente documento, la indicacién de que un polipéptido consiste esencialmente en el dominio
proteasa significa que solamente una parte del polipéptido es un dominio proteasa o una parte cataliticamente activa
de la misma. El polipéptido, opcionalmente y generalmente, incluird secuencias de aminoacidos adicionales no
derivadas de proteasa.

Como se usa en el presente documento, “S1-S4”, se refiere a restos de aminoacidos que forman los sitios de union
para los restos P1-P4 de un sustrato (véase, por ejemplo, Schecter y Berger (1967) Biochem Biophys Res Commun
27: 157-162). Cada uno de S1-S4 contiene uno, dos o mas restos, que pueden ser no contiguos. Estos sitios se
numeran secuencialmente a partir del sitio de reconocimiento N terminal con respecto al sitio de protedlisis,
denominado enlace escindible.

Como se usa en el presente documento, los términos “P1-P4” y “P1’-P4™ se refieren a los restos en un péptido
sustrato que interaccionan especificamente con los restos S1-S4 y con los restos S1°-S4’, respectivamente, y que se
escinden por la proteasa. P1-P4 se refiere a las partes de restos del lado N terminal del sitio de escision; P1-P4’ se
refiere a las posiciones de restos del lado C terminal del sitio de escision. Los restos de aminoacidos se etiquetan
desde el extremo N al extremo C de un sustrato polipeptidico (Pi, ..., P3, P2, P1, P1’, P2, P3',...., Pj). Los subsitios
de unidn respectivos se etiquetan (Si,..., S3, S2, S1, S1’, S2’, S3, ..., Sj). La escisién se cataliza entre P1y P1’.

Como se usa en el presente documento, un “bolsillo de unién” se refiere a uno o mas restos que interaccionan con
uno o mas aminoacidos especificos en un sustrato. Un “bolsillo de especificidad” es un bolsillo de unién que aporta
mas energia que los otros (el bolsillo de unién dominante o mas importante). Tipicamente, la etapa de union se
produce antes de la formacién del estado de transicidon que es necesario para que se produzca el proceso catalitico.
Los aminoacidos S1-S4 y S1’-S4’ constituyen el bolsillo de unién a la secuencia sustrato y facilitan el reconocimiento
del sustrato por interacciéon con los aminoacidos P1-P4 y P1-P4’ de un sustrato peptidico, polipeptidico o proteico,
respectivamente. Cuando una proteasa interacciona con un sustrato es una funcién de los aminoacidos en las
posiciones S1-S4 y S1’-S4’. Si los aminoacidos en uno cualquiera o mas de los subsitios S1, S2, S3, S4, S1’, S2’,
S3’y S4’ interaccionan con o reconocen uno cualquiera o mas de los aminoacidos en los sitios P1, P2, P3, P4, P1’,
P2’, P3' y P4’ de un sustrato, entonces la proteasa puede escindir el sustrato. Un bolsillo de unién coloca un
aminoacido diana con una proteasa de forma que se consiga la catalisis de un enlace peptidico y la escisiéon de un
sustrato. Por ejemplo, las serina proteasas tipicamente reconocen sitios P4-P2’ en un sustrato; otras proteasas
pueden tener un reconocimiento ampliado mas alla de P4-P2'.

Como se usa en el presente documento, aminoacidos que “contribuyen a una especificidad de sustrato ampliada” se

refiere a los restos presentes en la hendidura del sitio activo ademas del bolsillo de especificidad. Estos aminoacidos
incluyen los restos S1-S4, S1°-S4’ en una proteasa.
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Como se usa en el presente documento, los sitios de interacciéon secundarios estan fuera de la hendidura del sitio
activo. Estos pueden contribuir al reconocimiento del sustrato y a la catalisis. Estos aminoacidos incluyen
aminoacidos que pueden aportar segundas y terceras interacciones armazén con un sustrato. Por ejemplo, bucles
en la estructura de una proteasa que rodean los aminoacidos S1-S4. Los aminoacidos S1’-S4’ desempefian una
funcién en la colocacion de los aminoacidos P1-P4, P1’-P4’ en el sustrato, registrando de esta manera el enlace
escindible en el sitio activo de una proteasa.

Como se usa en el presente documento, sitio activo de una proteasa se refiere al sitio de union al sustrato en el que
se produce la catdlisis del sustrato. La estructura y propiedades quimicas del sitio activo permiten el reconocimiento
y la union del sustrato y la posterior hidrdlisis y escision del enlace escindible en el sustrato. El sitio activo de una
proteasa contiene aminoacidos que contribuyen al mecanismo catalitico de la escision peptidica asi como
aminoacidos que contribuyen al reconocimiento de la secuencia del sustrato, tales como aminoacidos que
contribuyen a la especificidad de unién al sustrato ampliada.

Como se usa en el presente documento, una triada catalitica de una serina o cisteina proteasa se refiere a una
combinacion de tres aminoacidos que estan en el sitio activo de una serina o cisteina proteasa y contribuyen al
mecanismo catalitico de la escisidon peptidica. Generalmente, en las serina proteasas se encuentra una triada
catalitica y proporciona una catalisis nucledfila y acido/base activa. La triada catalitica de las serina proteasas
contiene tres aminoacidos, que en la quimotripsina son Aspmz, His®’ y Ser'®. Estos restos son criticos para la
eficacia catalitica de una serina proteasa.

Como se usa en el presente documento, el “sitio de reconocimiento del sustrato” o “secuencia de escision” se refiere
a la secuencia reconocida por el sitio activo de una proteasa que se escinde por una proteasa. Tipicamente, por
ejemplo, para una serina proteasa, una secuencia de escision esta constituida por los aminoacidos P1-P4 y P1’-P4’
de un sustrato, produciéndose la escision después de la posiciéon P1. Tipicamente, una secuencia de escision para
una serina proteasa tiene seis restos de longitud para coincidir con la especificidad de sustrato ampliada de muchas
proteasas, pero puede ser mas larga o mas corta dependiendo de la proteasa. Por ejemplo, el sitio de
reconocimiento del sustrato o secuencia de escision de MT-SP1 requerida para la autocatalisis es RQARVYV, en la
que R esta en la posicion P4, Q esta en la posicion P3, A esta en la posicion P2 y R esta en la posicion P1. La
escision en MT-SP1 se produce después de la posicion R seguida por la secuencia VVGG.

Como se usa en el presente documento, sustrato diana se refiere a un sustrato que se escinde por una proteasa.
Tipicamente, el sustrato diana se escinde especificamente en su sitio de reconocimiento de sustrato por una
proteasa. Como minimo, un sustrato diana incluye los aminoacidos que constituyen la secuencia de escision.
Opcionalmente, un sustrato diana incluye un péptido que contiene la secuencia de escision y cualquier otro
aminoacido. Una proteina de longitud completa, variante alélica, isoforma o cualquier parte de la misma, que
contiene una secuencia de escisidon reconocida por una proteasa, es una secuencia diana para esa proteasa. Por
ejemplo, para los fines del presente documento en el que se pretende conseguir la inactivacion del complemento, un
sustrato diana es uno cualquiera o mas, tal como por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 20, 30, 40 o mas, proteinas
del complemento o cualquier parte o fragmento de una proteina del complemento que contenga una secuencia de
escision reconocida por una proteasa. Dichos sustratos diana pueden ser proteinas purificadas o pueden
presentarse en una mezcla, tal como una mezcla in vitro o una mezcla in vivo. Las mezclas pueden incluir, por
ejemplo, sangre o suero u otro fluido tisular. Adicionalmente, un sustrato diana incluye un péptido o proteina que
contiene un resto adicional que no influye en la escisidon del sustrato por una proteasa. Por ejemplo, un sustrato
diana puede incluir un péptido de cuatro aminoacidos o una proteina de longitud completa unida quimicamente a un
resto fluorogénico. Las proteasas pueden modificarse para presentar mayor especificidad de sustrato por un sustrato
diana.

Como se usa en el presente documento, escision se refiere a la ruptura de enlaces peptidicos por una proteasa. El
motivo del sitio de escision para una proteasa incluye restos N y C terminales con respecto al enlace escindible (los
lados no cebados y cebados, respectivamente, definiéndose el sitio de escision para una proteasa como... P3-P2-
P1-P1-P2’-P3'..., y la escision se produce entre los restos P1 y P1’). Tipicamente, la escision de un sustrato es una
escision activadora o una escisién inhibidora. Una escision activadora se refiere a la escision de un polipéptido para
pasar de una forma inactiva a una forma activa. Esto incluye, por ejemplo, la escisién de un zimégeno para dar una
enzima activa y/o la escision de un precursor de factor de crecimiento para dar un factor de crecimiento activo. Por
ejemplo, MT-SP1 puede autoactivarse por escisién de un sustrato diana en la secuencia P1-P4 de RQAR. Una
escision de activacion también es una escisiéon por la que una proteina se escinde en una o mas proteinas que
tienen actividad por si mismas. Por ejemplo, el sistema del complemento es una cascada irreversible de sucesos de
escision proteolitica cuya terminacion da como resultado la formacién de multiples moléculas efectoras que
estimulan la inflamacion, facilitan la fagocitosis de antigenos y producen la lisis de algunas células directamente. Por
tanto, la escision de C3 por la convertasa para dar C3a y C3b es una escision de activacion.

Como se usa en el presente documento, una escision inhibidora es la escisién de una proteina en uno o mas
productos de degradacion que no son funcionales. La escision inhibidora da como resultado la disminucion o
reduccion de una actividad de una proteina. Tipicamente, la reduccién de una actividad de una proteina reduce la
ruta o proceso en el que esta implicada la proteina. En un ejemplo, la escisién de una o mas proteinas del
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complemento que es una escisiéon inhibidora da como resultado la reduccién o inhibicion concomitante de una
cualquiera o mas de las rutas funcionales clasica, de la lectina o alternativa del complemento. Para ser inhibidora, la
escision reduce la actividad al menos aproximadamente un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
99,9% o mas en comparacion con una forma nativa de la proteina. El porcentaje de escision de una proteina que se
requiere para que la escision sea inhibidora varia entre las proteinas, pero puede determinarse ensayando la
actividad de la proteina.

Como se usa en el presente documento, la referencia a una proteasa que escinde VEGF o un VEGFR se refiere a
una proteasa que se modifica para escindir VEGF o un VEGFR o que en su forma nativa escinde VEGF o VEGFR
reduciendo o inactivando de esta manera la sefalizacion del complejo VEGF o VEGFR, particularmente la
sefializacion de la proliferacion celular que puede manifestarse como un efecto biolégico tal como angiogénesis, en
particular una angiogénesis no deseada. La escision de VEGF o VEGFR por una proteasa puede determinarse
ensayando la actividad de VEGF o VEGFR usando cualquier método o ensayo conocido por un experto en la
materia para evaluar la funciéon de VEGF o VEGFR.

Como se usa en el presente documento, la referencia a una proteasa (modificada o no modificada) que no escinde
VEGF o un VEGFR se refiere a una proteasa que no reduce o inactiva la sefalizacion del complejo VEGF o VEGFR.
En particular, para los fines del presente documento, la proteasa tiene una mayor especificidad de sustrato o
actividad en un sustrato diana (es decir, una proteina del complemento), tal como aproximadamente 1 vez, 1,5
veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 200 veces 300 veces, 400 veces o0 mas veces
mayor que para una proteina VEGF o VEGFR o un sustrato peptidico que contiene la correspondiente secuencia de
escision (es decir, RRVR). Para los fines del presente documento, la comparacién de la escision de una proteina del
complemento con una proteina o sustrato peptidico VEGF o VEGFR se realiza en condiciones de reaccion iguales a
aquellas en las que una proteasa escinde una proteina del complemento.

Como se usa en el presente documento, el “armazoén” o “armazoén de proteasa” se refiere a una proteasa prototipo
que puede modificarse para alterar su especificidad por la diana. Los armazones incluyen proteasas de tipo silvestre,
variantes alélicas e isoformas. Pueden servir como material de partida para la modificacién para producir una
proteasa que tenga una especificidad dirigida.

Como se usa en el presente documento, una “proteasa modificada” o “proteasa muteina” se refiere a un polipéptido
(proteina) proteasa que tiene una o mas modificaciones en la secuencia primaria en comparacion con la proteasa
armazon. Dichas una o mas mutaciones pueden ser uno o mas reemplazos (sustituciones), inserciones o deleciones
de aminoacidos, y cualquier combinacién de los mismos. Un polipéptido proteasa modificado incluye aquellos con 1,
2,3, 4,5 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas posiciones modificadas. Una proteasa
modificada puede ser una proteasa armazon de longitud completa o puede ser una parte cataliticamente activa de
una proteasa armazon de longitud completa modificada siempre que la proteasa modificada contenga
modificaciones en regiones que alteran la actividad o especificidad por el sustrato de la proteasa y la proteasa sea
proteoliticamente activa. Generalmente, estas mutaciones cambian la especificidad y la actividad de las proteasas
armazoén para escindir una cualquiera o mas de las proteinas del complemento. Ademas de contener modificaciones
en regiones que alteran la especificidad del sustrato de una proteasa, una proteasa modificada también puede
tolerar otras modificaciones en regiones que no son esenciales para la especificidad por el sustrato de una proteasa.
Por lo tanto, una proteasa modificada tipicamente tiene una identidad de secuencia del 60%, 70%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor con respecto a una secuencia de aminoacidos
correspondiente de una proteasa de tipo silvestre o0 armazoén. Una proteasa de longitud completa modificada o una
parte cataliticamente activa de una proteasa modificada puede incluir proteasas que son proteinas de fusién siempre
que la propia fusion no altere la especificidad por el sustrato de una proteasa.

Como se usa en el presente documento, la numeracion de quimotripsina se refiere a la numeracién de aminoacidos
de un polipéptido de quimotripsina maduro de la SEC ID N°: 8. El alineamiento de un dominio proteasa de otra
proteasa, tal como por ejemplo el domino proteasa de MT-SP1, puede realizarse con quimotripsina. En tal caso, a
los aminoacidos de MT-SP1 que corresponden a los aminoacidos de la quimotripsina se les da la numeracién de los
aminoacidos de la quimotripsina. Un experto en la materia puede determinar las posiciones correspondientes
mediante dicho alineamiento, utilizando alineamientos manuales o utilizando los numerosos programas de
alineamiento disponibles (por ejemplo, BLASTP). Las posiciones correspondientes también pueden basarse en
alineamientos estructurales, por ejemplo utilizando alineamientos simulados por ordenador de la estructura de
proteinas. Cuando se dice que los aminoacidos de un polipéptido corresponden a los aminoacidos de una secuencia
descrita, se hace referencia a aminoacidos identificados después del alineamiento del polipéptido con la secuencia
descrita para maximizar la identidad u homologia (donde se alinean aminoacidos conservados) usando un algoritmo
de alineamiento convencional, tal como un algoritmo GAP. Por ejemplo, después del alineamiento del dominio serina
proteasa de MT-SP1 (SEC ID N°: 10) con la quimotripsina madura, a la V en la posicion 1 de MT-SP1 se le da la
numeracion de quimotripsina de V16. Los aminoacidos posteriores se numeran de acuerdo con esto. En un ejemplo,
una F en la posicion de aminoacido 708 de MT-SP1 de longitud completa (SEC ID N° 2) o en la posicion 94 del
domino proteasa de MT-SP1 (SEC ID N°: 10), corresponde a F99 basandose en la numeracion de quimotripsina.
Cuando en una proteasa existe un resto, pero no esta presente en la quimotripsina, al resto de aminoacido se le da
una notacion con letras. Por ejemplo, los restos de la quimotripsina que forman parte de un bucle con el aminoacidos
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60 basandose en la numeracién de la quimotripsina pero estan insertados en la secuencia MT-SP1 en comparacién
con la quimotripsina, se denominan, por ejemplo, Asp60b o Arg60c.

Como se usa en el presente documento, “inhibicion de la activaciéon del complemento” o “inactivacion del
complemento” se refiere a la reduccién o disminucién de una funcién o actividad mediada por el complemento de
una cualquier o mas de las rutas del complemento por una proteasa o de la actividad de cualquiera de las proteinas
en una ruta. Una funcién o actividad del complemento puede producirse in vitro o in vivo. Los ejemplos de funciones
del complemento que pueden ensayarse y que se describen en el presente documento incluyen ensayos hemoliticos
y ensayos para medir una o mas de las moléculas efectoras del complemento tales como SDS PAGE seguido por
Transferencia de Western o Tincidon con Azul Brillante de Coomassie o ELISA. Una proteasa puede inhibir la
activacion del complemento en un 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas. En otras
realizaciones, la activacién del complemento se inhibe por una proteasa en un 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%,
90%, 95% 0 99,9% en comparacion con la actividad del complemento en ausencia de una proteasa.

Como se usa en el presente documento, especificidad por un sustrato diana se refiere a una preferencia para que
una proteasa escinda un sustrato diana en comparacion con otro sustrato, denominado sustrato no diana. La
especificidad se refleja en la constante de especificidad (keat/Knm), que es una medida de la afinidad de la proteasa
por su sustrato y la eficacia de la enzima.

Como se usa en el presente documento, una constante de especificidad para la escision es (kca/Km), €n la que Kn es
la constante de Michaelis-Menton ([S] a la mitad de Vmax) Y keat €S la Vmax/[ET], en la que Et es la concentracion
enzimatica final. Los parametros keat, Km Yy keat/Km pueden calcularse representando un grafico de la inversa de la
concentracion de sustrato frente a la inversa de la velocidad de la escision del sustrato y ajustando a la ecuacion de
Lineweaver-Burk (1/velocidad=(KmA/mzax)(1/(S)) + 1A/max; €n la que Vmax=[E1] keat). Puede usarse cualquier método
para determinar la tasa de aumento de escision a lo largo del tiempo en presencia de diversas concentraciones de
sustrato para calcular la constante de especificidad. Por ejemplo, un sustrato se une a un resto fluorogénico, que se
libera después de la escisidon por una proteasa. Determinando la tasa de escisiéon a diferentes concentraciones
enzimaticas, puede determinarse el valor de keat para una proteasa particular. La constante de especificidad puede
usarse para determinar preferencias especificas de sitio de un aminoacido en uno cualquiera o0 mas de los bolsillo
S1-S4 de una proteasa para un aminoacido P1-P4 concomitante de un sustrato usando métodos convencionales en
la técnica, tal como una biblioteca combinatoria de exploracion posicional (PS-SCL). Adicionalmente, la constante de
especificidad también puede usarse para determinar la preferencia de una proteasa por un sustrato diana sobre otro
sustrato.

Como se usa en el presente documento, la especificidad del sustrato se refiere a la preferencia de una proteasa por
un sustrato diana sobre otro. La especificidad del sustrato puede medirse como una relacién de las constantes de
especificidad.

Como se usa en el presente documento, una proporcion de especificidad de sustrato es la proporcién de las
constantes de especificidad y puede usarse para comparar especificidades de dos o mas proteasas o de una
proteasa por dos o mas sustratos. Por ejemplo, la especificidad de sustrato de una proteasa por sustratos
competitivos o de proteasas competitivas por un sustrato puede compararse comparando kea/Km. Por ejemplo, una
proteasa que tiene una constante de especificidad de 2 X 10° M's™ por un sustrato diana y de 2 X 10* M's™ por un
sustrato no diana es mas especifica por el sustrato diana. Usando las constantes de especificidad anteriores, la
proteasa tiene una proporciéon de especificidad de sustrato de 100 para la proteasa diana.

Como se usa en el presente documento, la preferencia o especificidad de sustrato por un sustrato diana puede
expresarse como una proporcion de especificidad de sustrato. El valor particular de la proporcién que refleja una
preferencia es una funcion de los sustratos y de las proteasas en cuestion. Una proporcion de especificidad de
sustrato que es mayor de 1 significa una preferencia por un sustrato diana y una especificidad de sustrato menor de
1 significa una preferencia por un sustrato no diana. Generalmente, una proporcién de al menos o de
aproximadamente 1 refleja una diferencia suficiente para que una proteasa se considere un agente terapéutico
candidato.

Como se usa en el presente documento, especificidad modificada se refiere a un cambio en la especificidad de
sustrato de una proteasa modificada en comparaciéon con una proteasa armazoén de partida. Generalmente, el
cambio en la especificidad es un reflejo del cambio en la presencia de una proteasa modificada por un sustrato diana
en comparacion con un sustrato de tipo silvestre de la proteasa armazén (denominado en el presente documento
sustrato no diana). Tipicamente, las proteasas modificadas proporcionadas en el presente documento presentan
mayor especificidad de sustrato por una cualquiera o mas de las proteinas del complemento en comparacioén con la
especificidad de sustrato de una proteasa armazon. Por ejemplo, una proteasa modificada que tiene una proporcion
de especificidad de sustrato de 100 por un sustrato diana frente a un sustrato no diana presenta una especificidad
10 veces mayor en comparacion con una proteasa armazon con una proporcion de especificidad de sustrato de 10.
En otro ejemplo, una proteasa modificada que tiene una proporcion de especificidad de sustrato de 1 en
comparacion con una proporcién de 0,1, presenta un aumento de 10 veces en la especificidad de sustrato. Para
presentar una especificidad aumentada en comparaciéon con una proteasa armazoén, una proteasa modificada tiene
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una especificidad de sustrato de 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces,
400 veces, 500 veces 0 mas veces mayor por una cualquiera o mas de las proteinas del complemento.

Como se usa en el presente documento, “selectividad” puede usarse de manera indistinta con especificidad cuando
se hace referencia a la capacidad de una proteasa para seleccionar y escindir un sustrato diana de entre una mezcla
de sustratos competitivos. La selectividad aumentada de una proteasa por un sustrato diana en comparacién con
otro cualquiera o mas sustratos diana puede determinarse, por ejemplo, comparando las constantes de especificidad
de la escision de los sustratos diana por la proteasa. Por ejemplo, sin una proteasa tiene una constante de
especificidad de escision de 2 X 106 M's™ por un sustrato dianay 2 X 10* M's™ por otro cualquiera o mas sustratos,
la proteasa es mas selectiva por el primer sustrato diana.

Como se usa en el presente documento, actividad se refiere a una actividad o actividades funcionales de un
polipéptido o parte del mismo asociado con una proteina de longitud completa (completa). Las actividades
funcionales incluyen, pero sin limitacion, actividades bioldgicas, actividad catalitica o enzimatica, antigenicidad
(capacidad para unirse con o competir con un polipéptido por la unién a un anticuerpo antipolipéptido),
inmunogenicidad, capacidad para formar multimeros y la capacidad de unirse especificamente a un receptor o
ligando para el polipéptido.

Como se usa en el presente documento, una actividad funcional con respecto a una proteina del complemento se
refiere a una funcion mediada por el complemento incluyendo, pero sin limitaciéon, anafilaxis, opsonizacion,
quimiotaxis o lisis celular. Los ensayos no limitantes para ensayar actividades del complemento incluyen hemolisis
de eritrocitos y deteccion de moléculas efectoras del complemento, tal como por ELISA o SDS-PAGE.

Como se usa en el presente documento, actividad catalitica o actividad de escision se refiere a la actividad de una
proteasa evaluada en ensayos proteoliticos in vitfro que detecta la protedlisis de un sustrato seleccionado. La
actividad de escision puede medirse evaluando la eficacia catalitica de una proteasa.

Como se usa en el presente documento, la actividad hacia un sustrato diana se refiere a la actividad de escision y/o
actividad funcional, u otra medida que refleje la actividad de una proteasa sobre o hacia un sustrato diana. Una
actividad funcional de un sustrato diana de una proteina del complemento por una proteasa puede medirse
evaluando la CI50 en un ensayo de complemento tal como lisis de eritrocitos, u otros ensayos similares conocidos
por un experto en la materia o proporcionado en el presente documento para evaluar la actividad del complemento.
La actividad de escision puede medirse evaluando la eficacia catalitica de una proteasa. Para los fines del presente
documento, una actividad estd aumentada si una proteasa presenta mayor protedlisis o escision de un sustrato
diana y/o modula (es decir, activa o inhibe) una actividad funcional de una proteina del complemento en
comparacioén con la situacién en ausencia de la proteasa.

Como se usa en el presente documento, serina proteasas o serina endopeptidasas se refiere a una clase de
peptidasas que se caracterizan por la presencia de un resto serina en el centro activo de la enzima. Las serina
proteasas participan en una amplia diversidad de funciones corporales incluyendo la coagulacién sanguinea y la
inflamacion, ademas de funcionar como enzimas digestivas en procariotas y eucariotas. El mecanismo de escision
mediante serina proteasas se basa en el ataque nucledfilo de un enlace peptidico diana por una serina. La cisteina
la treonina o las moléculas de agua asociadas con aspartato o metales también pueden desempefiar esta funcion.
Las cadenas laterales alineadas de serina, histidina y aspartato forman una triada catalitica comdn en la mayoria de
la serina proteasas. El sitio activo de las serina proteasas se conforma como una hendidura a la que se une el
sustrato polipeptidico.

Como se usa en el presente documento, una proteasa del complemento se refiere a una proteasa que esta
implicada en la generacion y amplificacion de las reacciones de la cascada del complemento en cualquiera de las
rutas del complemento. Estas proteasas incluyen la serina proteasa factor |, factor D, serina proteasa asociada con
MBL (MASP)-2, MASP-1, C1s, C1r, factor B, C2, y las convertasas y cualquier otra proteasa que aparezca en una
ruta del complemento por la que se produzca la activacion del complemento. En particular, las proteasas del
complemento son cualquiera de las proteasas del complemento no modificadas, incluyendo el factor |, factor D,
MASP-2, MAP-1, C1s, C1r, factor By C2.

Como se usa en el presente documento, una proteasa que no es del complemento es cualquier proteasa que
normalmente no forma parte de una cualquiera o mas de las rutas del complemento.

Como se usa en el presente documento, MT-SP1 se refiere a una serina proteasa que forma parte de la familia de
peptidasas S1 de las serina proteasas (que también contienen tripsina y quimotripsina) basandose en la localizacion
de los restos de sitios activos Ser, His y Lys. La MT-SP1 se caracteriza por un dominio transmembrana, dos
dominios CUB, cuatro repeticiones LDLR y un domino serina proteasa (o dominio peptidasa S1) que esta altamente
conservado entre todos los miembros de la familia peptidasa S1 de las serina proteasas, tal como por ejemplo con
quimotripsina. En la SEC ID N°: 2 se indica la secuencia de una MT-SP1 ejemplar. El domino proteasa aparece entre
e incluye los aminoacidos 615-854.
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La referencia a una proteasa MT-SP1 incluye una MT-SP1 de longitud completa o cualquier parte cataliticamente
activa de la misma que incluye variantes alélicas y variantes de especie y variantes codificadas por variantes de
corte y empalme. Una proteasa MT-SP1 se produce como un zimégeno monocatenario, y como un polipéptido
bicatenario activado. La referencia a MT-SP1 incluye sus formas monocatenarias y bicatenarias activas. Son de
particular interés las proteasas MT-SP1 procedentes de mamiferos, incluyendo las de origen humano. Una proteasa
MT-SP1 también puede incluir las procedentes de rata o ratéon. Los expertos en esta materia reconocen que, en
general, las sustituciones de un solo aminoacido en regiones no esenciales de un polipéptido no modifican
sustancialmente la actividad bioldgica (véase, por ejemplo, Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 42 Edicion,
1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., p.224). En las SEC ID N°% 1, 2, 9 y 10 se exponen secuencias de
moléculas de acido nucleico codificantes y las secuencias de aminoacidos codificadas de proteasas MT-SP1 de
origen humano y/o dominios cataliticamente activos de las mismas. Son ejemplos de polipéptidos MT-SP1 de origen
no humano son los que tienen secuencias de aminoacidos tales como la de raton (Mus musculus, SEC ID N°: 449) y
rata (Rattus norvegicus, SEC ID N°: 450). En el presente documento, una proteasa MT-SP1 puede ser una MT-SP1
armazon.

Como se usa en el presente documento, la referencia a una parte “cataliticamente activa de la misma” de una
proteasa MT-SP1 se refiere al dominio proteasa o a cualquier fragmento o parte del mismo que conserva la actividad
proteasa. Por ejemplo, una parte cataliticamente activa de una MT-SP1 puede ser un dominio de proteasa MT-SP1
incluyendo una forma monocatenaria aislada del dominio de proteasa o una forma bicatenaria activada.

Como se usa en el presente documento, una proteasa MT-SP1 modificada se refiere a una proteasa que presenta
actividad modificada, tal como especificidad de sustrato modificada, en comparacién con la forma armazén o no
modificada. Dichas proteasas incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas
modificaciones (es decir, cambios en aminoacidos) en comparacién con una MT-SP1 armazén de tal manera que se
modifica una actividad, tal como la especificidad o selectividad hacia el sustrato, de la proteasa MT-SP1 para
escindir una proteina del complemento. Una MT-SP1 modificada puede ser una MT-SP1 armazoén de longitud
completa, o puede ser una parte de una proteasa armazon de longitud completa, siempre que la proteasa
modificada contenga modificaciones en regiones que modifiquen la actividad o especificidad del sustrato de la
proteasa y la proteasa sea proteoliticamente activa. Una proteasa MT-SP1 modificada también puede incluir otras
modificaciones en regiones que no influyen sobre la especificidad del sustrato de la proteasa. Por tanto, una proteina
MT-SP1 modificada tipicamente tiene una identidad del 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mayor con respecto a una secuencia de aminoacidos correspondiente de una MT-SP1 de
tipo silvestre o armazon. Una proteasa MT-SP1 de longitud completa modificada o una parte cataliticamente activa
de la misma de una MT-SP1 modificada puede incluir proteasas que son proteinas de fusién siempre que la proteina
de fusién posea la especificidad diana.

Como se usa en el presente documento, una proteina humana es una codificada por una molécula de acido
nucleico, tal como ADN, presente en el genoma de un ser humano, incluyendo todas las variantes alélicas y
variantes conservativas de las mismas. Una variante o modificacion de una proteina es una proteina humana si la
modificacién se basa en la secuencia de tipo silvestre o prominente de una proteina humana.

Como se usa en el presente documento, los restos de o-aminoacidos naturales son restos de los 20 a-aminoacidos
encontrados en la naturaleza que se incorporan en las proteinas mediante el reconocimiento especifico de una
molécula de ARNt cargada con su codon de ARNm afin en seres humanos.

Como se usa en el presente documento, aminoacidos de origen no natural se refiere a aminoacidos no codificados
genéticamente.

Como se usa en el presente documento, los acidos nucleicos incluyen ADN, ARN y analogos de los mismos,
incluyendo acidos nucleicos peptidicos (ANP) y mezclas de los mismos. Los acidos nucleicos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios. Cuando se hace referencia a sondas o cebadores, que estan opcionalmente
marcados, tal como con un marcador de deteccion, tal como un marcador fluorescente o radiomarcador, se
contemplan moléculas monocatenarias. Dichas moléculas tienen tipicamente una longitud tal que su diana es
estadisticamente Unica o de bajo niumero de copias (tipicamente menor de 5, generalmente menor de 3) para
sondear o cebar una genoteca. Generalmente, una sonda o cebador contiene al menos 14, 16 o 30 nucledtidos
contiguos de secuencia complementarios a o idénticos a un gen de interés. Las sondas y cebadores pueden tener
10, 20, 30, 50, 100 o mas acidos nucleicos de longitud.

Como se usa en el presente documento, un péptido se refiere a un polipéptido que tiene de 20 a 40 aminoacidos de
longitud.

Como se usa en el presente documento, los aminoacidos que aparecen en las diversas secuencias de aminoacidos
proporcionadas en el presente documento se identifican de acuerdo con sus abreviaturas conocidas de tres letras o
de una letra (Tabla 1). Los nucleétidos que aparecen en los diversos fragmentos de acido nucleico se designan con
las designaciones de una sola letra convencionales usadas habitualmente en la técnica.
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Como se usa en el presente documento, un “aminoacido” es un compuesto organico que contiene un grupo amino y
un grupo de acido carboxilico. Un polipéptido contiene dos o mas aminoacidos. Para los fines del presente
documento, los aminoacidos incluyen los veinte aminoacidos de origen natural, aminoacidos que no son de origen
natural y analogos de aminoacidos (es decir, aminoacidos en los que el carbono a tiene una cadena lateral).

Como se usa en el presente documento, los “aminoacidos” que aparecen en las diversas secuencias de
aminoacidos que aparecen en el presente documento se identifican de acuerdo con sus abreviaturas de tres letras o
de una letra bien conocidas (véase la Tabla 1). Los nucledtidos que aparecen en los diversos fragmentos de ADN,
se designan con las designaciones convencionales de una sola letra usadas habitualmente en la técnica.

Como se usa en el presente documento, “resto de aminoacido” se refiere a un aminoacido formado tras la digestion
quimica (hidrolisis) de un polipéptido en sus enlaces peptidicos. Se supone que los restos de aminoacidos descritos
en el presente documento estan en la forma isomérica “L”. Los restos en la forma isémera “D”, que también se
designan asi, pueden sustituirse por cualquier resto de L-aminoacido siempre que se conserve la propiedad
funcional deseada en el polipéptido. NH, se refiere al grupo amino libre presente en el extremo amino de un
polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente en el extremo carboxilo de un polipéptido. De acuerdo
con la nomenclatura convencional de polipéptidos descrita en J. Biol. Chem., 243: 3552-3559 (1969), y el C.F.R. 37,
§§ 1.821-1.822 adoptado, en la Tabla 1 se muestran las abreviaturas de los restos de aminoacidos:

Tabla 1- Tabla de Correspondencia

SIMBOLO
1 Letra | 3 Letras| AMINOACIDO
Y Tyr Tirosina
G Gly Glicina
F Phe Fenilalanina
M Met Metionina
A Ala Alanina
S Ser Serina
| He Isoleucina
L Leu Leucina
T Thr Treonina
V Val Valina
P Pro Prolina
K Lys Lisina
H His Histidina
Q GIn Glutamina
E Glu acido glutamico
Z Glx Glu y/o GIn
w Trp Triptéfano
R Arg Arginina
D Asp acido aspartico
N Asn asparagina
B Asx Asn y/o Asp
C Cys Cisteina
X Xaa Desconocido u
otro

Debe tenerse en cuenta que todas las secuencias de restos de aminoacidos representadas en el presente
documento mediante férmulas tienen una orientacién de izquierda a derecha en la direccién convencional del
extremo amino al extremo carboxilo. Ademas, la frase “resto de aminoacido” se define en sentido amplio para incluir
los aminoacidos indicados en la Tabla de Correspondencia (Tabla 1) y aminoacidos modificados e inusuales tales
como los indicados en 37 C.F.R. §§ 1.821-1.822 e incorporados en el presente documento por referencia.
Adicionalmente, debe indicarse que un guion al inicio o al final de una secuencia de restos de aminoacidos indica un
enlace peptidico con otra secuencia de uno o mas restos de aminoacidos, con un grupo amino terminal tal como NH;
o con un grupo carboxilo terminal tal como COOH.

Como se usa en el presente documento, “aminoacidos de origen natural” se refiere a los 20 L-aminoacidos que
aparecen en los polipéptidos.

Como se usa en el presente documento, “aminoacido que no es de origen natural”’ se refiere a un compuesto
organico que tiene una estructura similar a un aminoacido natural pero que se ha modificado estructuralmente para
imitar la estructura y reactividad de un aminoacido natural. Los aminoacidos que no son de origen natural por tanto
incluyen, por ejemplo, aminoacidos o analogos de aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos de origen natural e
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incluyen, pero sin limitacion, los D-isoesteredmeros de aminoacidos. En el presente documento se describen
aminoacidos ejemplares que no son de origen natural y son conocidos por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento, una mezcla isocinética es una mezcla en la que las proporciones molares
de aminoacidos se han ajustado basandose en sus velocidades de reaccion indicadas (véase, por ejemplo, Ostresh
et al., (1994) Biopolymers 34: 1681).

Como se usa en el presente documento, una construcciéon de ADN es una molécula de ADN mono- o bicatenaria,
lineal o circular que contiene segmentos de ADN combinados y yuxtapuestos de una manera no encontrada en la
naturaleza. Las construcciones de ADN se producen como resultado de la manipulacién humana e incluyen clones y
otras copias de moléculas manipuladas.

Como se usa en el presente documento, un segmento de ADN es una parte de una molécula de ADN mas larga que
tiene atributos especificados. Por ejemplo, un segmento de ADN que codifica un polipéptido especificado es una
parte de una molécula de ADN mas larga tal como un plasmido o un fragmento plasmidico que, cuando se lee en la
direcciéon 5’ a 3, codifica la secuencia de aminoacidos del polipéptido especificado.

Como se usa en el presente documento, el término ortélogo significa un polipéptido o una proteina obtenidos a partir
de una especie que es el homadlogo funcional de un polipéptido o proteina de una especie diferente. Las diferencias
de secuencias entre los ortélogos son el resultado de la especiacion.

Como se usa en el presente documento, el término polinucledtido significa un polimero mono- o bicatenario de
bases de desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos leidas en direccion 5 a 3'. Los polinucleétidos incluyen ARN y
ADN, y pueden aislarse a partir de fuentes naturales, sintetizarse in vifro o prepararse a partir de una combinacion
de moléculas naturales y sintéticas. La longitud de una molécula de polinucleétido se proporciona en el presente
documento en términos de nucledtidos (con la abreviatura “nt”) o pares de bases (con la abreviatura “pb”). El término
nucledtido se usa para moléculas mono- y bicatenarias cuando el contexto lo permite. Cuando el término se aplica a
moléculas bicatenarias, se usa para indicar la longitud completa y se entendera que es equivalente al término pares
de bases. Los expertos en la materia reconoceran que las dos cadenas de un polinucleétido bicatenario pueden
diferir ligeramente en longitud y que sus extremos pueden estar escalonados; por tanto, todos los nucleétidos dentro
de una molécula de polinucleétido bicatenaria pueden no estar emparejados. Dichos extremos no emparejados no
excederan, en general, de 20 nucledtidos de longitud.

Como se usa en el presente documento, un polipéptido de proteasa es un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos correspondiente a una cualquiera de las proteasas armazén o modificadas descritas en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, “similitud” entre dos proteinas o acidos nucleicos se refiere a la relacion
entre la secuencia de aminoacidos de las proteinas o a las secuencias de nucleétidos de los acidos nucleicos. La
similitud puede basarse en el grado de identidad y/u homologia de secuencias o de restos y los restos contenidos en
las mismas. Los expertos en la materia conocen métodos para evaluar el grado de similitud entre proteinas o acidos
nucleicos. Por ejemplo, en un método para evaluar la similitud de secuencia, dos secuencias de aminoacidos o de
nucledtidos se alinean de una manera que produce un nivel maximo de identidad entre las secuencias. “Identidad”
se refiere al grado en el que las secuencias de aminoacidos o de nucledtidos son invariantes. El alineamiento de
secuencias de aminoacidos, y en alguna medida de las secuencias de nucledtidos, también puede tener en cuenta
diferencias conservativas y/o sustituciones frecuentes en los aminoacidos (o nucleédtidos). Las diferencias
conservativas son aquellas que conservan las propiedades fisicoquimicas de los restos implicados. Los
alineamientos pueden ser globales (alineamiento de las secuencias comparadas sobre la longitud completa de las
secuencias y que incluye todos los restos) o locales (el alineamiento de una parte de las secuencias que incluye
Unicamente la region o regiones mas similares).

La “identidad” en si misma tiene el significado reconocido en la técnica y puede calcularse usando técnicas
publicadas. (Véase, por ejemplo: Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva
York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). Aunque existan diversos métodos para
medir la identidad entre dos polinucleétidos o polipéptidos, el término “identidad” es bien conocido por los expertos
en la materia (Carrillo, H. & Lipman, D., SIAM J Applied Math 48: 1073(1988)).

Como se usa en el presente documento, homdlogo (con respecto a secuencias de acido nucleico y/o aminoacidos)
significa una homologia de secuencia mayor que o igual al 25%, tipicamente una homologia de secuencia mayor
que o igual al 25%, 40%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90% o 95%; si fuera necesario puede especificarse el porcentaje
exacto. Para los fines del presente documento, los términos “homologia” e “identidad” con frecuencia se usan de
manera intercambiable, salvo que se indique otra cosa. En general, para la determinacién del porcentaje de
homologia o identidad, las secuencias se alinean para obtener de esta manera el mayor orden de coincidencia

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

(véase, por ejemplo: Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York , 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York , 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York , 1991; Carrillo et al. (1988) SIAM J Applied Math 48: 1073).
Mediante la homologia de secuencia, se determina el nUmero de aminoacidos conservados mediante programas de
algoritmos de alineamiento convencionales y pueden usarse con penalizaciones por defecto de hueco establecidas
por cada proveedor. Las moléculas de acido nucleico sustancialmente homadlogas hibridarian tipicamente a una
rigurosidad moderada o a una rigurosidad elevada a lo largo de la longitud del acido nucleico de interés. También se
contemplan moléculas de acido nucleico que contienen codones degenerados en lugar de codones en la molécula
de acido nucleico de hibridacion.

Puede determinarse si dos moléculas cualesquiera tienen secuencias de nucleétidos o de aminoacidos que tienen al
menos una “identidad” u “homologia” del 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% usando
algoritmos informaticos conocidos tales como el programa “FASTA”, usando, por ejemplo, parametros por defecto
tales como los mostrados en Pearson et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (otros programas incluyen el
paquete informatico GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12(l): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN,
FASTA (Altschul, S. F., et al., J Molec Biol 215: 403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed.,
Academic Press, San Diego, 1994, y Carrillo et al. (1988) SIAM J Applied Math 48: 1073). Por ejemplo, para
determinar la identidad puede usarse la funcion BLAST de la base de datos de Informacion del National Center for
Biotechnology. Otros programas disponibles en el mercado, o disponibles al publico, incluyen el programa
“MegAlign” de DNAStar (Madison, WI) y el programa “Gap” del Grupo University of Wisconsin Genetics Computer
(UWG) (Madison WI)). El porcentaje de homologia o identidad de las proteinas y/o de las moléculas de acido
nucleico puede determinarse, por ejemplo, comparando la informacién de secuencia usando un programa
informatico GAP (por ejemplo, Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, revisado por Smith y Waterman (1981)
Adv. Appl. Math. 2: 482). En resumen, el programa GAP define similitudes tales como en la cantidad de simbolos
alineados (es decir, nucledtidos o aminoacidos) que son similares, dividido entre el nimero total de simbolos en la
secuencia mas corta de las dos. Los parametros por defecto del programa GAP pueden incluir: (1) una matriz de
comparacion unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) y la matriz de
comparacion ponderada de Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14: 6745, como describen Schwartz y Dayhoff,
eds., ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE, National Biomedical Research Foundation, paginas
353-358 (1979); (2) una penalizacién de 3,0 para cada hueco y una penalizacion adicional de 0,10 para cada
simbolo en cada hueco; y (3) ninguna penalizacion para huecos en los extremos.

Por lo tanto, como se usa en el presente documento, el término “identidad” y “homologia” representa una
comparacion entre un polipéptido o polinucledtido de ensayo y uno de referencia. Como se usa en el presente
documento, la expresion “al menos 90% idéntico con respecto a” se refiere a identidades en porcentaje de 90 a
99,99 con respecto a la secuencia de acido nucleico o de aminoacidos del polipéptido de referencia. La identidad a
un nivel del 90% o mayor indica efectivamente que, suponiendo para propdsitos de ilustracion que se comparan un
polipéptido de ensayo y de referencia de 100 aminoacidos de longitud, no mas del 10% (es decir 10 de 100) de los
aminoacidos en el polipéptido de ensayo difiere de los del polipéptido de referencia. Pueden realizarse
comparaciones similares entre polinucleétidos de ensayo y de referencia. Dichas diferencias pueden representarse
como mutaciones puntuales distribuidas al azar en toda la longitud de un polipéptido o pueden agruparse en una o
mas localizaciones de longitud variable hasta el maximo permisible, por ejemplo, una diferencia de 10/100
aminoacidos (aproximadamente un 90% de identidad). Las diferencias se definen como sustituciones, inserciones o
deleciones de acidos nucleicos o aminoacidos. A nivel de homologias o identidades por encima de
aproximadamente el 85-90%, el resultado debe ser independiente del programa y de los parametros de hueco
establecidos; estos altos niveles de identidad pueden evaluarse facilmente, a menudo mediante alineamiento
manual sin basarse en un programa informatico.

Como se usa en el presente documento, una secuencia alineada se refiere al uso de homologia (similitud y/o
identidad) para alinear posiciones correspondientes en una secuencia de nucleétidos o aminoacidos. Tipicamente,
se alinean dos o mas secuencias que estan relacionadas por una identidad del 50% o mayor. Un conjunto de
secuencia alineadas se refiere a dos 0 mas secuencias que estan alineadas en posiciones correspondientes y puede
incluir secuencias de alineamiento derivadas de ARN, tales como EST y otros ADNCc, alineados con una secuencia
de ADN genoémico.

Como se usa en el presente documento, “cebador” se refiere a una molécula de acido nucleico que puede actuar
como un punto de inicio de la sintesis de ADN dirigida por molde en condiciones apropiadas (por ejemplo, en
presencia de cuatro nucleosido trifosfatos y un agente de polimerizacion, tal como ADN polimerasa, ARN polimerasa
o transcriptasa inversa) en un tampon apropiado y a una temperatura adecuada. Se apreciara que determinadas
moléculas de acido nucleico pueden servir como una “sonda” y como un “cebador”. Sin embargo, un cebador tiene
un grupo 3’ hidroxilo para su extension. Un cebador puede usarse en diversos métodos incluyendo, por ejemplo,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR transcriptasa inversa (RT), PCR con ARN, LCR, PCR muiltiple,
PCR angosta (panhandle), PCR de captura, PCR de expresion, RACE 5 y 3, PCR in situ, PCR mediada por
ligamiento y otros protocolos de amplificacion.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

Como se usa en el presente documento, “par cebador” se refiere a un conjunto de cebadores que incluye un
cebador 5’ (cadena arriba) que hibrida con el extremo 5’ de una secuencia a amplificar (por ejemplo, mediante PCR)
y un cebador 3’ (cadena abajo) que hibrida con el complemento del extremo 3’ de la secuencia a amplificar.

Como se usa en el presente documento, “que hibrida especificamente” se refiere a la hibridacién, mediante
formacioén de pares de bases complementarias, de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un oligonucleétido)
con una molécula de acido nucleico diana. Los expertos en la materia estan familiarizados con parametros in vitro e
in vivo que influyen en la hibridacién especifica, tal como la longitud y composicién de la molécula en particular. Los
parametros particularmente relevantes para la hibridacion in vitro incluyen adicionalmente la temperatura de
hibridacién y de lavado, la composicion del tampon y la concentracion salina. Las condiciones de lavado ejemplares
para retirar moléculas de acido nucleico unidas de manera no especifica a alta rigurosidad son 0,1 x SSPE, SDS al
0,1%, 65 °C, y a rigurosidad media son 0,2 x SSPE, SDS al 0,1%, 50 °C. En la técnica se conocen condiciones de
rigurosidad equivalentes. Los expertos en la materia pueden ajustar facilmente estos parametros para conseguir
hibridacién especifica de una molécula de acido nucleico con una molécula de acido nucleico diana apropiada para
una aplicacioén particular.

Como se usa en el presente documento, sustancialmente idéntico a un producto significa que es suficientemente
similar como para que las propiedades de interés permanezcan suficientemente intactas de modo que el producto
sustancialmente idéntico pueda usarse en lugar del producto.

Como se usa en el presente documento, también debe entenderse que las expresiones “sustancialmente idéntico” o
“similar” varian con el contexto, como saben los expertos en la materia pertinente.

Como se usa en el presente documento, una variante alélica o una variacion alélica se refiere a cualquiera de dos o
mas formas alternativas de un gen que ocupan el mismo locus cromosomico. La variacion alélica se produce de
forma natural mediante mutacion, y puede dar como resultado polimorfismo fenotipico dentro de las poblaciones.
Las mutaciones genéticas pueden ser silenciosas (no hay cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar
polipéptidos que tengan secuencias de aminoacidos modificadas. La expresion “variante alélica” también se usa en
el presente documento para indicar una proteina codificada por una variante alélica de un gen. Tipicamente, la forma
de referencia del gen codifica una forma de tipo silvestre y/o una forma predominante de un polipéptido de una
poblacion o de un solo miembro de referencia de una especie. Tipicamente, las variantes alélicas que incluyen
variantes entre y en especies, tienen una identidad de aminoacidos de al menos un 80%, 90% o mayor con respecto
a una forma de tipo silvestre y/o predominante de la misma especie; el grado de identidad depende del gen y de si la
comparacion es entre especies o dentro de una especie. Generalmente, las variantes alélicas dentro de una especie
tienen al menos una identidad del 80%, 85%, 90% o 95% o mayor con respecto a una forma de tipo silvestre y/o
predominante, incluyendo una identidad del 96%, 97%, 98%, 99% o mayor con respecto a una forma de tipo
silvestre y/o predominante de un polipéptido.

Como se usa en el presente documento, “alelo”, que se usa de manera indistinta en el presente documento con
“variante alélica”, se refiere a formas alternativas de un gen o partes del mismo. Los alelos ocupan el mismo locus o
posiciéon en cromosomas homoélogos. Cuando un sujeto tiene dos alelos idénticos de un gen, se dice que el sujeto es
homocigoto para ese gen o alelo. Cuando un sujeto tiene dos alelos diferentes de un gen, se dice que el sujeto es
heterocigoto para el gen. Los alelos de un gen especifico pueden diferenciarse entre si en un solo nucleétido o en
diversos nucleétidos, y pueden incluir sustituciones, deleciones e inserciones de nucleétidos. Un alelo de un gen
también puede ser una forma de un gen que contiene una mutacion.

Como se usa en el presente documento, una variante de corte y empalme se refiere a una variante producida por
procesamiento diferencial de un trascrito primario de ADN gendmico que da como resultado mas de un tipo de
ARNm.

Como se usa en el presente documento, modificacion hace referencia a la modificacion de una secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o una secuencia de nucleétidos en una molécula de acido nucleico e incluye
deleciones, inserciones y reemplazos de aminoacidos y nucleétidos, respectivamente.

Para los propositos del presente documento, pueden realizarse sustituciones, deleciones y/o inserciones de
aminoacidos en cualquiera de las proteasas y dominios proteasa de las mismas siempre que la proteina resultante
presente actividad proteasa u otra actividad (o, si se desea, tales cambios pueden realizarse para eliminar la
actividad). Pueden realizarse modificaciones realizando sustituciones de aminoacidos conservativas y también
sustituciones de aminoacidos no conservativas. Por ejemplo, pueden realizarse sustituciones de aminoacidos que
modifiquen deseablemente o ventajosamente propiedades de las proteinas. En una realizaciéon, pueden realizarse
mutaciones que impidan la degradacion del polipéptido. Muchas proteasas escinden después de restos basicos tales
como R y K; para eliminar tal escision, el resto basico se sustituye por un resto no basico. La interaccién de la
proteasa con un inhibidor pueden bloquearse al mismo tiempo que se conserva la actividad catalitica efectuando un
cambio no conservativo en el sitio de interaccion del inhibidor con la proteasa. También pueden modificarse otras
actividades. Por ejemplo, puede modificarse la unién al receptor sin modificar la actividad catalitica.
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Las sustituciones de aminoacido contempladas incluyen sustituciones conservativas tales como las expuestas en la
Tabla 2, que no eliminan la actividad proteolitica. Como se describe en el presente documento, también se
contemplan sustituciones que modifican propiedades de las proteinas, tales como la retirada de sitios de escision y
otros sitios; dichas sustituciones son generalmente sustituciones no conservativas, pero pueden efectuarse
facilmente por los expertos en la materia.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos adecuadas son conocidas por los expertos en la materia y pueden
realizarse generalmente sin modificar la actividad bioldgica, por ejemplo la actividad enzimatica, de la molécula
resultante. Los expertos en la materia reconocen que, en general, las sustituciones de un solo aminoacido en
regiones no esenciales de un polipéptido no modifican sustancialmente la actividad bioldgica (véase, por ejemplo
Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 42 Edicién, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., pagina 224).
Dentro de la definicion también se incluye el fragmento cataliticamente activo de una serina proteasa,
particularmente una parte de la proteasa monocatenaria. Las sustituciones de aminoacidos conservativas se
realizan, por ejemplo, de acuerdo con las expuestas en la TABLA 2 mostrada a continuacion:

TABLA 2
Resto original Sustitucion conservativa
Ala (A) Gly; Ser; Abu
Arg (R) Lys; orn
Asn(N) GIn; His
Cys (C) Ser
GIn(Q) Asn
Glu (E) Asp
Gly(G) Ala; Pro
His(H) Asn; GIn
He (1) Leu; Val
Leu (L) lle; Val
Lys (K) Arg; GIn; Glu
Met(M) Leu; Tyr; lle
Ornitina Lys; Arg
Phe (F) Met; Leu; Tyr
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) He; Leu; Met

También pueden permitirse otras sustituciones y pueden determinarse empiricamente o de acuerdo con
sustituciones conservativas conocidas.

Como se usa en el presente documento, el término promotor significa una parte de un gen que contiene secuencias
de ADN que permiten la unién de la ARN polimerasa y el inicio de la transcripcion. Las secuencias promotoras
normalmente, pero no siempre, se encuentran en la region 5’ no codificante de los genes.

Como se usa en el presente documento, un polipéptido o una proteina, o una parte biolégicamente activa de los
mismos, aislado o purificado esta sustancialmente libre de material celular o de otras proteinas contaminantes de la
célula del tejido del que procede la proteina, o esta sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos
quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Puede determinarse que las preparaciones estan sustancialmente
libres si aparecen libres de cualquier impureza facilmente detectable segun se determina mediante métodos de
analisis convencionales, tales como cromatografia de capa fina (TLC), electroforesis en gel y cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), usados por los expertos en la materia para evaluar dicha pureza, o si son suficientemente
puras de manera que una purificacion adicional no altere detectablemente las propiedades fisicas y quimicas, tales
como las actividades enzimaticas y bioldgicas de la sustancia. Los métodos para la purificacion de los compuestos
para producir compuestos sustancialmente quimicamente puros se conocen por los expertos en la materia. Un
compuesto sustancialmente quimicamente puro, sin embargo, puede ser una mezcla de estereoisdmeros. En dichos
casos, la purificacion adicional podria aumentar la actividad especifica del compuesto.

La expresion sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteinas en las que la proteina esta

separada de componentes celulares de las células a partir de las cuales se aisla o se produce de manera
recombinante. En un ejemplo, la expresidon sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de
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proteinas proteasas que tienen menos de aproximadamente un 30% (en peso seco) de proteinas que no son
proteasas (denominadas también en el presente documento proteinas contaminantes), generalmente menos de
aproximadamente un 20% de proteinas no proteasas o un 10% de proteinas no proteasas o menos de
aproximadamente un 5% de proteinas no proteasas. Cuando la proteina proteasa o una parte activa de la misma se
produce de manera recombinante, esta también sustancialmente libre del medio de cultivo, es decir, el medio de
cultivo representa menos de o aproximadamente un 20%, 10% o 5% del volumen de la preparacion de proteina
proteasa.

Como se usa en el presente documento, la expresion sustancialmente libre de precursores quimicos u otros
productos quimicos incluye preparaciones de proteinas proteasas en las que la proteina esta separada de
precursores quimicos o de otros productos quimicos que estan implicados en la sintesis de la proteina. El término
incluye preparaciones de proteinas proteasas que tienen menos de aproximadamente un 30% (en peso seco), 20%,
10% o 5% o menos de precursores quimicos o productos quimicos o componentes que no son proteasa.

Como se usa en el presente documento, produccién por medios recombinantes mediante el uso de métodos de ADN
recombinante se refiere al uso de métodos bien conocidos de biologia molecular para expresar proteinas codificadas
por ADN clonado.

Como se usa en el presente documento, un vector (o plasmido) se refiere a elementos individuales que se usan para
introducir acido nucleico heterélogo en células para la expresion o replicacion del mismo. Los vectores tipicamente
permanecen episomales, pero pueden disefiarse para efectuar la integracion de un gen o una parte del mismo en un
cromosoma del genoma. También se contemplan vectores que son cromosomas artificiales, tales como
cromosomas artificiales de levadura y cromosomas artificiales de mamiferos. La seleccion y uso de dichos vehiculos
se conoce bien por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento, un vector de expresion incluye vectores que son capaces de expresar ADN
que esta unido operativamente con secuencias reguladoras, tales como regiones promotoras, que son capaces de
efectuar la expresion de dichos fragmentos de ADN. Dichos segmentos adicionales pueden incluir secuencias
promotoras y terminadoras, y opcionalmente pueden incluir uno o mas origenes de replicacion, uno o mas
marcadores de seleccidon, un potenciador, una sefial de poliadenilacion y similares. Los vectores de expresion
generalmente derivan de ADN plasmidico o viral, o pueden contener elementos de ambos. Por tanto, un vector de
expresion se refiere a una construccion de ADN o de ARN recombinante, tal como un plasmido, un fago, un virus
recombinante u otro vector que, después de la introduccién en una célula hospedadora apropiada, da como
resultado la expresion del ADN clonado. Los vectores de expresién apropiados son bien conocidos por los expertos
en la materia e incluyen los que pueden replicarse en células eucariotas y/o células procariotas y los que
permanecen episomales o los que se integran en el genoma de la célula hospedadora.

Como se usa en el presente documento, vector también incluye “vectores de virus” o “vectores virales”. Los vectores
virales son virus modificados genéticamente que estan unidos operativamente a genes exdgenos para transferir
(como vehiculos o lanzaderas) los genes exégenos al interior de las células.

Como se usa en el presente documento, un adenovirus se refiere a cualquiera de un grupo de virus que contienen
ADN que producen conjuntivitis e infecciones en el tracto respiratorio superior en seres humanos. Como se usa en el
presente documento, ADN desnudo se refiere a ADN libre de histonas que puede usarse para vacunas y terapia
génica. EI ADN desnudo es el material genético que se hace pasar de una célula a otra durante un proceso de
transferencia génica denominado transformacion. En la transformacion, el ADN purificado o desnudo se capta por la
célula receptora y proporcionara a la célula receptora una nueva caracteristica o fenotipo.

Como se usa en el presente documento, operativamente u operativamente unido, cuando hace referencia a
segmentos de ADN, significa que los segmentos se disponen de tal manera que funcionan de acuerdo con sus
propésitos pretendidos, por ejemplo, la transcripcion se inicia en el promotor y continda a lo largo del segmento
codificante hasta el terminador.

Como se usa en el presente documento, secuencia de unién a proteinas se refiere a una secuencia de proteina o
peptidica que es capaz de unirse especificamente a otras secuencias de proteina o peptidicas en general, a un
conjunto de secuencias de proteina o peptidicas o a una secuencia de proteina o peptidica particular.

Como se usa en el presente documento, marcador epitdpico se refiere a un tramo corto de restos de aminoacidos
que corresponden a un epitopo para facilitar los analisis bioquimicos e inmunoldgicos posteriores de la proteina o
péptido marcado con epitopo. El marcaje epitdpico se consigue afiadiendo la secuencia del marcador epitdpico a
una secuencia codificante de proteina en un vector de expresién apropiado. Las proteinas marcadas con epitopo
pueden purificarse por afinidad usando anticuerpos altamente especificos inducidos contra los marcadores.

Como se usa en el presente documento, secuencia de unién a metal se refiere a una secuencia de proteina o

peptidica que es capaz de unirse especificamente a iones metalicos en general, a un conjunto de iones metalicos o
a un ion metalico particular.
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Como se usa en el presente documento, el término evaluacion pretende incluir la determinacion cuantitativa y
cualitativa en el sentido de obtener un valor absoluto para la actividad de una proteasa, o un dominio de la misma,
presente en la muestra, y también de obtener un indice, proporcion, porcentaje, valor visual u otro valor indicativo del
nivel de la actividad. La evaluacion puede ser directa o indirecta y, por supuesto, no es necesario que las especies
quimicas detectadas realmente sean el propio producto de protedlisis, sino que pueden ser, por ejemplo, un
derivado del mismo o alguna sustancia adicional. Por ejemplo, la deteccién de un producto de escision de una
proteina del complemento, tal como por SDS-PAGE vy tincion de proteinas con azul de Coomassie.

Como se usa en el presente documento, actividad bioldgica se refiere a las actividades in vivo de un compuesto o
las respuestas fisiolégicas que tienen lugar después de la administracion in vivo de un compuesto, composicion u
otra mezcla. Actividad bioldgica, por tanto, incluye los efectos terapéuticos y la actividad farmacéutica de dichos
compuestos, composiciones y mezclas. Las actividades bioloégicas pueden observarse en sistemas in vitro
disefiados para ensayar o usar dichas actividades. Por tanto, para los fines del presente documento, una actividad
bioldgica de una proteasa es su actividad catalitica por la que se hidroliza un polipéptido.

Como se usa en el presente documento, equivalente, cuando se refiere a dos secuencias de acidos nucleicos,
significa que las dos secuencias en cuestion codifican la misma secuencia de aminoacidos o proteinas equivalentes.
Cuando se usa equivalente en relacion con dos proteinas o péptidos, significa que las dos proteinas o péptidos
tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos solamente con sustituciones de aminoacidos (tal como,
pero sin limitacion, cambios conservativos tales como los expuestos en la Tabla 2 anterior) que no alteran
sustancialmente la actividad o funcién de la proteina o péptido. Cuando equivalente se refiere a una propiedad, no
es necesario que la propiedad esté presente en el mismo grado (por ejemplo, dos péptidos pueden presentar
diferentes tasas del mismo tipo de actividad enzimatica), pero las actividades normalmente son sustancialmente
iguales. Complementariedad, cuando hace referencia a dos secuencias de nucledtidos, significa que las dos
secuencias de nucledétidos son capaces de hibridar, tipicamente con un desapareamiento menor del 25%, 15% o 5%
entre nucledtidos opuestos. Si fuera necesario, se especificara el porcentaje de complementariedad. Tipicamente,
las dos moléculas se seleccionan de tal manera que hibriden en condiciones de alta rigurosidad.

Como se usa en el presente documento, un agente que modula la actividad de una proteina o la expresion de un
gen o acido nucleico disminuye o aumenta o altera de otra manera la actividad de la proteina o, de alguna manera,
regula positiva o negativamente o altera de otra manera la expresion del acido nucleico en una célula.

Como se usa en el presente documento, una proteasa que es una “proteina quimérica” o “proteina de fusién” se
refiere a un polipéptido unido operativamente a un polipéptido diferente. Una proteina quimérica o de fusién
proporcionada en el presente documento puede incluir una o mas proteasas o una parte de las mismas tal como
dominios proteasa monocatenarios de las mismas, y uno o mas de otros péptidos para una cualquiera o mas de una
sefial de control de la transcripcién/traduccion, secuencias sefial, un marcador para la localizaciéon, un marcador
para la purificacién, parte de un dominio de una inmunoglobulina G y/o un agente de direccién. Estas proteinas
quiméricas o de fusion incluyen las producidas por medios recombinantes como proteinas de fusion, las producidas
por medios quimicos tales como acoplamiento quimico a través, por ejemplo, de acoplamiento a grupos sulfhidrilo, y
las producidas mediante cualquier otro método mediante el cual al menos una proteasa, o una parte de la misma, se
une, directa o indirectamente, mediante un engarce (o engarces) a otro polipéptido.

Como se usa en el presente documento, unido operativamente, cuando hace referencia a una proteina de fusion, se
refiere a un polipéptido de proteasa y a un polipéptido que no es proteasa que estan fusionados en fase entre si. El
polipéptido no proteasa puede fusionarse con el extremo N o el extremo C del polipéptido de proteasa.

Como se usa en el presente documento, un agente de direccién, es cualquier resto, tal como una proteina o parte
eficaz de la misma, que proporciona la unién especifica del conjugado a un receptor de la superficie celular, que en
algunos casos puede internalizar conjugados unidos o partes de los mismos. Un agente de direccion también puede
ser uno que promueve o facilita, por ejemplo, el aislamiento por afinidad o purificacion del conjugado; la unién del
conjugado a una superficie; o la deteccion de conjugado o de complejos que contienen el conjugado.

Como se usa en el presente documento, un conjugado de anticuerpo se refiere a un conjugado en el que el agente
de direccién es un anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, derivado o analogo de una molécula se refiere a una parte derivada de o
una version modificada de la molécula.

Como se usa en el presente documento, “enfermedad o trastorno” se refiere a una afeccion patolégica en un
organismo resultante de una causa o condicidon que incluye, pero sin limitacion, infecciones, afecciones adquiridas,
condiciones genéticas, y caracterizada por sintomas identificables. Las enfermedades y trastornos de interés en el
presente documento son los que implican la activacion del complemento, incluyendo los mediados por la activacion
del complemento y aquellos en los que la activacion del complemento desempefia una funcion en la etiologia o
patologia. Las enfermedades y trastornos también incluyen los que se producen por la ausencia de una proteina tal
como una deficiencia inmunitaria, y/o son de interés en el presente documento los trastornos en los que la activacion

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

del complemento no se produce debido a un déficit en una proteina del complemento.

Como se usa en el presente documento, un trastorno mediado por el complemento es cualquier trastorno en el que
una cualquiera o mas de las proteinas del complemento desempefian una funcién en la enfermedad, debido a la
ausencia o presencia de la proteina. Un trastorno mediado por el complemento es uno que se debe a una deficiencia
en una proteina del complemento. Un trastorno mediado por el complemento también es uno que se debe a la
presencia de una cualquiera o mas de las proteinas del complemento y la activacion continuada de la ruta del
complemento.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” de un sujeto con una enfermedad o afeccion significa que los
sintomas del sujeto se alivian total o parcialmente o permanecen estaticos después del tratamiento. Por tanto, el
tratamiento incluye profilaxis, terapia y/o cura. Profilaxis se refiere a la prevencion de una enfermedad potencial y/o
una prevencion del empeoramiento de los sintomas o del avance de una enfermedad. El tratamiento también incluye
cualquier uso farmacéutico de un interferon modificado y de composiciones proporcionadas en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, un agente terapéutico, régimen terapéutico, radioprotector o
quimioterapéutico significa farmacos y terapias farmacolégicas convencionales, incluyendo vacunas, conocidas por
los expertos en la materia. Los agentes radioterapéuticos son bien conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, tratamiento significa cualquier manera en la que los sintomas de una
afeccion, trastorno o enfermedad se mejoran o se modifican beneficiosamente de otra manera. El tratamiento
también incluye cualquier uso farmacéutico de las composiciones del presente documento.

Como se usa en el presente documento, mejora de los sintomas de una enfermedad o trastorno particular mediante
un tratamiento, tal como la administracién de una composicion farmacéutica y otro producto terapéutico, se refiere a
cualquier disminucién, permanente o temporal, duradera o transitoria, de los sintomas que puede atribuirse a o
asociarse con la administracion de la composicién o agente terapéutico.

Como se usa en el presente documento, prevencion o profilaxis se refiere a métodos en los que se reduce el riesgo
de desarrollar la enfermedad o afeccion.

Como se usa en el presente documento, una cantidad eficaz de un compuesto o composiciéon para el tratamiento de
una enfermedad particular es una cantidad que es suficiente para mejorar o reducir de alguna manera los sintomas
asociados con la enfermedad. Tal cantidad puede administrarse como una sola dosificacidon o puede administrarse
de acuerdo con un régimen con el cual sea eficaz. La cantidad puede curar la enfermedad pero, tipicamente, se
administra para mejorar los sintomas de la enfermedad. Tipicamente, se requiere una administracion repetida para
conseguir una mejora deseada de los sintomas.

Como se usa en el presente documento, “cantidad terapéuticamente eficaz” o “dosis terapéuticamente eficaz”, se
refiere a un agente, compuesto, material o composicidon que contiene un compuesto que es al menos suficiente para
producir un efecto terapéutico. Una cantidad eficaz es la cantidad de un agente terapéutico, necesaria para prevenir,
curar, mejorar, detener o detener parcialmente, un sintoma de una enfermedad o trastorno.

Como se usa en el presente documento, la administracion de una proteasa no perteneciente al complemento, tal
como una proteasa modificada no perteneciente al complemento, se refiere a cualquier método en el cual la
proteasa no perteneciente al complemento se pone en contacto con su sustrato. La administracion puede efectuarse
in vivo o ex vivo o in vitro. Por ejemplo, para la administracion ex vivo, se extrae un fluido corporal, tal como sangre,
de un sujeto y se pone en contacto fuera del cuerpo con la proteasa no perteneciente al complemento modificada.
Para la administracién in vivo, la proteasa no perteneciente al complemento modificada puede introducirse en el
cuerpo, tal como mediante introduccion local, tépica, sistémica y/u otra via de introduccion. La administracion in vitro
incluye métodos tales como métodos de cultivo celular.

Como se usa en el presente documento, un anticoagulante es un farmaco que ayuda a prevenir la coagulacion de la
sangre. Estos farmacos tienden a prevenir la formacion de nuevos coagulos o que aumente un coagulo existente.

Como se usa en el presente documento, forma de dosificacion unitaria se refiere a unidades fisicamente individuales
adecuadas para los sujetos humanos y animales y envasadas individualmente como se conoce en la técnica.

Como se usa en el presente documento, “paciente” o “sujeto” a tratar incluye seres humanos o animales no
humanos. Los mamiferos incluyen: primates tales como seres humanos, chimpancés, gorilas y monos; animales
domésticos tales como perros, caballos, gatos, cerdos, cabras, vacas; y roedores tales como ratones, ratas,
hamsteres y jerbos.

Como se usa en el presente documento, una combinacion se refiere a cualquier asociacién entre dos o entre mas
elementos. La asociacion puede ser espacial o referirse al uso de los dos 0 mas elementos para un propésito
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comun.

Como se usa en el presente documento, una composicién se refiere a cualquier mezcla de dos o mas productos o
compuestos (por ejemplo, agentes, moduladores, reguladores, etc.). Puede ser una solucién, una suspension, un
liquido, un polvo, una pasta, una formulacién acuosa o no acuosa o cualquier combinacién de los mismos.

Como se usa en el presente documento, un “articulo de fabricacién” es un producto que se fabrica y se comercializa.
Como se usa a lo largo de esta solicitud, el término pretende incluir polipéptidos de proteasa modificados y acidos
nucleicos contenidos en los articulos de envasado.

Como se usa en el presente documento, fluido se refiere a cualquier composiciéon que puede fluir. Los fluidos, por
tanto, incluyen composiciones que estan en forma de semisdlidos, pastas, soluciones, mezclas acuosas, geles,
lociones, cremas y otras composiciones de este tipo.

Como se usa en el presente documento, un “kit” se refiere a una combinacion envasada que opcionalmente incluye
reactivos y otros productos y/o componentes para llevar a la practica los métodos usando los elementos de la
combinacién. Por ejemplo, se proporcionan kits que contienen un polipéptido de proteasa modificado o una molécula
de acido nucleico proporcionada en el presente documento y otro elemento para un fin incluyendo, pero sin
limitacion, la administracion, diagndstico y evaluacion de una actividad bioldgica o propiedad. Opcionalmente, los kits
incluyen instrucciones para su uso.

Como se usa en el presente documento, un extracto celular se refiere a una preparacion o fraccién que se prepara a
partir de una célula lisada o alterada.

Como se usa en el presente documento, se dice que un agente se selecciona al azar cuando el agente se
selecciona aleatoriamente sin considerar las secuencias especificas implicadas en la asociacién de una proteina
sola o con sus sustratos, compafieros de unién y/u otros componentes asociados. Un ejemplo de agente
seleccionado al azar es el uso de una biblioteca quimica o una biblioteca combinatoria de péptidos, o un caldo de
cultivo de un organismo o medio acondicionado.

Como se usa en el presente documento, un profarmaco es un compuesto que, tras la administracién in vivo, se
metaboliza o se convierte de otra manera en la forma bioldgica, farmacéutica o terapéuticamente activa del
compuesto. Para producir un profarmaco, el compuesto farmacéuticamente activo se modifica de tal manera que el
compuesto activo se regenera mediante procesos metabolicos. El profarmaco puede disefiarse para alterar la
estabilidad metabdlica o las caracteristicas de transporte de un farmaco, para enmascarar efectos secundarios o la
toxicidad, para mejorar el sabor de un farmaco o para modificar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco.
Debido al conocimiento de los procesos farmacodinamicos y del metabolismo de farmacos in vivo, los expertos en
esta materia, una vez que se conoce el compuesto farmacéuticamente activo, pueden disefiar profarmacos del
compuesto (véase, por ejemplo, Nogrady (1985) Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University
Press, Nueva York, paginas 388-392).

Como se usa en el presente documento, un peptidomimético es un compuesto que imita la conformacién y ciertas
caracteristicas estereoquimicas de una forma biolégicamente activa de un péptido particular. En general, los
peptidomiméticos se disefian para imitar determinadas propiedades deseables de un compuesto, pero no las
propiedades no deseadas tales como la flexibilidad, que conduce a una pérdida de la conformacion biolégicamente
activa y la ruptura del enlace. Los peptidomiméticos pueden prepararse a partir de compuestos biolégicamente
activos sustituyendo determinados grupos o enlaces que contribuyen a las propiedades no deseables con
bioisdsteros. Los expertos en la materia conocen bioisosteros adecuados. Por ejemplo, el bioisdstero de metileno
CH2S se ha usado como un reemplazo de amida en analogos de encefalina (véase, por ejemplo, Spatola (1983)
paginas 267-357 en Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, Weinstein, Ed. Volumen 7,
Marcel Dekker, Nueva York). La morfina, que puede administrarse por via oral, es un compuesto que es un
peptidomimético del péptido endorfina. Para los fines del presente documento, los polipéptidos en los que uno o mas
enlaces peptidicos que forman la estructura de un polipéptido se sustituyen con bioisdsteros son peptidomiméticos.

Como se usa en el presente documento, anticuerpo incluye fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fab,
que se componen de una cadena ligera y la region variable de una cadena pesada.

Como se usa en el presente documento, un receptor se refiere a una molécula que tiene afinidad por un ligando en
particular. Los receptores pueden ser moléculas de origen natural o sintético. Los receptores también pueden
denominarse en la técnica antiligandos.

Como se usa en el presente documento, cebador se refiere a un oligonucleétido que contiene dos o mas
desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos, tipicamente mas de tres, a partir del cual puede iniciarse la sintesis de un
producto de extension de cebador. Las condiciones experimentales que conducen a la sintesis incluyen la presencia
de nucledsido trifosfatos y un agente para la polimerizacion y extension, tal como ADN polimerasa, y un tampén,
temperatura y pH adecuados.
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Como se usa en el presente documento, animal incluye cualquier animal tal como, pero sin limitacion; primates
incluyendo seres humanos, gorilas y monos; roedores, tales como ratones y ratas; aves de corral tales como pollos;
rumiantes, tales como cabras, vacas, ciervos, ovejas; animales ovinos tales como cerdos y otros animales. Los
animales no humanos excluyen seres humanos como el animal contemplado. Las proteasas proporcionadas en el
presente documento proceden de cualquier fuente animal, vegetal, procariota y fungica. La mayoria de las proteasas
son de origen animal, incluyendo origen de mamifero.

Como se usa en el presente documento, terapia genética o terapia génica implica la transferencia de un acido
nucleico heterdlogo tal como ADN, en determinadas células, las células diana, de un mamifero, particularmente un
ser humano, con un trastorno o afeccién para la que se desea tal terapia. El acido nucleico, tal como ADN, se
introduce en las células diana seleccionadas, tal como directamente o en un vector o en otro vehiculo de liberacién
de tal manera que el acido nucleico heterdlogo, tal como ADN, se expresa y, por lo tanto, se produce un producto
terapéutico codificado. Como alternativa, el acido nucleico heterdlogo, tal como ADN, puede mediar la expresion de
alguna manera de ADN que codifica el producto terapéutico, o puede codificar un producto, tal como un péptido o
ARN que de alguna manera media, directa o indirectamente, la expresion de un producto terapéutico. La terapia
genética también puede usarse para administrar acidos nucleicos que codifican un producto génico que sustituye un
gen defectuoso o suplementa un producto génico producido por el mamifero o la célula en la que se introduce. El
acido nucleico introducido puede codificar un compuesto terapéutico, tal como una proteasa o una proteasa
modificada, que normalmente no se produce en el huésped mamifero o que no se produce en cantidades
terapéuticamente eficaces o en un tiempo terapéuticamente Util. Los acidos nucleicos heterélogos, tales como ADN,
que codifican el producto terapéutico pueden modificarse antes de la introduccion en las células del hospedador
afectado para potenciar o modificar de otra manera el producto o expresion del mismo. La terapia genética también
puede implicar la administracion de un inhibidor o represor u otro modulador de la expresién génica.

Como se usa en el presente documento, acido nucleico heterélogo es un acido nucleico que normalmente no se
produce in vivo por la célula en la que se expresa o que se produce por la célula pero en un locus diferente o se
expresa de manera diferente o media o codifica mediadores que modifican la expresiéon del acido nucleico
enddgeno, tal como ADN, influyendo en la transcripcion, traduccion u otros procesos bioquimicos regulables. El
acido nucleico heterélogo generalmente no es endoégeno para la célula en la que se introduce, pero se ha obtenido
de otra célula o se ha preparado sintéticamente. El acido nucleico heterélogo puede ser endégeno, pero es un acido
nucleico que se expresa en un locus diferente o modificado en su expresion. Generalmente, aunque no
necesariamente, dicho acido nucleico codifica ARN y proteinas que normalmente no se producen por la célula o de
la misma manera en la célula en la cual se expresa. Acido nucleico heterdlogo, tal como ADN, también puede
referirse a un acido nucleico extrafio, tal como ADN. Por tanto, el acido nucleico heterélogo o acido nucleico extrafio
incluye una molécula de acido nucleico no presente en la misma orientacion o posicion exacta que la molécula de
acido nucleico homologa, tal como ADN, encontrada en un genoma. También puede referirse a una molécula de
acido nucleico de otro organismo o especie (es decir, exdgeno).

Cualquier acido nucleico, tal como ADN, que un experto en la materia reconoceria o consideraria heterélogo o
extrafio para la célula en la que se expresa el acido nucleico se incluye en el presente documento en la expresion
acido nucleico heterdélogo; el acido nucleico heterdlogo incluye el acido nucleico afiadido exégenamente que también
se expresa endogenamente. Los ejemplos de acido nucleico heterdlogo incluyen, pero sin limitacién, acido nucleico
que codifica proteinas marcadoras rastreables tales como una proteina que confiere resistencia a farmacos, acido
nucleico que codifica sustancias terapéuticamente eficaces, tales como agentes anticancerosos, enzimas y
hormonas, y acido nucleico, tal como ADN, que codifica otros tipos de proteinas tales como anticuerpos. Los
anticuerpos que se codifican por acido nucleico heterélogo pueden secretarse o expresarse sobre la superficie de la
célula en la que se ha introducido el acido nucleico heterdélogo.

Como se usa en el presente documento, un producto terapéuticamente eficaz para terapia génica es un producto
que se codifica por un acido nucleico heterélogo, tipicamente ADN, de tal manera que, después de la introduccion
del acido nucleico en un hospedador, se expresa un producto que mejora o elimina los sintomas o las
manifestaciones de una enfermedad hereditaria o adquirida o que cura la enfermedad. También se incluyen
moléculas de acido nucleico biolégicamente activas tales como ARNi y antisentido.

Como se usa en el presente documento, un control se refiere a una muestra que es sustancialmente idéntica a la
muestra de ensayo, con la excepcion de que no se trata con un parametro de ensayo o, si es una muestra de
plasma, puede provenir de un voluntario normal que no padece la afeccién de interés. Un control también puede ser
un control interno.

Como se usa en el presente documento, cuando se dice que un polipéptido consiste esencialmente en una
secuencia de aminoacidos mencionada significa que solamente esta presente la parte mencionada, o un fragmento
de la misma, del polipéptido de longitud completa. Opcionalmente, el polipéptido puede, y generalmente incluira
aminoacidos adicionales de otra fuente o puede insertarse en otro polipéptido. Por ejemplo, para los fines del
presente documento, cuando se dice que un polipéptido consiste esencialmente en un dominio proteasa significa
que solo la parte del polipéptido es un dominio proteasa o una parte cataliticamente activa del mismo. El polipéptido
puede incluir opcionalmente, y generalmente incluira, secuencias de aminoacidos adicionales no derivadas de
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proteasa.

Como se usa en el presente documento, las abreviaturas para cualquier grupo protector, aminoacidos y otros
compuestos son, salvo que se indique otra cosa, abreviaturas reconocidas, de acuerdo con su uso comun, o la
Comisién IUPAC-IUB sobre Nomenclatura Bioquimica (véase, (1972) Biochem. 11: 1726).

B. Diana: Complemento

El sistema del complemento y sus componentes son los sustratos diana para las proteasas modificadas que se
proporcionan en el presente documento. Las proteasas se modifican o se seleccionan o se identifican para escindir
uno o mas componentes del sistema vy, por lo tanto, para proporciona una forma para modular la actividad del
sistema. Dichas proteasas pueden servir como agentes terapéuticos o como agentes terapéuticos candidatos para
modular la actividad del sistema del complemento.

El sistema del complemento forma parte del sistema inmunitario y desempefia una funcion en la eliminacion de
organismos extrafios invasores e inicia respuestas inflamatorias. Existen mas de 30 proteinas solubles y de la
membrana celular que forman parte del sistema del complemento. Estas proteinas actian no solamente en la
respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos, sino también en la respuesta inmunitaria innata para reconocer y
destruir patégenos tales como bacterias, células infectadas por virus y parasitos. Las proteinas del complemento se
producen constitutivamente por macrofagos y hepatocitos, y estan presentes en la circulacion o como moléculas
inactivas. Diversas proteinas del complemento son proteasas proenzimaticas (denominadas zimoégenos) que se
activan por si mismas mediante escisidon proteolitica para convertirse en proteasas efectoras que cortan enlaces
peptidicos en otras proteinas del complemento para activarlas a su vez. Dado que cada proteasa activada puede
activar muchas moléculas de sustrato, la activacion inicial se amplifica rapidamente para producir millones de
moléculas efectoras (una cascada). El sistema del complemento constituye una cascada irreversible de sucesos
proteoliticos cuya terminacién da como resultado la formacion de moléculas efectoras multiples que estimulan la
inflamacion, facilitan la fagocitosis de antigenos y producen la lisis de algunas células directamente y, por tanto,
pueden servir como un punto de intervencién terapéutica para el tratamiento de diversos trastornos que comparten
una patologia comun o que incluyen este sistema en la etiologia o patologia.

Existen tres rutas distintas a través de las cuales el complemento puede activarse sobre la superficie del patégeno:
la ruta clasica, la ruta alternativa y la ruta de la lectina. Estas rutas son distintas ya que los componentes necesarios
para su inicio son diferentes, pero las rutas finalmente generan el mismo conjunto de moléculas efectoras (véase,
por ejemplo, la Figura 1). Del mismo modo, los sucesos tempranos de cada ruta estan gobernados por un
mecanismo similar de cascadas enzimaticas desencadenadas en las que se escinden zimogenos del complemento
inactivos para producir dos fragmentos, de los que el mayor es una serina proteasa activa. La proteasa activa queda
retenida en la superficie del patbgeno de manera que el zimdégeno, que no pertenece al complemento, posterior se
escinde y se activa para continuar la cascada proteolitica de la activacion del complemento. El segundo fragmento
generado después de la escision del zimégeno es un fragmento peptidico mas pequefio que puede actuar como
mediador soluble del complemento funcionando como una opsonina o un mediador proinflamatorio.

1. Nomenclatura

La ruta del complemento contiene mas de 30 mediadores solubles (véase la Tabla 3), de los que algunos se
generan a partir de la escisiéon de zimégenos de proteina inactivos para producir dos segmentos. La Tabla 3
representa proteinas del complemento nativas ejemplares y proporciona una descripciéon de su secuencia
polipeptidica, incluyendo la localizacion en el polipéptido de los fragmentos del complemento codificados de las
mismas. Por ejemplo, la SEC ID N°: 315 codifica una proteina del complemento C5 y también codifica un fragmento
Cb5a de una proteina del complemento, codificado por los restos 678-751 de C5, que presenta actividad del
complemento tras su generacion después de la escision de C5 mediante una convertasa C5. Los componentes
nativos del complemento se denominan por una C seguida por un nimero tal como C1, C2, etc. La numeracion de
los componentes del complemento se basa en el orden de su descubrimiento en lugar del orden de la secuencia de
reacciones dentro de la cascada del complemento. Como resultado, la secuencia de reacciones de las cascadas del
complemento es C1, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8 y C9. Después de la activacion, los productos de las reacciones de
escision se designan anadiendo letras minusculas, denominandose generalmente el fragmento mas largo “b” y el
fragmento mas pequefio “a” (es decir, C4 se escinde para generar C4b y C4a). En algunos casos, C2a se designa
como el producto de escision mas grande, aunque mas generalmente C2b se considera el producto de escision mas
grande. Por consiguiente, la convertasa C3b2b se denomina algunas veces C3b2a. Los productos de escision del
complemento inactivos se designan con una “i” (es decir iC3b). Los componentes del zimégeno de proteina
especificos para la ruta alternativa del complemento no se designan mediante una C, sino que se designan mediante
letras mayusculas diferentes tal como Factor B, que después de la escision se transforma en Bb o Ba. Los dos
zimégenos de proteasa iniciadores de la ruta de la lectina se denominan MASP-1 y MASP-2.
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Tabla 3: Proteinas del complemento

Nombre de
Entrada

N° AC

Nombre
del Gen

Longitud de
aminoacidos

Descripcion

SEC ID N°

C1QA_HUMAN

P02745

C1QA

245

Subcomponente C1q del complemento, precursor
de cadena A

208

C1QB_HUMAN

P02746

C1QB

251

Subcomponente C1q del complemento, precursor
de cadena B

299

C1QC_HUMAN

P02747

c1QG.C1
QC

245

Subcomponente C1q del complemento, precursor
de cadena C

300

C1R_HUMAN

P00736

C1R

705

Precursor del subcomponente C1r  del
complemento (Componente 1 del complemento,
subcomponente r) [Contiene: cadena pesada de
subcomponente C1r del complemento (aa: 18-
463); cadena ligera de subcomponente C1r del
complemento (aa:464-705)]

301; 302

C1S_HUMAN

P09871

C1S

688

Precursor del subcomponente C1s del
complemento (esterasa C1) [Contiene: cadena
pesada de subcomponente C1s del complemento
(aa: 16-437); cadena ligera de subcomponente
C1s del complemento (aa:438-688)]

303, 304

C4BB HUMAN

P20851

C4BPB

252

Precursor de cadena beta de la proteina de unién
a C4b

305

C4BP_HUMAN

P04003

C4BPA
C4BP

597

Precursor de cadena alfa de la proteina de union
a C4b (C4bp) (Proteina rica en prolina) (PRP)

306

CFAI_HUMAN

P05156

IF

583

Precursor del factor de complemento (EC
3.4.21.45) (inactivador de C3B/C4B) [Contiene:
cadena pesada de Factor | del complemento (a:
19-335); cadena ligera de Factor | del
complemento (340-583)]

307, 308

CLUS_HUMAN

P10909

CLU

449

Precursor de clusterina (proteina SP-40,40
asociada al complemento) (Inhibidor de la citolisis
del complemento) (CLI) (NA1/NA2)
(Apolipoproteina J) (Apo-J)

(Mensajero 2 de prostata reprimido por
testosterona) (TRPM-2) [Contiene: Cadena beta
de la clusterina (ApoJalpha) (cadena a de
inhibidor de la citolisis del complemento) (aa: 23-
227); Cadena alfa de la clusterina (ApodJbeta)
(Cadena b de inhibidor de la citdlisis del
complemento) (aa: 228-449)]

309

CO2_HUMAN

P06681

C2

752

Precursor de C2 del complemento (EC 3.4.21.43)
(C3/C5 convertasa)

310, 311

CO3_HUMAN

P01024

C3

1663

Precursor de C3 del complemento [Contiene:
Cadena beta de C3 del complemento (aa:23-667);
Cadena alfa de C3 del complemento (aa:672-
1663); anafilatoxina C3a (aa: 672-748); Cadena
alfa’ de C3b del complemento (aa: 749-1663);
Fragmento C3c del complemento (aa: 749-954);
Fragmento C3dg del complemento (aa: 955-
1303); Fragmento C3g del complemento (aa: 955-
1001); Fragmento C3d del complemento (aa:
1002-1303); fragmento C3f (aa:1304-1320)]

312

CO4_HUMAN

P01028

C4Ay C4B

1744

Precursor de C4 del complemento [Contiene:
Cadena beta de C4 del complemento (aa:20-675);
Cadena alfa de C4 del complemento (aa:680-
1446); anafilatoxina C4a (680-756); C4b (aa:757-
1446); Cadena gamma de C4 del complemento
(aa: 154-1744)1

313

CO5_HUMAN

P01031

C5

1676

Precursor de C5 del complemento [Contiene:
cadena beta de C5 del complemento (aa: 19-673);
Cadena alfa de C5 del complemento (aa:678-
1676); anafilatoxina Cb5a (aa: 678-751); cadena
alfa’ de C5 del complemento (aa: 752-1676)]

314

CO6 HUMAN

P13671

C6

934

Precursor del componente del complemento C6

315

CO7 HUMAN

P10643

C7

843

Precursor del componente del complemento C7

316
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Nombre de
Entrada

N° AC

Nombre
del Gen

Longitud de
aminoacidos

Descripcion

SEC ID N°

CO8A_HUMAN

P07357

C8A

584

Precursor de cadena alfa del componente del
complemento C8 (Subunidad alfa del componente
del complemento 8)

317

CO8B_HUMAN

P07358

C8B

591

Precursor de cadena beta del componente del
complemento C8 (Subunidad beta del
componente del complemento 8)

318

C0O8G_HUMAN

P07360

C8G

202

Precursor de cadena gamma del componente del
complemento C8

319

CO9_HUMAN

P02748

C9

559

Precursor del componente del complemento C9
[Contiene: Componente C9a del complemento
(aa:22-265);

Componente C9b del complemento (aa:266-559)]

320

CR1_HUMAN

P17927

CR1.C3BR

2039

Precursor de tipo 1 del receptor del complemento
(receptor C3b/C4b) (antigeno CD35)

321

CR2_HUMAN

P20023

CR2,
C3DR

1033

Precursor de tipo 2 del receptor de complemento
(Cr2) (Receptor de C3d del complemento)
(Receptor del virus de Epstein-Barr) (receptor de
EBV) (antigeno CD21)

322

DAF_HUMAN

P08174

DAF,
CD55, CR

381

Precursor del factor de aceleracion de la

degradacion del complemento (antigeno CD55)

323

IC1_HUMAN

P05155

SERPING
C1NH

500

Precursor del inhibidor de proteasa C1 plasmatica
(C1 Inh) (C1Inh)

324

MASP1_HUMA
N

P48740

MASP1,
CRARF,
CRARF1,
PRSS5

699

Componente de activacion del complemento del
precursor del factor reactivo con Ra (EC 3.4.21.-)
(serina proteasa p100 del factor reactivo con
Ra)(RaRF) (Lectina serina proteasa 1 de unién a
manano) (serina proteasa asociada con proteina
de wuniébn a manosa) (MASP-1) [Contiene:
Componente de activacion del complemento de
cadena pesada de factor reactivo con Ra (aa:20-
448); Componente de activacion del complemento
de cadena ligera de factor reactivo con Ra (aa:
449-699)]

325,326
(V1);
327,328
(V2);
329,330
(V3)

MASP2_HUMA
N

000187

MASP2

686

Precursor de serina proteasa 2 de lectina de union
a manano (EC 3.4.21.-) (serina proteasa 2
asociada a proteina de uniéon a manosa) (MASP-
2) (MBL-serina proteasa 2 asociada) [Contiene:
cadena A de serina proteasa 2 de lectina de unién
a manano (aa:16-444); Cadena 2B de serina
proteasa 2 de lectina de unién a manano (aa: 445-
686)]

331,332
(V1);
333,334
(V2)

MBL2_HUMAN

P11226

MBL2,
MBL

248

Precursor C de proteina de unién a Manosa
(MBP-C) (MBP1) (Proteina de unién a manano)
(Lectina de unién a manosa)

335

MCP_HUMAN

P15529

MCP

392

Precursor de proteina de cofactor de membrana
(antigeno CD46) (Antigeno comun de leucocitos
de trofoblasto) (TLX)

336

CFAB_HUMAN

P00751

BF

764

Precursor de factor B del complemento (C3/C5
convertasa) (Factor B de properdina) (beta
glicoproteina rica en glicina) (GBG) (PBF2)
[Contiene: Fragmento Ba del factor B del
complemento (aa:26-259); Fragmento Bb del
factor B del complemento (aa:260-764)]

337,338

CFAD_HUMAN

P00746

DF

253

Precursor del factor D del complemento (activador
de C3 convertasa) (Factor D de properdina)
(Adipsina)

339,340

CFAH_HUMAN

P08603

CFH, HF,
HF1

1231

Precursor del factor H del complemento (factor
1H)

341,342

PROP HUMAN

P27918

PFC

469

Precursor de properdina (Factor P)

343,344

FCN2_HUMAN

Q15485

FCN2

313

Ficolina-2 (proteina 2 que contiene domino de
colageno/fibrindgeno; ficolina B; lectina p35 de
suero; L-Ficolina

660
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Nombre de N° AC | Nombre | Longitud de Descripcion SEC ID N°
Entrada del Gen | aminoacidos
FCN1_HUMAN | 000602 FCNA1 326 Ficolina-1 (proteina 1 que contiene domino de 661
Ficolina fibrinbgeno/colageno; Ficolina A; M-Ficolina)
FCN3_HUMAN | 075636 FCN3 299 Ficolina-3 (proteina 3 que contiene dominio de 662

fibrinbgeno/colageno; lecitina 3 p35 que contiene
dominio de fibrinégeno/colageno; antigeno
Hakata; Factor-H)

2. Rutas de inicio del complemento

Las rutas del complemento son distintas ya que se basan en diferentes moléculas y mecanismos para su inicio, pero
las rutas son similares ya que convergen para generar el mismo conjunto de moléculas efectoras. El punto de
convergencia de las rutas C es la escision de C3 por la C3 convertasa (una enzima activadora de C3). La convertasa
es un nombre generalmente usado para una enzima del complemento que convierte una proteina del complemento
inactiva en una que es activa. Por ejemplo, la C3 convertasa convierte la C3 inactiva en C3a activa y C3b. Diferentes
complejos enzimaticos tienen actividad C3 convertasa. Por ejemplo, en la ruta clasica, C4b2b actia como una C3
convertasa, mientras que en la ruta alternativa, C3bBb es una C3 convertasa (véase la Tabla 4). La escisién de C3
genera C3b, que actia como una opsonina y como la principal molécula efectora del sistema del complemento para
reacciones del complemento posteriores, y C3a, que es un péptido mediador de la inflamacion. La adicion de C3b a
cada C3 convertasa forma una C5 convertasa para generar C5a y C5b. C5a, al igual que C3a, es un péptido
mediador de inflamacion. C5b media los sucesos “tardios” de la activacion del complemento iniciando la secuencia
de reacciones que culmina en la generacion del complejo de ataque a la membrana (CAM). Aunque las tres rutas
producen diferentes C3 y C5 convertasas, todas las rutas producen los productos de corte de C3 y C5 y forman el
CAM.
Tabla 4:

Cascadas del Complemento

Ruta Alternativa

Ruta Clasica

Ruta de la Lectina

Activadores

Moléculas en la superficie
del patégeno LPS, acido
teicoico, zimosan

IgM e IgG unidas a antigeno;
moléculas no inmunitarias

Patégenos mediante el
reconocimiento de
carbohidratos en la superficie

C3 convertasa C3bBb C4b2b C4b2b

C5 convertasa C3bBb3b C4b2b3b C4b2b3b
CAM C5678poly9 C5678poly9 C5678poly9

anafilatoxinas C3a, Cha C3a, C4a, C5a C3a, C4a, C5a

a. Ruta clasica

C1q es el primer componente de la ruta clasica del complemento. C1q es una proteina de unién dependiente de
calcio asociada con la familia de proteinas denominadas colectinas debido a una homologia estructural compartida
general (Malhotra R et al., Clin Exp Immunol. 1994, 97(2): 4-9; Holmskovetal. Immunol Today. 1994, 15(2): 67-74).
La lectina de unién a manosa (MBL, mannose binding lectin), el primer componente de la ruta de la lectina, también
es un miembro de la familia de las colectinas. Las colectinas se denominan asi porque contienen un dominio similar
al colageno y un dominio de lectina. La region amino-terminal similar al colageno de la estructura de la colectina
interacciona con receptores de la superficie celular y confiere a la proteina estabilidad estructural. Las regiones
carboxi-terminales de la estructura de las colectinas tienen una actividad lectina dependiente de calcio. EI dominio
de lectina media la interaccion de las colectinas con una amplia diversidad de patégenos debido al reconocimiento
de restos carbohidrato sobre la superficie de los patdgenos. Las colectinas, frecuentemente denominadas moléculas
de reconocimiento patréon, generalmente actian como opsoninas para dirigir a los patégenos a las células
inmunitarias para la fagocitosis. A diferencia de las colectinas convencionales, tales como la MBL, el dominio de
reconocimiento globular carboxi-terminal de C1q no tiene actividad lectina pero puede servir como una molécula de
reconocimiento patron “cargada” debido a diferencias caracteristicas en el potencial electroestatico de la superficie
de sus dominios globulares. (Gaboriaud et al. J. Biol. Chem., 2003, 278(47): 46974-46982).

C1q inicia la ruta clasica del complemento de dos modos diferentes. En primer lugar, la ruta clasica se activa por la
interaccion de C1q con complejos inmunitarios (es decir complejos antigeno-anticuerpo o anticuerpos IgG o IgM
agregados) relacionando de esta manera la respuesta inmunitaria humoral mediada por anticuerpos con la
activacion del complemento. Cuando la parte Fab (la region variable) de la IgM o de la IgG se une al antigeno, la
conformacion de la regiéon Fc (constante) se modifica, permitiendo que C1q se una. C1q debe unirse al menos con 2
regiones Fc para activarse, de esta manera para activar C1q se necesitan dos moléculas de IgG. La IgM en suero es
un pentamero de cinco moléculas de IgM con cinco regiones Fc, de esta manera la IgM activa el complemento de un
modo mas eficaz. Las IgA, IgE e IgD no se unen a C1q y no pueden activar el complemento. Sin embargo, C1q
también puede activar el complemento en ausencia de anticuerpos actuando de esta manera en la respuesta
inmunitaria innata o inmediata contra la infeccion. Ademas de mediante anticuerpos, la activacién del complemento
también se consigue mediante la interacciéon de C1q con moléculas no inmunitarias tales como polianiones
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(liposacaridos bacterianos, ADN y ARN), determinados polisacaridos pequefios, membranas virales, proteina C
reactiva (CRP), componente amiloide P sérico (SAP) y componentes de membrana de bacterias, hongos y virus.

C1q es parte del complejo C1 que contiene una sola molécula C1q unida a cada una de las dos moléculas de los
zimégenos C1ry C1s. La unién de mas de uno de los dominios globulares de C1q a una superficie diana (tal como
un anticuerpo agregado o un patdégeno), produce un cambio conformacional en el complejo (C1r:C1s), que da como
resultado la activacion de la proteasa C1r para escindir C1s para generar una serina proteasa activa. El C1s activo
escinde posteriormente los componentes del complemento C4 y C2 para generar C4b y C2b, que juntos forman la
C3 convertasa de la ruta clasica. La C3 convertasa escinde C3 en C3b, que se une covalentemente a la superficie
del patégeno y actia como una opsonina y C3a, que estimula la inflamacion. Algunas moléculas C3b asociadas con
complejos C4b2b producen C4b2b3b que es la cascada clasica de la C5 convertasa. La Tabla 5 resume las
proteinas implicadas en la ruta clasica del complemento.

Tabla 5:
Proteinas de la Ruta Clasica
Componente Nativo Forma Funcién de la Forma Activa
Activa
C1(C1q:(C1r:C1s)y) C1q Se une directamente a las superficies de patdgenos e indirectamente
a anticuerpos unidos a patégenos
Cir Escinde C1s en una proteasa activa
Ci1s Escinde C4y C2
C4 C4b Se une a patégenos y actla como una opsonina; se une a C2 para
escindir mediante C1s
Cda Mediador peptidico de inflamacién
C2 C2b Enzima activa de la ruta clasica C3/C5 convertasa; escinde C3 y C5
C2a Precursor de C2 quinina vasoactiva
C3 C3b Se una a las superficies de patdgenos y actua como una opsonina;
inicia la amplificacion mediante la ruta alternativa; se une a C5 para
escindir mediante C2b
C3a Mediador peptidico de inflamacién

b. Ruta alternativa

La ruta alternativa se inicia por patdégenos extrafios en ausencia de anticuerpos. En su lugar, la iniciacion del
complemento mediante la ruta alternativa se produce a través de la hidrélisis espontanea de C3 en C3b. Una
pequefia cantidad de C3b siempre esta presente en los fluidos corporales, debido a la actividad proteasa en el suero
y en los tejidos. Las propias células hospedadoras normalmente contienen altos niveles de acido silicico en las
membranas que si se unen inactivan C3b, pero las bacterias contienen bajos niveles de acido sialico externo y por lo
tanto se unen a C3b sin inactivarlo. En la superficie de los patégenos, el zimégeno de proteasa, el Factor B,
reconoce a C3b. El Factor D se escinde al Factor B. El Factor D es la Unica proteasa de activacion del sistema C
que circula como una enzima activa en lugar de como un zimoégeno, pero dado que el Factor B es el Unico sustrato
para el Factor D en presencia de bajos niveles de una proteasa activa en suero normal, es generalmente inocuo
para el hospedador. La escisién del Factor B por el Factor D produce el producto activo Bb que puede asociarse con
C3b para formar C3bBb, la C3 convertasa de la ruta alternativa. De manera similar a la ruta clasica, la C3
convertasa produce mas C3b y C3a a partir de C3. C3b se une covalentemente a la superficie del patdgeno y actua
como una opsonina, mientras que C3a estimula la inflamacion. Algun C3b se une al complejo para formar C3bBb3b,
la ruta alternativa C5 convertasa. C3bBb3b se estabiliza por la proteina plasmatica properdina o el Factor P que se
une a las superficies microbianas y estabiliza la convertasa. La Tabla 6 resume las proteinas implicadas en la ruta
alternativa del complemento.

Tabla 6:
Proteinas de la Ruta Alternativa
Componente Nativo | Forma Activa Funcién de la Forma Activa
C3 C3b Se une a la superficie de patdgenos, se une el Factor B para
escindirse por el Factor D
Factor B Ba Pequerio fragmento del Factor B, funciéon desconocida
Bb Enzima activa de la C3 convertasa y C5 convertasa
Factor D D Serina proteasa plasmatica, escinde el Factor B cuando esta unido a
C3baBayaBb
Factor P P Proteinas plasmaticas con afinidad por C3bBb convertasa en células
(properdina) bacterianas; estabiliza la convertasa

35



10

15

20

25

30

35

40

ES 2611 608 T3

c. Lectina

La ruta de la lectina (denominada también ruta de la MBL) comienza después del reconocimiento y unién de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP; es decir restos de carbohidratos) por proteinas de lectina. Los
ejemplos de proteinas de lectina que activan la ruta de la lectina del complemento incluyen la lectina de unién a
manosa (MBL, Mannose Binding Lectin) y ficolinas (es decir, L-ficolina, M-ficolina y H-ficolina). Como se ha
mencionado anteriormente, la MBL es un miembro de la familia de proteinas de las colectinas y por lo tanto existe
como un oligbmero de subunidades compuesto de cadenas polipeptidicas idénticas conteniendo cada una de ellas
un dominio rico en cisteina, similar a colageno, un cuello y un dominio de lectina o reconocimiento de carbohidratos.
La MBL actia como una molécula de reconocimiento patron que reconoce restos de carbohidrato, particularmente
azucares neutros, tales como manosa o N-acetilglucosamina (GIcNAc), en la superficie de patdgenos mediante su
dominio de lectina globular de una manera dependiente de calcio. Ademas de un papel en el sistema del
complemento, la MBL también actia como una opsonina para facilitar la fagocitosis de patdgenos bacterianos,
virales y fungicos mediante células fagociticas. Ademas, otros iniciadores de la ruta de la lectina incluyen las
ficolinas, incluyendo la L-ficolina, M-ficolina y H-ficolina (véase, por ejemplo, Liu et al. (2005) J Immunol., 175: 3150-
6). De manera similar a la MBL, las ficolinas reconocen restos de carbohidrato tales como, por ejemplo, N-
acetilglucosamina y estructuras de manosa.

La activacion de la ruta alternativa mediante la MBL o las ficolinas es analoga a la activacion de la ruta clasica
mediante C1q por la cual una sola molécula de lectina interacciona con dos zimégenos de proteasa. En el caso de
las proteinas de lectina, los zimdgenos son serina proteasas asociadas a MBL, MASP-1 y MASP-2, que son
estrechamente homologos a los zimégenos C1r y C1s de la ruta clasica. Después de que una proteina de lectina
reconozca a un PAMP, tal como, por ejemplo, mediante la unién a la superficie del patégeno, MASP-1 y MASP-2 se
activan para escindir C4 y C2 para formar la C3 convertasa de la cascada de la MBL. Después, C3b se une al
complejo para formar la C5 convertasa de la cascada de la MBL. La activacion MASP esta implicada no solo en
respuestas contra microorganismos, sino en cualquier respuesta que implique la exposicion de azlcares neutros,
incluyendo, pero sin limitacion, dafio tisular, tal como el observado en trasplantes de érganos. Del mismo modo que
la cascada alterativa, la cascada de la MBL se activa de manera independiente de anticuerpos; del mismo modo que
la cascada clasica, la cascada de la MBL utiliza C4 y C2 para formar la C3 convertasa. La Tabla 7 resume las
proteinas implicadas en la ruta del complemento de la lectina.

Tabla 7:
Proteinas de la Ruta de la Lectina
Componente Forma Activa Funcién de la Forma Activa
Nativo
MBL MBL Reconoce los PAMP, tal como en la superficie de

patégenos (por ejemplo mediante reconocimiento de
carbohidratos)

Ficolinas L-Ficolina; M-Ficolina o H-Ficolina Reconoce los PAMP, tal como en la superficie de
patégenos (por ejemplo mediante reconocimiento de
carbohidratos)

MASP-1 MASP-1 Escinde C4y C2

MASP-2 MASP-2 Escinde C4y C2

3. Funciones efectoras mediadas por el complemento

Independientemente de la ruta de inicio que se utilice, el resultado final es la formacién de fragmentos activados de
las proteinas del complemento (por ejemplo, las anafilatoxinas C3a, C4a y Cb5a y los complejos de ataque a
membrana C5b-9). Estos fragmentos median diversas funciones, incluyendo la quimiotaxis leucocitaria, la activacion
de macrdéfagos, la permeabilidad vascular y la lisis celular (Frank, M. y Fries, L Complement. In Paul, W. (ed.)
Fundamental Immunology, Raven Press, 1989). En la Tabla 8 se indica un resumen de algunas funciones efectoras
de los productos del complemento.

Tabla 8: Moléculas Efectoras del Complemento y Funciones

Producto Actividad
C2b (proquinina) acumulacién de fluido corporal
C3a (anafilatoxina) desgranulacién de basdéfilos y mastocitos; aumento de

permeabilidad vascular; contraccion de la musculatura lisa;
induccién de células T supresoras
C3b y sus productos opsonizacion; Activacion de fagocitos
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Producto Actividad

C4a (anafilatoxina) activacion de basdfilos y mastocitos; contraccion de la musculatura
lisa; aumento de permeabilidad vascular

C4b opsonizacion

Cbha (anafilatoxina; factor quimiotactico) |activacion de basofilos y mastocitos; aumento de permeabilidad
vascular; contraccion de la musculatura lisa; quimiotaxis; agregacion
de neutrdfilos; estimulacion del metabolismo oxidativo; estimulacion
de la liberacién de leucotrienos; induccion de células T auxiliares

C5b67 quimiotaxis; adhesion a otras membranas celulares y lisis de las
células testigo (bystander)

C5b6789 (C5b-9) lisis de células diana

a. Lisis mediada por el complemento: Complejo de Ataque a la Membrana

La etapa final de la cascada del complemento de las tres rutas es la formacion del complejo de ataque a la
membrana (CAM) (Figura 1). C5 puede escindirse por cualquier C5 convertasa en C5a y C5b. C5b se combina con
C6 y C7 en solucion, y el complejo C5b67 se asocia con la membrana lipidica del patégeno mediante sitios
hidréfobos en C7. C8 y diversas moléculas de C9, que también tienen sitios hidréfobos, se unen para formar el
complejo de ataque a la membrana, denominado también C5b6789 o C5b-9. C5b-9 forma un poro en la membrana a
través del cual pueden pasar agua y solutos, dando como resultado la lisis osmética y la muerte celular. Si el
complemento se activa sobre un antigeno sin una membrana lipidica a la cual C5b67 puede atacar, el complejo
C5b67 puede unirse a células vecinas e iniciar la lisis de las células testigo (bystander). Un solo CAM puede producir
la lisis de un eritrocito, aunque a menos que haya CAM multiples las células nucleadas pueden endocitosar al CAM y
reparar los dafios. Las bacterias Gram negativas, con su membrana externa expuesta y los virus con envoltura, son
generalmente susceptibles a la lisis mediada por el complemento. Menos susceptibles son las bacterias Gram
positivas, cuya membrana plasmatica esta protegida por su espesa capa de péptidoglucano, las bacterias con una
capsula o una capa gelatinosa alrededor de su pared celular, o virus que no tienen envoltura lipidica. Del mismo
modo, antes de la insercién en la membrana, el CAM puede alterarse por proteinas que se unen al complemento,
tales como el inhibidor estreptococico del complemento (SIC) y la clusterina. Tipicamente, el CAM ayuda a destruir
bacterias Gram negativas asi como antigenos extrafios presentadores den células humanas (células infectadas por
virus, células tumorales, etc.) produciendo su lisis y también dafiando la envoltura de los virus con envoltura.

b. Inflamacion

La inflamacion es un proceso en el que los vasos sanguineos se dilatan y se hacen mas permeables, posibilitando
asi que las células defensoras y los productos quimicos defensores del organismo abandonen la sangre y entren en
los tejidos. La activacion del complemento da como resultado la formacion de diversos mediadores proinflamatorios
tales como C3a, C4a y Cba. Las anafilatoxinas intactas en suero o en plasma se convierten rapidamente en las
formas C3a-desArg, C4a-desArg o C5a-desArg mas estables, menos activas, mediante la carboxipeptidasa N. C3a,
C4ay C5a, y en menor grado sus derivados desArg, son fuertes polipéptidos bioactivos, denominados anafilatoxinas
debido a su actividad inflamatoria. Las anafilatoxinas se unen a receptores en diversos tipos de células para
estimular la contraccion de la musculatura lisa, aumentar la permeabilidad vascular y activar a los mastocitos para
liberar mediadores inflamatorios. Entre las tres anafilatoxinas, la mas fuerte es la C5a. La C5a actua principalmente
sobre los leucocitos y en particular sobre neutréfilos. La C5a estimula la adherencia de leucocitos a las paredes de
los vasos sanguineos en el sitio de infeccion estimulando el aumento de la expresién de moléculas de adhesion, de
tal manera que los leucocitos puedan salir de los vasos sanguineos e introducirse en los tejidos, un proceso
denominado diapédesis. La C5a también estimula a los neutréfilos para producir especies reactivas de oxigeno para
la destruccion celular, enzimas proteoliticas y leucotrienos. Ademas, la C5a también puede amplificar indirectamente
los procesos inflamatorios, induciendo la produccion de quimiocinas, citocinas y otros mediadores proinflamatorios.
La C5a también interacciona con mastocitos para liberar vasodilatadores tales como histamina de tal manera que los
vasos sanguineos se hacen mas permeables. La C3a también interacciona con leucocitos, con efectos principales
en eosinodfilos sugiriendo una funcién de la C3a en la inflamacién alérgica. La C3a induce la contraccion de la
musculatura lisa, potencia la permeabilidad vascular y produce la desgranulacion de basdfilos y liberacion de
histamina y otras sustancias vasoactivas. La C2a puede convertirse a C2 quinina, que regula la presion sanguinea
haciendo que los vasos sanguineos se dilaten.

Aunque técnicamente no se considera como una anafilatoxina, el iC3b, un derivado inactivo de C3b, actia
induciendo la adhesién de leucocitos en el endotelio vascular e induce la produccion de la citocina proinflamatoria IL-
1 mediante la union a sus receptores de integrina en la superficie celular. C5b-9 también estimula indirectamente la
adhesion, activacion y quimiotaxis de leucocitos induciendo la expresion de moléculas de adhesion celular tales
como E-selectina, e induciendo la secrecion de la interleucina-8 (Bhole et al. (2003) Crit Care Med 31(1): 97-104).
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C5b-9 también estimula la liberacién de mediadores secundarios que contribuyen a la inflamacion, tales como, por
ejemplo, prostaglandina E,, leucotrieno B4 y tromboxano.

La conversion de los componentes del complemento humano C3 y C5 para producir sus respectivos productos de
anafilatoxinas se ha implicado en determinados estados patolégicos de origen natural que incluyen: enfermedades
autoinmunitarias tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, tumores malignos, infarto de miocardio,
retinopatia de Purtscher, septicemia y sindrome de distrés respiratorio en adultos. Ademas, se han detectado niveles
aumentados de C3a y Cba en la circulacién en determinadas afecciones asociadas con la activacion del
complemento iatrogénica tales como: cirugia de derivacion (bypass) cardiopulmonar, dialisis renal y leucoforesis en
fibra de nylon. Los niveles elevados de anfilatoxina C4a se asocian con los trastornos autoinmunitarios mencionados
anteriormente.

c. Quimiotaxis

La quimiotaxis es un proceso mediante el cual las células se dirigen para migrar en respuesta a productos quimicos
en su entorno. En la respuesta inmunitaria, diversas quimiocinas dirigen el movimiento de las células, tales como
células fagociticas, a sitios de infeccion. Por ejemplo, C5a es el principal factor quimiotactico para neutréfilos en
circulacién, pero también puede inducir la quimiotaxis de monocitos. Los fagocitos se moveran hacia mayores
concentraciones de C5a y posteriormente se uniran, mediante sus receptores CR1, a las moléculas C3b unidas al
antigeno. El efecto quimiotactico de Cb5a, observado con basofilos, eosindfilos, neutréfilos y fagocitos
mononucleares, es activo a concentraciones tan bajas como 10-""Mm.

d. Opsonizacion

Una importante accion del complemento es facilitar la captacion y destruccion de patégenos mediante células
fagociticas. Esto se produce mediante un proceso denominado opsonizacion mediante el cual los componentes del
complemento se unen a bacterias diana que interaccionan con receptores del complemento sobre la superficie de
células fagociticas tales como neutrofilos o macréfagos. En este caso, las moléculas efectoras del complemento se
denominan opsoninas. La opsonizacion de patdgenos es una funcion principal de C3b y C4b. iC3b también actua
como una opsonina. C3a y C5a aumentan la expresion de los receptores de C3b sobre los fagocitos y aumentan su
actividad metabdlica.

C3b y, en menor medida, C4b ayudan a eliminar del organismo los complejos inmunitarios dafiinos. C3b y C4b se
unen a los complejos inmunitarios en receptores CR1 sobre eritrocitos. Después, los eritrocitos liberan los complejos
para fijarse a macréfagos para la destruccion dentro del bazo e higado. Los complejos inmunitarios pueden conducir
a una hipersensibilidad perjudicial de Tipo Ill.

e. Activacion de la respuesta inmunitaria humoral

La activacion de las células B requiere el ligamiento del receptor de células B (BCR) por antigeno. Sin embargo, se
ha observado que el complemento desempefia una funcién disminuyendo hasta 1000 veces el umbral de las
respuestas de las células B frente al antigeno. Esto ocurre por la unién de C3d o C3dg, productos del complemento
generados a partir de los fragmentos de degradacion de C3, a receptores CR2 en linfocitos B que pueden co-ligarse
con el BCR. El co-ligamiento se produce cuando particulas antigénicas, tales como, por ejemplo, complejos
inmunitarios, opsonizados con C3d se unen al receptor CR2 mediante C3d asi como al antigeno a través del BCR.
El co-ligamiento de complejos antigénicos también puede producirse cuando C3b se une a antigenos que potencian
su captacion mediante células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas, que después pueden
presentar el antigeno a células B para potenciar la respuesta a anticuerpos. Ratones deficientes de CR2 presentan
defectos en la funcion de las células B que producen niveles reducidos de anticuerpos naturales y respuestas
inmunitarias humorales alteradas.

4. Receptores del complemento

El reconocimiento de moléculas efectoras del complemento por células para la iniciacién de funciones efectoras
tales como quimiotaxis y opsonizacion esta mediado por un diverso grupo de receptores del complemento. Los
receptores del complemento se distribuyen sobre una amplia diversidad de tipos de células incluyendo eritrocitos,
macrofagos, células B, neutréfilos y mastocitos. Tras la union al receptor de un componente del complemento, los
receptores inician una cascada de sefalizacion intracelular produciendo respuestas celulares tales como
estimulacion de fagocitosis de bacterias y secrecion de moléculas inflamatorias de la célula. Por ejemplo, los
receptores del complemento CR1 y CR2 que reconocen C3b, C4b, y sus productos son importantes para estimular
la quimiotaxis. CR3 (CD11 b/CD18) y CR4 (CD11c/CD18) son integrinas que son importantes también en las
respuestas fagociticas pero también desempefian una funcién en la adhesién y migracion de leucocitos en respuesta
a iC3b. Los receptores de C5a y C3a son receptores acoplados a proteina G que desempefian una funcion en
muchas de las funciones mediadas por efectos pro-inflamatorios de las anafilatoxinas C5a y C3a. Por ejemplo, los
receptores de C3a, C3aR, existen solo en mastocitos, eosindfilos, neutrofilos, basdfilos y monocitos y estan
directamente implicados en los efectos proinflamatorios de C3a.
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5. Regulacion del complemento

Aunque el sistema del complemento es beneficioso para el hospedador protegiéndole contra patégenos extrafos, la
produccion de mediadores inflamatorios puede ser téxica y nociva dando lugar a una amplia diversidad de
patologias inflamatorias como se indica mas adelante. Del mismo modo, aunque la mayoria de las proteasas activas
del sistema del complemento son zimdégenos que solo se activan localmente tras la escision, casi todos los
componentes del complemento se activan espontaneamente a bajas tasas en suero y por tanto es preciso minimizar
su actividad. Por consiguiente, se han identificado proteinas reguladoras del sistema del complemento. Sus
funciones principales son regular la actividad de las moléculas activadoras del complemento para prevenir una
excesiva activacion del complemento y la destruccion autolitica de los tejidos del hospedador. Estos reguladores del
complemento son proteinas solubles en plasma o proteinas integrales de membrana expresadas en diversos tipos
de células. Esto ultimo incluye la proteina de union a C4b (C4bp, binding protein C4) y el Factor H. Esto ultimo
incluye el receptor C3b/C4b (Receptor 1 del complemento, CR1, CD35), la proteina cofactor de membrana (MCP,
Membrane Cofactor Protein, CD46), y el factor acelerador de la descomposicion (DAF, Decay Accelerating Factor,
CD55). Estas proteinas poseen muchas similitudes estructurales. Cada una de ellas estd compuesta por multiples
repeticiones consenso cortas (SCR, Short Consensus Repeats) de aproximadamente 60 aminoacidos de longitud
con restos de cisteina, glicina y prolina conservados. Los genes que codifican estas proteinas se han localizado en
el cromosoma 1 y se conocen globalmente como reguladores del grupo de los genes de la activacion del
complemento (RCA, Regulators for Complement Activation) (Hourcade et al. (1989) Adv. Immunol. 45: 381).

El inhibidor de C1 (C1INH) es un inhibidor de serina proteinasa o serpina que disocia C1r y C1s activados de C1q,
limitando el tiempo de actividad del complejo. C1INH también bloquea la activacion espontanea de C1 por proteasas
plasmaticas. Un déficit de C1INH se asociada con edema espontaneo grave (inflamacion) denominado Edema
Angioneurdtico. Diversas proteinas inhibidoras disocian las C3 y C5 convertasas y promueven la degradacion de
C4b y C3b por el Factor |, una proteasa plasmatica. El Factor | circula en una forma activa pero solo puede escindir
C3b y C4b cuando estan unidos a una proteina cofactora. El Factor | escinde C3b dando lugar a la produccion de
iC3b, C3c, C3d, C3f y C3dg inactivando asi permanentemente C3b, aunque los productos de degradacion pueden
actuar como moléculas efectoras, ya que, por ejemplo, iC3b actia como una opsonina. C4b se inactiva después de
la escision en C4c y C4d. Las proteinas inhibidoras que actian como cofactores para el Factor | incluyen las
proteinas plasmaticas de la proteina de unién a C4 que disocian la C3 convertasa clasica y el Factor H que disocia
la C3 convertasa alternativa y proteinas de membrana del Receptor 1 del Complemento (CR1), el Factor Acelerador
de la Descomposicion (DAF) y Proteina Cofactora de Membrana (MCP) que inhiben la actividad de ambas rutas. Los
Cofactores para el Factor | regulan su actividad. Por ejemplo, las células humanas producen el Factor H que se une
a C3b y permiten que el Factor | inactive a C3b. Por otro lado, sustancias tales como LPS en células bacterianas,
que de otra manera no expresan cofactores de Factor I, facilitan la unién del Factor B a C3b y esto protege a C3b de
la inactivacion por el Factor I.

Otras proteinas de membrana y plasmaticas bloquean la formacién del CAM en células hospedadoras impidiendo la
insercién inapropiada del CAM en las membranas. Diversas proteinas plasmaticas, tales como la proteina soluble
C8p, se une al complejo C5b67 e inhibe su insercion en la membrana celular. Las membranas de las células
hospedadoras también contienen una proteina unidad a la membrana denominada HRF (CD59, protectina) que
inhibe la unién de C9 a C5b678 para impedir la formacion del complejo de ataque a la membrana en células
autdlogas o alogénicas.

Factor |

El Factor | (fl) es una de las diversas serina proteasas (incluyendo también el factor D, la serina proteasa-2 asociada
a la MBL (MASP), C1s, Ci1r, factor B y C2) del sistema del complemento que desempefia una funcion en la
generacion y amplificacion de las reacciones de la cascada del complemento. Todas las serina proteasas del
complemento comparten homologia de dominio con la familia de las tripsinas y comparten algunos de los atributos
estructurales que determinan la especificidad por el sustrato. El extremo C del Factor | esta constituido por una
cadena ligera de serina proteasa de tipo tripsina que, basandose en la homologia con otras serina proteasas,
contiene los restos que forman la triada catalitica His-Asp-Ser. Adicionalmente, estan Eresentes restos que definen
el bolsillo de especificidad (D) y el sitio de unidn a sustrato prolongado S°¥', W*#® y G°* (basandose en la
numeracion de la proteina madura en ausencia del péptido de sefial, véase por ejemplo Tsiftsoglou et al., (2005)
Biochemistry 44: 6239).

El Factor | desempefia una funcidon en la modulaciéon de la activacion del complemento escindiendo C3b y C4b,
componentes de la C3 convertasa en las rutas clasica, alternativa y de la lectina inactivando asi las rutas. La
escision de los sustratos de fl, C3b y C4b, requiere un cambio conformacional en los sustratos producido por la
formacién de un enlace tioéster. Por ejemplo, la activacion proteolitica de C3 a C3b por convertasa da como
resultado un cambio conformacional de la forma latente a la forma C3b que conduce a la reaccién de un tioéster
intramolecular con nucledfilos, tales como agua, dando lugar de esta manera a C3b susceptible de escision por fl
(Ogata et al., (1998) J Immunol 161: 4785). La reaccion del tioéster con agua puede producirse en ausencia de
escision convertasa, dando una forma inactiva hidrolizada de C3 y C4 denominada iC3 e iC4. Por ejemplo, la
especie iC3 es un mimético de C3b; iC3 es sensible a escision por fl y puede sustituirse por C3b en las C3 y C5
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convertasas. Generalmente, la escision de los sustratos C3b y C4b por el Factor | requiere la formacion de un
complejo ternario con una proteina cofactor, tal como factor H o proteina de unién a C4 y MCP. Sin embargo, la
escision de sustratos sintéticos por el Factor I, no requiere la presencia de cofactores (Tsiftsoglou et al., (2004) J
Immunol 173: 367-375). La escision por fl esta limitada a la escision de enlaces arginilo en el sustrato. Los sitios de
escision de fl en C3 son LPSR (SEC ID N° 388) y SLLR (SEC ID N° 389) y un sitio de escision en C4 es HRGR
(SEC ID Ne: 390).

6. Enfermedades y trastornos mediados por el complemento

Debido a la funcion principal del sistema del complemento en la etiologia de las enfermedades y trastornos, el
sistema puede servir como un punto de intervencion terapéutica en dichas enfermedades y trastornos. Las
proteasas proporcionadas en el presente documento dirigen este sistema y permiten su modulacién.

El experto en la materia entiende la funcién del sistema del complemento en los procesos de enfermedades y es
consciente de la existencia de una variedad de dichas enfermedades. Lo que se indica a continuaciéon es una
descripcion de enfermedades ejemplares y la funcion del sistema del complemento en su etiologia y patologia. La
modulacién del sistema del complemento mediante las proteasas proporcionadas en el presente documento pueden
servir para tratar dichas enfermedades. Las enfermedades pueden implicar la activacion o la inhibicion del
complemento.

a. Enfermedades mediadas por la activaciéon del complemento

La cascada del complemento es una espada de doble filo, ya que protege contra la invasion bacteriana y viral
promoviendo la fagocitosis y la inflamacién. Por el contrario, incluso cuando el complemento funciona normalmente,
este puede contribuir al desarrollo de enfermedades promoviendo inflamacion local y dafios a tejidos. Por tanto, los
efectos patoldgicos estan mediados por los mismos mediadores que son responsables de las funciones protectoras
del complemento. Por ejemplo, el péptido anafilactico y quimiotactico C5a incita la inflamacién reclutando y
activando neutrdfilos, C3a puede producir activacion patoldgica de otros fagocitos y el complejo de ataque a la
membrana puede destruir o dafiar a las células. En un ejemplo, tal como en muchas enfermedades autoinmunitarias,
el complemento produce dafios en tejidos debido a que esta activado en circunstancias inapropiadas tal como
mediante anticuerpos contra tejidos del hospedador. En otras situaciones, el complemento puede activarse
normalmente, tal como por septicemia, pero aun contribuye al avance de la enfermedad, tal como en el sindrome de
distrés respiratorio. Patolégicamente, si no se controla adecuadamente, el complemento puede producir dafios
sustanciales en vasos sanguineos (vasculitis), en la membrana basal renal y en células endoteliales y epiteliales
unidas (nefritis), en la membrana sinovial articular (artritis) y en eritrocitos (hemolisis).

El complemento tiene una funciéon en la inmunopatogénesis de diversos trastornos incluyendo enfermedades
autoinmunes tales como artritis reumatoide (véase, por ejemplo Wang et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:
8955-8959; Moxley et al. (1987) Arthritis & Rheumatism 30: 1097-1104), lupus eritematoso (Wang et al. (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 8563-8568; y Buyon et al. (1992) Arthritis Rheum. 35: 1028-1037) y glomerulonefritis
aguda (Couser et al. (1995) JAm Soc Nephrol. 5: 1888-1894). Otras patologias que implican la activacion del
sistema del complemento incluyen septicemia (véase, por ejemplo, Stoveetal. (1996) Clin Diag Lab Immunol 3: 175-
183; Hack et al.(1989) Am. J. Med. 86: 20-26), sindrome de distrés respiratorio (véase, por ejemplo, Zilow et al.
(1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 151-157; y Stevens et al. (1986) J. Clin. Invest. 77: 1812-1816), disfuncion
multiorganica (véase, por ejemplo, Hecke et al. (1997) Shock 7: 74; y Heideman et al. (1984) J. Trauma 24: 25 1038-
1043) y lesion de isquemia-reperfusion tal como ocurre en las enfermedades cardiovasculares tales como ictus o
infarto de miocardio (Austen WG et al. (2003) Int J Immunopathol Pharm 16(1): 1-8). Mas adelante se describen
algunos ejemplos ilustrativos de enfermedades mediadas por el complemento.

i. Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una dolencia inflamatoria cronica. Es una enfermedad autoinmunitaria en la cual el
sistema inmunitario ataca a los componentes tisulares normales como si fuesen patégenos invasores. La inflamacion
asociada con la artritis reumatoide ataca principalmente a los revestimientos de las articulaciones. Las membranas
que revisten los vasos sanguineos, corazon y pulmones también pueden inflamarse. La AR se caracteriza por
células B y activadas y células en plasma que estan presentes en la membrana sinovial inflamada, y en foliculos
linfoides y centros germinales de enfermedades establecidas. Esto da como resultado altos niveles de produccion de
inmunoglobulina local y la deposicion de complejos inmunitarios que pueden incluir factores reumatoides de IgG e
IgM, en la membrana sinovial y en asociacién con cartilago articular que pueden servir como iniciadores de la
cascada del complemento. Se han encontrado niveles elevados de componentes del complemento, tales como C3a,
Cb5a y C5b-9 dentro de las articulaciones reumatoides inflamadas. Estos componentes del complemento pueden
agravar la inflamacién asociada con la AR induciendo diversas actividades proinflamatorias tales como, por ejemplo,
alteraciones en la permeabilidad vascular, quimiotaxis leucocitaria y la activacion y lisis de tipos de células multiples.

ii. Septicemia
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La septicemia es una enfermedad producida por una infeccidon grave, tal como una infeccién bacteriana, que
conduce a una respuesta inflamatoria sistémica. Normalmente, al componente de la pared celular bacteriana, el
lipopolisacarido, se le asocia con la septicemia, aunque otras infecciones bacterianas, virales y fungicas pueden
estimular sintomas septicémicos. El choque séptico se produce con frecuencia si el sistema inmunitario natural del
organismo no es capaz de defenderse contra un microorganismo invasor tal como, por ejemplo, si las consecuencias
proinflamatorias de la respuesta inmunitaria estan dafiando a los tejidos del hospedador. Las etapas tempranas de la
septicemia se caracterizan por una excesiva activaciéon del complemento dando como resultado una produccién
aumentada de anafilotoxinas del complemento, tales como C3a, C4a y C5a que actian aumentando la
permeabilidad vascular, estimulando la produccién de superoxidos a partir de neutrofilos y estimulando la liberacion
de histamina. Las acciones de C5a pueden contribuir a una respuesta inmunitaria productiva frente a una infeccién
bacteriana, pero sino se regula, C5a también puede dafar gravemente. En un modelo de inflamacién inducido en E.
coli, el bloqueo de C5a mejoro el resultado de animales septicémicos limitando la activacion de neutréfilos mediada
por C5a que puede conducir a una lesion tisular mediada por neutrdfilos.

La disfunciéon continuada de la respuesta inmunitaria innata contra una infeccién bacteriana a menudo conduce a
septicemia crénica o choque séptico que puede ser letal para la vida. En la etapa tardia de la septicemia, es la
actividad “latente” de los neutrdfilos, en oposicion a la hiperactividad que se produce en las fases tempranas, lo que
contribuye a la enfermedad permanente En la fase tardia, se reducen las funciones principales de los neutrdfilos,
incluyendo la quimiotaxis, la actividad de la explosion respiratoria y la capacidad para destruir bacterianas.

El complemento, y en particular C5a, también desempefia una funcion en las fases tardias de la septicemia. La
produccion excesiva de C5a durante la septicemia se asocia con la “desactivacion” de neutrdfilos en sangre, un
proceso que se ha relacionado con una regulacién por disminucion inducida por C5a de su propio receptor, C5aR,
en neutrdfilos (Guo et al. (2003) FASEB J 13: 1889). Los niveles reducidos de C5aR en neutrdéfilos se correlacionan
con una capacidad disminuida de los neutréfilos en sangre de unirse a C5a, respuestas quimiotacticas alteradas,
una pérdida de producciones de superdxido y una actividad bactericida alterada. Sin embargo, en las etapas tardias
de la septicemia los niveles de C5aR pueden comenzar a “recuperarse” y se correlacionan con ejemplos de
resultados de enfermedades beneficiosos.

iii. Esclerosis multiple

La esclerosis multiple (EM) y su modelo animal, la encefalomielitis alérgica experimental (EAE), son enfermedades
desmielinizantes inflamatorias del sistema nervioso central (SNC), En la EM, la inflamacion del tejido nervioso
produce la pérdida de mielina, un material graso que actda como un tipo de aislamiento protector para las fibras
nerviosas en el cerebro y en la médula espinal. Esta desmielinizacion deja multiples areas del tejido cicatricial
(esclerosis) a lo largo del revestimiento de las células nerviosas, que altera la capacidad de los nervios para conducir
impulsos eléctricos a y desde el cerebro, produciendo los diversos sintomas de la EM. La EM esta mediada por la
activacion de linfocitos, macréfagos/microglia y sistema del complemento La activacion del complemento puede
contribuir a la patogénesis de estas enfermedades a través de su doble funcién: la capacidad de complejos
terminales activados C5b-9 para promover la desmielinizacion y la capacidad sublitica de C5b-9 para proteger a los
oligodendrocitos (OLG) de la apéptosis.

iv. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por ovillos (filamentos helicoidales emparejados anémalos de la
proteina tau, que normalmente se unen a microtibulos) y placas (depositos extracelulares compuestos
principalmente por la proteina beta-amiloidea) dentro del cerebro. No obstante, no esta del todo claro cual es la
causa exacta de la EA, la neuroinflamacién crénica en las regiones afectadas de cerebros con EA sugieren que
mediadores proinflamatorios pueden desempefiar una funcion. Los ovillos y placas dentro de un cerebro con EA se
depositan con fragmentos del complemento activados tales como, por ejemplo, C4d y C3d. Del mismo modo,
neuritas distréficas en el cerebro con EA pueden inmunotefirse para detectar el CAM, indicando ataque
autocatalitico de estas neuritas y pérdida neuritica simultanea en EA. La activacion del complemento en la EA se
produce por un mecanismo independiente de anticuerpos inducido por la proteina beta-amiloidea agregada.
Adicionalmente, la cascada del complemento puede activarse por pentraxinas, proteina C reactiva (CRP) y amiloide
P (AP) todos regulados por aumento en la EA (McGeer et al., (2002) Trends Mol Med 8: 519). La activacion del
complemento en la EA, caracterizada por un aumento en mediadores del complemento, no se controla
adecuadamente mediante una regulacion por aumento compensatoria de proteinas reguladoras del complemento,
tal como, por ejemplo, CD59. Por lo tanto, las consecuencias proinflamatorias de la activaciéon de complemento
agrava el avance de la EA y posiblemente contribuye a la destruccién de neuritas.

v. Lesiéon de isquemia-reperfusion
La lesidon de isquemia-reperfusion es la lesion prolongada después de un suceso isquémico y posterior
restablecimiento del flujo sanguineo y se produce debido a la respuesta inflamatoria frente a una agresion hipodxica.

La lesion de isquemia-reperfusion puede ser aguda como ocurre durante los procedimientos de cirugia cardiaca,
tales como, por ejemplo, después de una cirugia de corazén o angioplastia, o insuficiencia cardiaca congestiva o
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cronica o enfermedad cardiovascular oclusiva. Los ejemplos de lesiones que pueden producir lesién de isquemia-
reperfusion incluyen infarto de miocardio (IM) e ictus. Posiblemente el inicio de una respuesta inflamatoria esta
producido por el aumento en los niveles de oxigeno en los tejidos que se producen con la reperfusion y la
acumulacién simultanea de metabolitos que puede generar radicales libres de oxigeno que son
inmunoestimuladores. Esto esta asociado con diversos sucesos que incluyen gravedad del infarto de miocardio,
sucesos isquémicos cerebrales, isquemia intestinal y muchos aspectos de cirugia vascular, cirugia cardiaca,
traumatismo y trasplante. La lesion se manifiesta por sucesos inflamatorios del sistema inmunitario innato,
particularmente activacion del sistema del complemento, en respuesta a tejido nuevamente alterado como no propio.
Como tal la lesién de isquemia-reperfusién se caracteriza por edema tisular ocasionado por una permeabilidad
vascular aumentada y un infiltrado celular inflamatorio agudo producido por una afluencia de leucocitos
polimorfonucleares.

La activacion del sistema del complemento desempefia una funcién en los sucesos inflamatorios de lesiéon de
isquemia-reperfusion. La lesion de isquemia da como resultado alteraciones de la membrana celular, que afecta a
lipidos, carbohidratos o proteinas de la superficie externa de tal manera que estos epitopos expuestos se modifican
y pueden actuar como neoantigenos (autoantigenos modificados). La IgM circulante reconoce y se une a los
neoantigenos para formar complejos inmunitarios sobre la superficie celular dafiada. Los complejos antigeno-
anticuerpo formados son activadores clasicos de la ruta clasica del complemento, aunque todas las rutas estan
posiblemente implicadas de alguna manera agravando los efectos de la lesién. La implicacion de la ruta clasica del
complemento en la lesiéon de isquemia-reperfusion se pone de manifiesto con ratones genéticamente deficitarios
tanto de C3 como de C4 que presentan la misma proteccion de lesion local en un modelo de lesién animal y de
extremidades posteriores (Austen et al. (2003) Int J Immunopath Pharm 16: 1). Por otro lado, en un modelo renal de
lesion de isquemia, ratones deficitarios en C3, C5 y C6 se protegieron mientras que ratones deficitarios en C4 no,
sugiriendo la importancia de la ruta alternativa del complemento (Guo et al. (2005) Ann Rev Immunol 23: 821). Los
mediadores inducidos después de la activacion del complemento inician una respuesta inflamatoria dirigida a la
membrana celular en el sitio de lesion local.

Un mecanismo efector principal del complemento en la lesidon de isquemia-reperfusion es la afluencia y la activacion
de neutrdfilos al tejido inflamado por los componentes del complemento, tal como por ejemplo C5a. La activacion de
neutréfilos da como resultado la produccion aumentada de especies reactivas de oxigeno y la liberacion de enzimas
lisosomales en 6rganos con lesion local que finalmente da como resultado la apdptosis, necrosis y una pérdida de
funcién organica. La generacion del CAM terminal, C5b-9, también contribuye a lesién tisular local en la lesion de
isquemia-reperfusion.

b. Enfermedades mediadas por deficiencias del complemento

El desarrollo de enfermedades también puede producirse debido a la ausencia de componentes del complemento
que son importantes para controlar la infeccion. Las deficiencias del complemento estan relacionadas con
infecciones frecuentes y enfermedades del complejo inmunitario. Las deficiencias se han identificado en todos los
factores del complemento excepto el C9, incluyendo el Factor D y la properdina. Las deficiencias también se han
identificado en las proteinas reguladoras del complemento C1INH, Factor |, Factor H, DAF y HRF.

En general, las deficiencias en los componentes del complemento da como resultado el aumento de infecciones
bacterianas debido a opsonizacion y fagocitosis reducidas. Tipicamente, las deficiencias en los componentes del
complemento que actdan como opsoninas, tal como, por ejemplo C3b, dan como resultado una susceptibilidad
aumentada contra la infeccion. Por ejemplo, mientras que individuos deficientes en cualquiera de los componentes
del complemento anteriores no resultan relativamente afectados, individuos que carecen de C3, o de cualquiera de
las moléculas que catalizan la deposiciéon de C3b, muestran susceptibilidad aumentada contra la infeccion mediante
una amplia diversidad de bacterias extracelulares. Del mismo modo, las personas deficientes en MBL, que
normalmente actia como una opsonina tradicional y como el iniciador de la ruta de la lectina del complemento
después del reconocimiento de patdgenos extrafios, tienen una susceptibilidad aumentada contra la infeccion,
particularmente durante la infancia. La funcién de deficiencias en los componentes tardios del complemento,
incluyendo C5-C9 que estan implicados en la formacion del complejo de ataque a la membrana, frente a la infeccion
bacteriana es mas limitada. Solo se ha observado que las deficiencias en C5-C9 estan asociadas con susceptibilidad
contra infeccién por especies de Neisseria, la bacteria que produce gonorrea y meningitis bacteriana.

Otra consecuencia de la deficiencia del complemento es una enfermedad del complejo inmunitario. Las
enfermedades del complejo inmunitario estan producidas por una inflamacion mediada por el complemento en
respuesta a complejos antigeno anticuerpo persistentes en la circulacion y en los tejidos. Dado que los componentes
tempranos de la ruta clasica del complemento inician el complemento en respuesta al reconocimiento de complejos
antigeno-anticuerpo, las deficiencias de estos componentes tempranos, tales como, por ejemplo C1q, pueden
producir una patologia significativa en enfermedades autoinmunitarias tales como lupus eritematoso sistémico.

Las deficiencias en las proteinas reguladoras del complemento, tales como Factor H, DAF y HRF también pueden

dar como resultado enfermedades mediadas por el complemento. Por ejemplo, la activacién descontrolada del
complemento puede dar como resultado el agotamiento de proteinas del complemento dando como resultado una
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infeccion aumentada por bacterias, particularmente bacterias piogénicas ubicuas. Este es el caso de la deficiencia
del factor | genético en la que el factor | no esta presente y no puede inhibir la activacion de la C3 convertasa. Otros
ejemplos incluyen las proteinas reguladoras del complemento DAF o HRF, que normalmente actian para proteger
las superficies celulares del mismo individuo de la activacion del complemento, pero cuando la deficiencia da como
resultado la destruccidon de eritrocitos del hospedador se produce la enfermedad de hemoglobinuria paroxistica
nocturna. Deficiencias en el inhibidor de C1 ocasiona la enfermedad de angioedema hereditario que es un resultado
de la actividad no regulada de las enzimas serina proteasas incluyendo los componentes del complemento C1r y
C1s, asi como ofras serina proteinasas tales como el factor Xlla y la calicreina. El resultado de la actividad no
regulada de estas serina proteinasas es la produccion de una diversidad de mediadores vasoactivos, tales como C2
quinina que se produce por la actividad de C1s y C2a, dando como resultado la acumulacion de fluido en los tejidos
y la inflamacién de la epiglotis que puede conducir a asfixia.

C. Proteasas

En el presente documento se describen proteasas y métodos de uso de las proteasas para escindir (por lo tanto
inactivar) proteinas implicadas en procesos de enfermedad. Tipicamente, una proteasa proporcionada en el
presente documento es una proteasa que no pertenece al complemento que normalmente no participa en las rutas
del complemento. Las proteasas ejemplares descritas en el presente documento escinden una o mas proteinas o
componentes de la ruta del complemento y sus variantes alélicas. La escision de una proteina del complemento
puede ser una escision activadora por lo que la actividad de la ruta del complemento se potencia, tal como
escindiendo un zimégeno a una forma activada de una proteasa o escindiendo una proteina del complemento en sus
moléculas de escision efectoras. La escisién de una proteina del complemento también puede ser una escision
inhibidora en la que la actividad de la proteina del complemento disminuye. En el presente documento se describen
proteasas que escinden una proteina del complemento de una manera inhibidora, inhibiendo de esta manera la
activacion del complemento de una cualquiera o mas de las rutas del complemento. Las proteasas descritas en el
presente documento pueden usarse para modular la activaciéon del complemento. Una proteasa descrita en el
presente documento puede escindir cualquiera de una o mas proteinas del complemento in vitro o in vivo por lo tanto
afectando a la activacion del complemento in vitro o in vivo.

Una proteasa puede ser cualquier parte de una proteasa de longitud completa siempre que la parte de la proteasa
conserve la actividad proteolitica. Por ejemplo, una proteasa puede incluir solo el dominio proteasa de un polipéptido
o cualquier parte cataliticamente activa de la misma. El dominio proteasa puede incluir un dominio proteasa
monocatenario del mismo y puede ser una proteina de fusion o un conjugado siempre que la proteina de fusion o el
conjugado resultante conserven la actividad proteolitica.

Si una proteasa, o una parte de la misma, reconoce una secuencia sustrato dentro de una proteina o proteinas
diana, tal como, por ejemplo, una proteina del complemento, (i) que modificaria la funcion, es decir, por inactivacion
de la proteina (o proteinas) diana tras la catalisis de la hidrdlisis del enlace peptidico y (ii) la proteina (o proteinas)
diana es un punto de intervenciéon molecular para una enfermedad o enfermedades particulares, en comparacion
con la proteasa modificada por ingenieria genética con efecto terapéutico mediante un suceso de inactivacion
mediado por protedlisis. Las actividades del complemento pueden modificarse incluyen, pero sin limitacion, hemolisis
de eritrocitos y/o la generacién de productos de escision del complemento efectores tales como, pero sin limitacion,
C3a, C3b, C4a, C5a, C5b-9 y Bb. Las actividades biolégicas del complemento pueden modificarse in vitro o in vivo.
Generalmente, una actividad del complemento se modifica mediante una proteasa al menos 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 0
10 veces en comparacion con la ausencia de una proteasa. Tipicamente, una actividad biologica se modifica 10, 20,
50, 100 o 1000 veces o0 mas en comparacion con la actividad en ausencia de la proteasa. Para los fines del presente
documento con referencia a la actividad del complemento, una proteasa modula la activacion del complemento o
una actividad mediada por el complemento.

Una proteasa descrita, proporcionada en el presente documento, puede proceder de una cualquiera o mas clases de
serina, cisteina, aspartico, metalo o treonina proteasas. Una proteasa puede someterse a ensayo para determinar si
escinde una cualquiera o mas de las proteinas del complemento y/o puede usarse como un armazon para realizar
modificaciones en uno cualquiera o mas de los restos de aminoacidos que modulan la especificidad hacia un
sustrato diana y/o modula una actividad de un sustrato diana. Mas adelante se describen clases de proteasas y
determinantes de aminoacidos ejemplares que contribuyen con la especificidad del sustrato.

1. Clases de proteasas

Las proteasas (denominadas también proteinasas o peptidasas) son enzimas degradadoras de proteinas que
reconocen secuencias de aminoacidos o un sustrato polipeptidico dentro de una proteina diana. Después del
reconocimiento de la secuencia de aminoacidos sustrato, las proteasas catalizan la hidrdlisis o escisiéon de un enlace
peptidico dentro de una proteina diana. Dicha hidrélisis de una proteina diana, dependiendo de la localizacién del
enlace peptidico dentro del contexto de la secuencia de longitud completa de la secuencia diana, puede inactivar
una diana.

Las proteasas se clasifican basandose en el modo en el que atacan a las proteinas, exo- o endo- proteasas. Las
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proteinasas o endopeptidasas atacan en el interior de la proteina para producir péptidos grandes. Las peptidasas o
exopeptidasas atacan terminaciones o fragmentos de proteina para producir péptidos pequefios y aminoacidos. Las
peptidasas se clasifican segun su patrén de accion: las aminopeptidasas escinden aminoacidos del extremo amino:
las carboxipeptidasas escinden aminoacidos del extremo carboxilo, las dipeptidil peptidasas escinden dos
aminoacidos; las dipeptidasas dividen un dipéptido y las tripeptidasas escinden un aminoacido de un tripéptido. La
mayoria de las proteasas son pequefias de 21.000 a 45.000 Daltons. Muchas proteasas se sintetizan y se secretan
como formas inactivas denominadas zimdgenos y posteriormente se activan por protedlisis. Esto cambia la
arquitectura del sitio activo de la enzima.

Las proteasas utilizan diversos tipos distintos de mecanismos cataliticos (Barret et al. (1994) Meth. Enzymol, 244:
18-61; Barret et al. (1994) Meth. Enzymol 244: 461-486; Barret et al. (1994) Meth. Enzymol. 248: 105-120; Barret et
al. (1994) Meth. Enzymol. 248: 183-228). Basandose en sus mecanismos cataliticos, las carboxipeptidasas se
subdividen en carboxipeptidasas de tipo serina, metalo y cisteina y las endopeptidasas son la serina, cisteina,
aspartico, treonina y metaloendopeptidasas. Las serina peptidasas tienen un resto de serina implicado en el centro
activo, las aspartico peptidasas tienen dos acidos asparticos en el centro catalitico, las peptidasas de tipo cisteina
tienen un resto de cisteina, las peptidasas de tipo treonina tienen un resto de treonina y las metalo-peptidasas
utilizan un ion metalico en el mecanismo catalitico. Generalmente, las proteasas pueden dividirse en clases
basandose en su actividad catalitica de tal manera que las clases de proteasas pueden incluir serina, cisteina,
aspartico, treonina o metalo-proteasas. La actividad catalitica de las proteasas es necesaria para escindir un
sustrato diana. Por tanto, la modificacion de una proteasa para modificar la actividad catalitica de una proteasa
podria influir (es decir potenciar la especificidad/selectividad) en la capacidad de una proteasa para escindir un
sustrato.

Cada proteasa tiene una serie de aminoacidos que reviste el bolsillo del sitio activo y establece contacto directo con
el sustrato. Las estructuras cristalograficas de las peptidasas demuestran que el sitio activo se localiza normalmente
en un surco en la superficie de la molécula entre dominios estructurales adyacentes, y la especificidad del sustrato
esta estipulada por las propiedades de los sitios de union dispuestos a lo largo del surco en uno o ambos lados del
sitio catalitico que es responsable de la hidrdlisis del enlace escindible. Por consiguiente, la especificidad de una
peptidasa se describe por la capacidad de cada subsitio para alojar una cadena lateral de un solo resto de
aminoacido. Los sitios se cuentan desde el sitio catalitico, S1, S2...Sn hacia el extremo N del sustrato y S1’, S2...Sn’
hacia el extremo C. Los restos que alojan se cuentan P1, P2...Pn, y P1’, P2’...Pn’, respectivamente. La escision de
una proteina diana se cataliza entre P1 y P1’ en la que en los restos de aminoacidos desde el extremo N al extremo
C del sustrato polipeptidico se marcan (Pi,.....P3, P2, P1, P1’, P2, P3'.....Pj) y sus correspondientes bolsillos de
reconocimiento de unién sobre la proteasa se marcan (Si,..., S3, S2, S1, S1’, S2’, S3',..., Sj) (Schecter y Berger
(1967) Biochem Biophys Res Commun 27: 157-162). Por tanto, P2 interacciona con S2, P1 con S1, P1’ con S1’, etc.
Por consiguiente, la especificidad de sustrato de una proteasa proviene de las posiciones S1-S4 en el sitio activo en
el que la proteasa esta en contacto con los restos P1-P4 de las secuencias del sustrato peptidico. En algunos casos,
existe una escasa interaccion (si la hubiera) entre los bolsillos S1-S4 del sitio activo, de tal manera que cada bolsillo
parece reconocer y unirse al resto correspondiente sobre la secuencia de sustrato peptidico independientemente de
los otros bolsillos. Por tanto, los determinantes de especificidad pueden cambiarse en un bolsillo sin afectar la
especificidad del otro bolsillo.

Basandose en numerosas estructuras y en el modelado de los miembros de la familia, los restos de la superficie que
aportan una mayor especificidad de sustrato y otras interacciones secundarias con un sustrato se han definido para
muchas proteasas incluyendo las proteasas de la familia de la serina, cisteina, aspartico, metalo- y treonina proteasa
(véase, por ejemplo, Wang et al., (2001) Biochemistry 40(34): 10038-46; Hopfner et al., (1999) Structure Fold Des.
7(8): 989-96; Friedrich et al. (2002) J Biol Chem. 277(3): 5 2160-8; Waugh et al., (2000) Nat Struct Biol. 7(9): 762-5;
Cameron et al., (1993) J Biol Chem. 268: 11711; Cameron et al., (1994) J Biol Chem. 269: 11170). Una proteasa
puede someterse a ensayo para determinar si escinde una cualquiera o mas de las proteinas del complemento y/o si
puede usarse como un armazon para realizar modificaciones en uno cualquiera o mas de los restos de aminoacidos
que modulan la especificidad hacia un sustrato diana de las proteinas del complemento y/o si modula una actividad
de un sustrato diana de las proteinas del complemento. Para preparar una proteasa modificada con un perfil de
reconocimiento de sustrato modificado, los aminoacidos en la estructura tridimensional que aportan la selectividad al
sustrato (determinantes de especificidad) pueden dirigirse por mutagénesis. Como se describe mas adelante y se
proporciona en el presente documento, las proteasas ejemplares incluyen, pero sin limitacién, cualquier proteasa tal
Ccomo una serina, cisteina, aspartico, metalo- o treonina proteasa.

a. Serina Proteasas

La serina proteasas (SP), que incluyen enzimas secretadas y enzimas secuestradas en los organulos de
almacenamiento citoplasmico, tienen diversas funciones fisiologicas, incluyendo funciones en la coagulacion
sanguinea, curacion de heridas, digestion, respuestas inmunitarias e invasion tumoral y metastasis. Por ejemplo, la
quimotripsina, tripsina y elastasa actian en el tracto digestivo; el Factor 10, Factor 11, la Trombina y la Plasmina
participan en la coagulacion y curacion de heridas; y, como se ha indicado anteriormente, las C1r, C1s y C3
convertasas desempefian una funcion en la activacion del complemento.
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Una clase de proteinas de la superficie celular denominada serina proteasas transmembrana de tipo Il son proteasas
que son proteinas ancladas a la membrana con dominios extracelulares. Al igual que las proteinas de superficie
celular, desempefian una funcion en la trasduccion de sefial intracelular y en la mediacion de sucesos proteoliticos
de la superficie celular. Otras seria proteasas son membranas unidas y actuan de una manera similar. Otras se
secretan. Muchas serina proteasas ejercen su actividad después de unirse a los receptores de la superficie de la
célula, y por tanto, actdan en la superficie de las células. La protedlisis de la superficie celular es un mecanismo para
la generacion de proteinas biolégicamente activas que media una diversidad de funciones celulares.

Las serina proteasas, incluyendo las serina proteasas secretadas y transmembrana, participan en procesos que
incluyen el desarrollo y la progresidon neoplasica. Aunque la funcién exacta de estas proteasas aun no se ha
esclarecido del todo, las serina proteasas y sus inhibidores estan implicados en el control de muchos procesos
fisiolégicos intra- y extra- celulares, incluyendo acciones degradativas en la invasion de células cancerosas y
propagacion metastasica, y neovascularizacion de tumores que estan implicados en la progresion tumoral. Las
proteasas participan en la degradacion y remodelacion de la matriz extracelular (EMC) y contribuyen a la
remodelacion tisular, y son necesarias para la invasion y metastasis del cancer. Se ha demostrado que la actividad
y/o expresion de algunas proteasas se correlaciona con el desarrollo y la progresion tumoral.

La actividad de las proteasas en la familia de las serina proteasas depende de una serie de restos de aminoacidos
que forman su sitio activo. Uno de los restos es siempre una serina; de ahi su denominacién serina proteasa. Por
ejemplo, la quimotripsina, la tripsina y la elastasa comparten una estructura similar y, en las tres, su resto de serina
activo esta en la misma posicion (Ser-195). A pesar de sus similitudes, poseen diferentes especificidades de
sustrato; escinden diferentes enlaces peptidicos durante la digestion de las proteinas. Por ejemplo, la quimotripsina
prefiere una cadena lateral aromatica en el resto cuyo carbono carbonilo es parte del enlace peptidico a escindir
(grupo R de color azul mas adelante). La tripsina prefiere un resto de Lys o de Arg cargado positivamente en esta
posicion. Las serina proteasas difieren notablemente en sus propiedades de reconocimiento al sustrato: algunas son
muy especificas (es decir, las proteasas implicadas en la coagulacion sanguinea y en el sistema del complemento
inmunitario); algunas solo son parcialmente especificas (es decir, las proteasas digestivas de mamiferos, la tripsina y
la quimotripsina); y otras, como la subtilina, una proteasa bacteriana, es completamente inespecifica. A pesar de
estas diferencias en cuanto a la especificidad, el mecanismo catalitico de las serina proteasas esta bien conservado.

El mecanismo de escisidon de una proteina diana por una serina proteasa se basa en el ataque nucleofilico del
enlace peptidico diana por una serina. La cisteina, la treonina o las moléculas de agua, asociadas con aspartato o
con metales también pueden desempefar esta funcién. En muchos casos, la propiedad nucleofilica de grupo se
mejora por la presencia de una histidina, ayudando en un “estado aceptor de protones” mediante un aspartato. Las
cadenas laterales de serina, histidina y aspartato alineadas construyen la triada catalitica comun para la mayoria de
la serina proteasas. Por ejemplo, los restos de sitios activos de la quimotripsina y de las serina proteasas, que son
miembros de la misma familia que las quimotripsinas, tal como, por ejemplo MT-SP1, son Asp102, His57 y Ser195.
Se han identificado mas de 20 familias (indicadas como S1-S27) de las serina proteasas y se han agrupado en 6
clanes (SA, SB, SC, SE, SF y SG) basandose en la similitud estructural y en otras pruebas funcionales (Rawlings
ND et al. (1994) Meth. Enzymol. 244: 19-61). Estas son similitudes en los mecanismos de reaccion de diversas
serina proteasas. Los clanes de quimotripsina, subtilina y carboxipeptidasa C tienen una triada catalitica en comun
de serina, aspartato e histidina: la serina actia como un nucledfilo, el aspartato como un electréfilo y la histidina
como una base. Las orientaciones geométricas de los restos cataliticos son similares entre las familias, a pesar de
los diferentes plegamientos de las proteinas. Las disposiciones lineales de los restos cataliticos normalmente
reflejan relaciones de clanes. Por ejemplo, en el clan de la quimotripsina (SA), la triada catalitica se dispone como
HDS, pero en el clan de subtilina (SB) se dispone como DHS y en el clan de la carboxipeptidasa (SC) como SDH

En toda la familia de la quimotripsina de las serina proteasas, la interaccion estructural entre el sustrato y la enzima
esta completamente conservada, pero las interacciones en la cadena lateral varian considerablemente. La identidad
de los aminoacidos que contienen los bolsillos S1-S4 del sitio activo determina la especificidad del sustrato de este
bolsillo concreto. El injerto de aminoacidos de una serina proteasa con otros del mismo plegamiento modifica la
especificidad de uno con respecto al otro. Tipicamente, los aminoacidos de la proteasa que contienen los bolsillos
S1-S4 son los que tienen cadenas laterales de 4 a 5 angstrom dentro del sustrato. Las interacciones que estos
aminoacidos tienen con el sustrato de la proteasa se denominan generalmente interacciones de "primer armazoén "
(“first shell”’) porque se ponen directamente en contacto con el sustrato. Sin embargo, estas interacciones pueden
ser de "segundo armazén" (“second shell’) y de "tercer armazén" (“third shelf’) ya que finalmente sitian los
aminoacidos del primer armazon. Los efectos de la union al sustrato del primer y segundo armazoén se determinan
principalmente por bucles entre dominios de tipo beta-barril. Dado que estos bucles no son elementos nucleo de la
proteina, la integridad del plegamiento se mantiene mientras que pueden seleccionarse variantes de bucle con
nuevas especificidades de sustrato durante el transcurso de la evolucion para cumplir con los nichos metabdlicos o
reguladores necesarios a nivel molecular. Tipicamente, para la serina proteasas, los siguientes aminoacidos en la
secuencia primaria son determinantes de especificidad: 195, 102, 57 (la triada catalitica); 189, 190,191,192 y 226
(S1); 57, el bucle entre 58 y 64 y 99 (S2); 192, 217, 218 (S3); el bucle entre Cys168 y Cys180, 215 y de 97 a 100
(S4); y 41y 151 (S2’), basandose en la numeracion de la quimotripsina, en la que un aminoacido en una posicion S1
influye en la especificidad de P1, un aminoacido en una posicion S2 influye en la especificidad de P2, un aminoacido
en la posicion S3 influye en la especificidad de P3 y un aminoacido en la posicion S4 influye en la especificidad de
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P4. La posicién 189 en una serina proteasa es un resto oculto en el fondo del bolsillo que determina la especificidad
de S1. En la Tabla 9 se indican determinantes estructurales para diversas serina proteasas, basandose en la
numeracién de la quimotripsina madura, estando los dominios proteasa de cada una de las proteasas indicadas
alineados con los del dominio proteasa de la quimotripsina. El nimero que aparece debajo del encabezado de la
columna Cys168-Cys182 y de la columna bucle de 60 indica el numero de aminoacidos en el bucle entre los dos
aminoacidos y en el bucle. La indicacion si/no debajo del encabezado de la columna Cys191-Cys220 indica si en la
proteasa hay un puente disulfuro. Estas regiones son variables dentro de la familia de las serina proteasas similares
a la quimotripsina y en si mismas representan determinantes estructurales. La modificacion de una proteasa para
cambiar cualquiera de uno o mas de los aminoacidos en el bolsillo S1-S4 influye en la especificidad o selectividad de
una proteasa por un sustrato diana.
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i. MT-SP1

Como ejemplo de la proteasa armazoén contemplada para su uso en la modulacién de la activacion del complemento
0 como un armazon para una modificacion posterior para aumentar su actividad en la modulaciéon de la ruta del
complemento es la serina proteasa de tipo membrana MT-SP1 (denominada también matriptasa, TADG-15,
supresor de tumorigenicidad 14, ST14); véanse las SEC ID Nos: 1, 2 y Nos de Registro de GenBank: AP118224 y
AAD42765; (1999) J. Biol. Chem. 274: 18231-18236; Patente de Estados Unidos N° 5.792.616; véase también
Takeuchi (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 11054-1161. En el presente documento la proteina denominada
como un armazon ejemplar es una proteasa MT-SP1 de 855 aminoacidos (véanse las SEC ID Nos: 1 y 2). La
molécula de acido nucleico cuya secuencia se indica en la SEC ID N° 1 (véase también Genbank AF118224)
codifica la MT-SP1 de 855 aminoacidos (SEC ID N°: 2, GenBank AAD42765).

Se trata de una proteinasa multidominio con un dominio serina proteinasa C terminal (Friedrich et al. (2002) J Biol
Chem 277(3): 2160). Se ha aislado una variante de 683 aminoacidos de la proteasa, pero parece que esta proteina
es una forma truncada o una forma ectodominio.

La MT-SP1 se expresa o activa altamente en canceres de prostata, mama y colorrectal y puede desempefiar una
funcién en la metastasis del cancer de mama y préstata. La MT-SP1 también se expresa en diversos tejidos
epiteliales con altos niveles de actividad y/o expresion en el tracto gastrointestinal humano y en la prostata. Se
conocen otras especies de MT-SP1. Por ejemplo, se ha identificado un homoélogo de ratén de MT-SP1 y se ha
denominado epitina.

La MT-SP1 contiene un dominio transmembrana, dos dominios CUB, cuatro repeticiones LDLR y un dominio serina
proteasa (o dominio S1 peptidasa) entre los aminoacidos 615-854 (indicado como SEC ID Nos: 9 y 10), que esta
muy conservado entre todos los miembros de la familia de peptidasas S1 de las serina proteasas, tal como por
ejemplo, con quimotripsina (SEC ID Nos: 7 y 8). La MT-SP1 se sintetiza como un zimégeno y se activa por escision
para formar una doble cadena. Ademas, solo el domino proteolitico monocatenario es cataliticamente activo y
funcional.

La MT-SP1 pertenece a la familia de las peptidasas S1 de las serina proteasas (denominada también familia de la
quimotripsina), que también incluye la quimotripsina y la tripsina. Generalmente, los miembros de la familia de la
quimotripsina comparten homologia de secuencia y estructural con la quimotripsina. En el presente documento la
MT-SP1 se numera de acuerdo con la numeracién de la quimotripsina madura, con su dominio proteasa alineado
con el del dominio proteasa de la quimotripsina y sus restos se numeran de acuerdo con esto. Basandose en la
numeracion de la quimotripsina, los restos del sitio activo son Asp102, His57 y Ser195. La secuencia lineal de
aminoacidos puede alinearse con la de la quimotripsina y numerarse de acuerdo con las laminas 3 de la
quimotripsina. Las inserciones y deleciones se producen en los bucles entre las laminas beta, aunque en toda la
familia estructural, las laminas nucleo se conservan. Las serina proteasas interaccionan con un sustrato de una
manera lamina beta conservada. Entre el sustrato y la enzima pueden producirse hasta 6 enlaces de hidrégeno
conservados. Todas las serina proteasas de la familia de la quimotripsina tienen una regién conservada en su
extremo N del dominio proteasa que es necesario para la actividad catalitica (es decir, IIGG, WGG o IVGG, en el
que el primer aminoacido es este cuartero se numera de acuerdo la numeracion de la quimotripsina y proporciona la
denominacion lle16. Esta numeracion no refleja la longitud de la secuencia precursora).

La especificidad de sustrato de la MT-SP1 en el dominio proteasa se ha mapeado usando una biblioteca
combinatoria sintética de exploracion posicional y presentacion de fagos al sustrato (Takeuchi et al. (2000) J Biol
Chem 275: 26333). Los restos de escision en los sustratos reconocidos por la MT-SP1 contienen Arg/Lys en P4 y
restos basicos o GIn en P3, pequefios restos en P2, Arg o Lys en P1 y Ala en P1’. Los sustratos eficaces contienen
Lys-Arg-Ser-Arg en los sitios P4 a P1, respectivamente. Generalmente, la especificidad de sustrato para MT-SP1
revela una tendencia mediante la cual si P3 es basico, entonces P4 tiende a ser no-basico y si P4 es basico,
entonces P3 tiende a ser no-basico. Los sustratos conocidos para MT-SP1, incluyendo, por ejemplo, el receptor 2
activado por proteinasa (PAR-2), uPA monocatenario (sc-uPA), la proforma de MT-SP1 y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), conforman la secuencia de escision para los sustratos especificos de MT-SP1.

La MT-SP1 puede escindir sustratos sintéticos seleccionados tan eficazmente como la tripsina, pero presenta una
especificidad mas limitada para los sustratos que la tripsina. EI dominio catalitico de la MT-SP1 tiene un plegamiento
estructural global de una serina proteasa de tipo (quimo)tripsina, pero muestra propiedades exclusivas, tales como,
subsitios S2/S4 hidréfobos/acidos y un bucle 60 expuesto. De manera similar, la MT-SP1 no escinde
indiscriminadamente sustratos peptidicos en los restos de Lys o de Arg accesibles, ya que necesita el
reconocimiento de restos adicionales entorno al enlace peptidico escindible. Esta necesidad de una secuencia
primaria extendida pone de manifiesto la especificidad de la MT-SP1 por sus sustratos. Por ejemplo, aunque la MT-
SP1 escinde el receptor 2 activado por proteinasa (PAR-2) (presentando una secuencia diana de P4 a P1 de Ser-
Lys-Gly-Arg), la enzima no activa proteinas estrechamente relacionadas con este sustrato tales como PAR-1, PAR-3
y PAR-4 que no presentan secuencias diana emparejadas con la especificidad de MT-SP1 extendida cerca del
enlace escindible (véase, Friedrich et al. (2002) J Biol Chem 277: 2160).
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El dominio proteasa de MT-SP1 (véanse, por ejemplo, las SEC ID Nos: 9 y 10) estda compuesto por una pro-region y
un domino catalitico. La parte cataliticamente activa del polipéptido comienza después del sitio de autoactivacion en
el resto de aminoacido 611 de la proteina madura (véanse, por ejemplo las SEC ID Nos: 1y 2 en RQAR seguido por
los restos VVGG). Los bolsillos S1 de la MT-SP1 y de la tripsina son similares con buena complementariedad por los
restos de Lys asi como de Arg en P1, explicando asi algunas similitudes en cuanto a la escisién del sustrato con la
tripsina. El alojamiento de los restos de Lys en P1 esta mediado por Ser'® cuya cadena lateral proporciona un
aceptor de enlace de hidrogeno adicional para estabilizar el grupo a-amonio oculto (véase Friedrich et al. (2002) J
Biol Chem 277: 2160). El bolsillo S2 se conforma para alojar cadenas laterales hidréfobas de tamafio pequefio a
mediano de aminoacidos P2 y generalmente acepta una amplia diversidad de aminoacidos en la posicion P2.
Después de la union al sustrato, el subsitio S2 no es rigido como se pone de manifiesto por la rotacién del grupo
bencilo de Phe®. La asociacion de los aminoacidos de un sustrato en las posiciones P3 (por restos GIn o basicos) y
P4 (por restos Arg o Lys) parece estar mediada por interacciones electroestaticas en los bolsillos S3 y S4 con
cadenas laterales acidas de Asp-217 y/o Asp-96 que podian pre-orientar favorablemente sustratos peptidicos
basicos especificos a medida que se acercan a la hendidura del sitio activo enzimatico. La cadena lateral de un resto
en P3 también puede formar enlaces de hidrogeno con el grupo carboxamida de GIn'%? 0, como alternativa, la
cadena lateral de P3 puede extenderse hacia el interior del subsitio S4 para formar un enlace de hidrégeno con
Phe” debilitando de esta manera los enlaces de hidrégeno entre la cadena principal con Glym. En otra
conformacioén, una cadena lateral basica en P3 puede interaccionar favorablemente con el potencial negativo del
bolsillo S4 de la MT-SP1. La compensacion de carga mutua y la exclusion del mismo sitio S4 explica la baja
probabilidad de la aparicién simultanea de restos Arg/lLys en P3 y P4 en buenos sustratos de MT-SP1.
Generalmente, las posiciones de aminoacidos de la MT-SP1 (basandose en la numeracién de la quimotripsina) que
contribuyen a extender la especificidad para la unién al sustrato incluyen: 146 y 151 (S1°); 189, 190, 191, 192, 216,
226 (S1); 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 99 (S2); 192, 217, 218, 146 (S3); 96, 97, 98, 99, 100, 168, 169, 170, 170A,
171, 172, 173, 174, 175, 176, 178. 179, 180, 215, 217, 224 (S4). La Tabla 10 resume los restos en MT-SP1 para
algunas de las posiciones de aminoacidos importantes para interacciones de especificidad con un sustrato diana.
Tipicamente, la modificacién de una proteasa MT-SP1 para cambiar uno cualquiera o mas de los aminoacidos en el
bolsillo de union de especificidad extendida u otros sitios de interaccion secundarios influye en la especificidad o
selectividad de una proteasa por un sustrato diana.

Tabla 10: Determinantes estructurales para la escision de sustrato de MT-SP1

Restos que Determinan Especificidad

S4 S3 S2 S1
171 | 174 | 180 | 215 | Cys168 | 192 | 218 | 99 57 |Buclede| 189 | 190 | 226 | Cys191
Cys182 60 Cys220
(58-64)
Leu | GIn | Met | Trp 13 GIn | Asp | Phe | His 16 Asp | Ser | Gly si

ii. Granzima B

La granzima B es también un ejemplo de las proteasas armazén contempladas para su uso en la modulacion de la
activacion del complemento o para modificaciones adicionales para aumentar su actividad en la modulacién de una
ruta del complemento. La granzima B es una serina proteasa (de tipo S1) necesaria para dirigir la lisis celular en
respuestas inmunitarias mediadas por células. La granzima B esta relacionada con una cascada de activacion de
caspasas (cisteina proteasas especificas de aspartato) responsables de ejecutar la apdptosis y escinde caspasa-3,
caspasa-7, caspasa-9 y caspasa-10 para dar lugar a enzimas activas que median la apdptosis. La granzima B (SEC
ID N°: 3, GenBank N°: M17016) codifica un polipéptido de 247 aminoacidos (SEC ID N°: 4, GenBank N°: P10144). El
polipéptido precursor de la granzima B tiene una secuencia de sefal y un péptido de activacion propeptidico en los
aminoacidos 1 a 20. La proteina granzima B madura se caracteriza por un domino S1 peptidasa o proteasa de 21-
245 aminoacidos.

La granzima B es un miembro de la familia de las serina proteasas con plegamiento quimotripsina y tiene una
identidad mayor del 50% con otros miembros de la familia de las granzimas incluyendo las granzimas C-G,
catepsina G y proteasa |l de mastocitos de rata. La proteina es un emparedado de dos dominios beta-barril
antiparalelos de seis cadenas conectados mediante una hélice alfa corta.

Un sitio de escision de sustrato de la granzima B de tipo silvestre tiene un sitio de reconocimiento consenso de I/V
(P4)-E/Q/M (P3)-P/T (P2)-D (P1). Estos aminoacidos alinean el bolsillo P1-P4 de sustrato para el reconocimiento y
escision por la granzima B. Generalmente la granzima B tiene una preferencia para escindir después Asp en su
reconocimiento consenso.

Los determinantes estructurales para la escision del sustrato de la granzima B se han definido por la estructura

tridimensional de la granzima B de rata (SEC ID Nos: 5 y 6) en complejo con la ecotina (IEPD), un inhibidor
macromolecular con un bucle de union similar al sustrato (Waugh et al., (2000) Nature Struct. Biol 7: 762). La triada
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catalitica esta compuesta por Asp102, His57 y Ser195. Los bucles de superficie se numeran de acuerdo con las
adiciones y deleciones en comparacion con la alfa-quimotripsina y representan las regiones mas variables de esta
familia estructural. Otros determinantes de especificidad estructural incluyen Lys 41, 11e99, Arg192, Asn218, Tyr215,
Tyr174, Leu172, Arg226 y Tyr151, segun la numeracién de la quimotripsina. Los otros miembros de la familia de las
granzimas de las serina proteasas solo comparten dos de estos aminoacidos con la granzima B. Son Tyr215 y
Leu172, dos restos que varian muy poco a través de toda la familia estructural. Esto indica que aunque la identidad
de secuencia de las granzimas es alta, sus especificidades de sustrato son muy diferentes. Los determinantes
estructurales para la especificidad de sustrato de la granzima B se indican en la Tabla 11, con la numeracion de la
quimotripsina. Tipicamente, la modificacion de una proteasa granzima B para cambiar uno cualquiera o mas de los
aminoacidos en el bolsillo de union de especificidad extendida, u otros sitios de interacciones secundarias, influye en
la especificidad o selectividad de una proteasa por un sustrato diana incluyendo un sustrato diana de las proteinas
del complemento.

Tabla 11: Determinantes estructurales para la escision de sustrato de la Granzima B
Restos que Determinan Especificidad

S4 S3 S2 S$1

171 [ 174 [ 180 | 215 | Cys™ | 192 | 218 | 99 | 57 [Bucle| 189 | 190 | 226 | Cys™"
Cys'® de 60 Cys?®°

Leu Tyr Glu Tyr 14 Arg | Asn lle | His 6 Gly Ser | Arg no

La importancia de los determinantes estructurales de la granzima B con respecto a la especificidad se ha
caracterizado usando una biblioteca de sustrato combinatoria para determinar el efecto de una mutacién sobre la
especificidad extendida. La mutacion de lle 99, Arg192, Asn218 y Tyr174 con el aminoacido alanina ha demostrado
que 11e99 contribuye a la especificidad por P2, Asn218 y Arg192 a la especificidad por P3 y Tyr174 a la especificidad
por P4. Dado que la especificidad de una proteasa por P1 representa la mayor parte de su especificidad, las
modificaciones no destruyen especificidades exclusivas de la granzima B hacia aminoacidos de acido aspartico en
P1 sino que modulan la especificidad en los sitios de P2 a P4 extendidos. Para los subsitios P3 y P4, las mutaciones
en Tyr174, Arg192 y Asn218 no influyeron significativamente en la especificidad. Y174A aumenta la actividad hacia
Leu en P4, pero el resto de los aminoacidos continlian seleccionandose mal. Tanto R192A como N218A amplian la
especificidad en P3. En lugar de una fuerte preferencia por el acido glutamico, en una proteasa modificada se
introducen Ala, Ser, Glu y GIn. La actividad global (kca/Km) del mutante es menor del 10% por debajo de la actividad
de tipo silvestre hacia un sustrato ideal de tipo silvestre, N-acetil-lle-Glu-Pro-Asp-AMC (7-amino-4-metilcoumarina)
(Ac-IEPD-AMC). Se observa un mayor efecto en el subsitio P2. En la granzima B de tipo silvestre, la preferencia es
amplia con una ligera preferencia por los restos de Pro. 199A reduce la especificidad por P2 en los restos de Phe y
Tyr. Phe reduce la especificidad en casi 5 veces sobre la actividad media del resto de aminoacidos en esta posicion.
Dentro de la familia de la quimotripsina de las serina proteasas, mas de una docena de proteasas tienen un resto
pequefio en este sitio estructural, una asparagina, serina, treonina, alanina o glicina. A partir de este grupo, se han
caracterizado dos proteasas usando bibliotecas de sustrato combinatorias (calicreina plasmatica y plasmina), y
ambas muestran fuertes preferencias hacia Phe y Tyr. Estos dos resultados sugieren que cualquier serina proteasa
que se mute por una Asn, Ser, Thr, Gly o Ala en la posicion 99 mostrara la misma especificidad hidréfoba
encontrada en la calicreina plasmatica, plasmina y en el mutante de la granzima B, 199A.

Los determinantes de especificidad por P2 pueden expandirse con respecto a mutaciones de contraste y preferencia
de sustrato. Por ejemplo, casi dos docenas de serina proteasas de plegamiento quimotripsina tienen un aminoacido
aromatico en la posicion 99. Cuatro de estas proteasas se han caracterizado usando bibliotecas de sustrato
combinatorias: la granzima B humana, el activador de plasmindgeno de tipo tisular, el activador de plasmindgeno de
tipo uroquinasa y la serina proteasa 1 de tipo membrana. Todas, salvo la granzima B, tienen una preferencia por los
aminoacidos serina, glicina y alanina en la posicion P2 del sustrato.

b. Cisteina proteasas

Las cisteina proteasas tienen un mecanismo catalitico que implica un grupo sulfhidriio de la cisteina. La
desprotonacion del sulfhidrilo de la cisteina por un resto de histidina adyacente se produce tras un ataque
nucleofilico de la cisteina en el carbono carbonilo del péptido. Un tioéster que enlaza el nuevo extremo carboxi con
el tiol de la cisteina es un producto intermedio de la reaccion (comparable con el producto intermedio acil-enzima de
una serina proteasa). Las cisteina proteasas incluyen papaina, catepsina, caspasas y calpainas.

Las cisteina proteasas de tipo papaina son una familia de endopeptidasas dependientes de tiol relacionadas por
similitud estructural con la papaina. Forman una proteina de dos dominios, D e | (por Derecho e Izquierdo) y los
bucles de ambos dominios forman una hendidura de reconocimiento para el sustrato. Tienen una triada catalitica
constituida por los aminoacidos Cys25, His159 y Asn175. A diferencia de las serina proteasas que reconocen y
proteolizan un péptido diana basandose en una conformacién beta-lamina del sustrato, esta familia de proteasas no
tiene bolsillos bien definidos para el reconocimiento del sustrato. El reconocimiento del sustrato principal se produce
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en el aminoacido P2 (en comparacion con el resto P1 en las serina proteasas).

La especificidad de sustrato de diversas cisteina proteasas (catepsina humana L, V, K, S, F, B, papaina y cruzaina)
se ha determinado usando una biblioteca combinatoria sintética de exploracion posicional (PS-SCL, Positional
Scanning - Synthetic Combinatorial Library) diversa completa. La biblioteca completa contiene sustratos
tetrapeptidicos P1, P2, P3 y P4 en los que una posicion se mantiene fija mientras que las otras tres posiciones se
asignan al azar con mezclas equimolares de los 20 aminoacidos posibles, proporcionando una diversidad total de ~
160.000 secuencias tetrapeptidicas.

Globalmente, la especificidad de P1 es casi idéntica entre las catepsinas, siendo Arg y Lys las mas favorecidas
aunque se toleran aminoacidos alifaticos pequefios. Gran parte de la selectividad se encuentra en la posicion P2,
donde las catepsinas humanas son estrictamente selectivas por aminoacidos hidréfobos. Es interesante observar
que, la especificidad de P2 por restos hidréfobos se divide entre aminoacidos aromaticos tales como Phe, Tyry Trp
(catepsina L, V) y aminoacidos alifaticos voluminosos tales como Val o Leu (catepsina K, S, F). En comparacion con
la posicion P2, la selectividad en la posicion P3 es significativamente menos rigurosa. Sin embargo, muchas de las
proteasas, tienen una preferencia clara por la prolina (catepsina V, S, y papaina), leucina (catepsina B) o arginina
(catepsina S, cruzaina). Las proteasas muestran una amplia especificidad en la posicion P4, de tal manera que no
se selecciona ningun aminoacido por encima del otro.

El bolsillo S2 es el mas selectivo y el mejor caracterizado de los sitios de reconocimiento de sustrato de las
proteasas. Se define por los aminoacidos en las siguientes posiciones espaciales (numeracion de la papaina): 66,
67, 68, 133, 157, 160 y 205. La posicion 205 desempefia una funcion similar a la de la posicion 189 en las serina
proteasas, un resto oculto en el fondo del bolsillo que determina la especificidad. Los otros determinantes de
especificidad incluyen los siguientes aminoacidos (numeracion de acuerdo con la papaina): 61 y 66 (S3); 19, 20 y
158 (S1). En la Tabla 12 se indican los determinantes estructurales para diversas cisteina proteasas. Tipicamente, la
modificacion de una cisteina proteasa, tal como, por ejemplo, una papaina proteasa, para modificar cualquiera de
uno o mas de los aminoacidos en el bolsillo de unién de especificidad extendida u otros sitios de interaccion
secundaria, influye en la especificidad o selectividad de una proteina por un sustrato diana, incluyendo un sustrato
diana de las proteinas del complemento.

Tabla 12: Determinantes estructurales para diversas cisteina proteasas
Restos que Determinan Especificidad

Restos del Sitio S3 S2 S1
Activo

25 159 | 175 61 66 66 | 133 | 157 | 160 | 205 19 20 | 158
CatepsinaL| Cys | His | Asn | Glu | Gly | Gly | Ala | Met | Gly | Ala | GIn [ Gly | Asp

CatepsinaV| Cys | His [ Asn | GIn | Gly | Gly | Ala | Leu | Gly [ Ala | GIn | Lys | Asp

CatepsinaK| Cys | His | Asn | Asp | Gly | Gly | Ala | Leu | Ala | Leu | GIn | Gly | Asn

CatepsinaS| Cys | His [ Asn | Lys | Gly | Gly [ Gly | Val | Gly | Phe | GIn | Gly | Asn

CatepsinaF| Cys | His | Asn | Lys | Gly | Gly | Ala He Ala | Met | GIn | Gly | Asp

CatepsinaB| Cys | His | Asn | Asp | Gly | Gly [ Ala | Gly | Ala Glu | GIn | Gly | Gly

Papaina Cys | His As Tyr | Gly | Gly | Val | Val | Ala Ser | GIn | Gly | Asp
Cruzaina | Cys | His | Asn | Ser | Gly | Gly | Ala | Leu | Gly | Glu | GIn | Gly | Asp

c. Aspartico Proteasas

Las aspartato proteasas incluyen la pepsina enzimatica digestiva, algunas proteasas encontradas en lisosomas, la
renina enzimatica renal y la proteasa del VIH. Dos restos de aspartato participan en la catalisis acida/basica en el
sitio activo. En la reaccidn inicial, un aspartato acepta un protéon de una molécula de H,O del sitio activo, que ataca al
carbono carbonilo del engarce peptidico. De manera simultanea, el otro aspartato dona un proton al oxigeno del
grupo carbonilo peptidico. Pueden presentar diversas especificidades, pero tipicamente escinden entre dos
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aminoacidos hidréfobos. Los bolsillos de los subsitios S4, S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’ y S4’ bien definidos para las
cadenas laterales de aminoacidos del sustrato son caracteristicos de estas enzimas (véase por ejemplo Brinkworth
et al.,, (2001) J Biol Chem 276: 38844).

Las aspartico proteasas ejemplares incluyen proteasas retrovirales, tales como la PR de tipo 1 del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1), o la PR del virus de la mieloblastosis aviar/sarcoma de Rous (AMV/RSV)
(Cameron et al., (1993) J Biol Chem. 268: 11711). Las PR poseen bolsillos de unién a sustrato que contienen al
menos 7 subsitios (S4-S3’) que interacciona con 7 aminoacidos del sustrato (P4-P3’) (Cameron et al., (1993) J Biol
Chem. 268: 11711; Cameron et al., (1994) J Biol Chem. 269: 11170). Los restos de la PR del AMV/RSV que
contribuyen a la especificidad del sustrato incluyen P62,142, M73, R105’, H7’, Q63, R10’, D41,164 (S4); H65, V104’,
R105, G106’, Q63, R10’, L35, D37’, G39, D41, G66, 167, 1108, R111 (S3); 142, 144, H65, M73, A100, A40,
D41,164, G66,167°, 11Q8 (S2); H65, V104’, R105’, G106’, S107’, R10’, L35’, D37’, D37, G39, G66, 167, 1108 (S1);
H65’, V104, R105, G106, S107, R10, L35, D37, D37’, G39’, G66’, 167, 1108 (S1°), 142’, 144’, H65’, M73’, A100’,
V104’, A40’, D41’, 164’, G66’, 167, 1108’ (S2’); y S38’, H65’, V104, R105, G106, Q63’, R10, L35, G39’, D41’, 164,
G66°, 167’, 1108, R111’ (S3’), donde los restos de aminoacidos en la segunda subunidad del dimero se indican
mediante un simbolo prima. Los restos de la PR del VIH-1 que contribuyen a la especificidad de sustrato incluyen
D30, V56, P81’, R8’, D29, 147 (S4); G48, T80, P81’ V82, R8’, L23’, D25, G27, D29, G49, 150, 184’, R87 (S3); D30,
V32, G48, V56, L76, A28, D29, 147, G49, 150’, 184 (S2); G48, T80, P81’, V82', N83’, R8’, L23’, ID25’, D25, G27,
G49, 150, 184’ (S1); G48', T80, P81, V82, N83, R8, L23, D25, D25, G27’, G49', 150’, 184 (S1’); D30, V32, G48’,
V56', L76’, T80’ (S2'); y R8, L23, 5 G27’, D29, 147", G49’, 150, 184, R87’ (S3’), donde los restos de aminoacidos en
la segunda subunidad del dimero se indican mediante un simbolo prima. Tipicamente, la modificacién de una
aspartico proteasa, tal como, por ejemplo, una proteasa retroviral, para modificar uno cualquiera o mas de los
aminoacidos en el bolsillo de unién de especificidad extendida, u otros sitios de interaccion secundaria, influye en la
especificidad o selectividad de una proteasa por un sustrato diana, incluyendo un sustrato diana de las proteinas del
complemento.

d. Metaloproteasas

Las metaloproteasas (denominadas también Zinc proteasas) incluyen las carboxipeptidasas enzimaticas digestivas,
diversas metaloproteasas de la matriz (MMP) secretadas por las células, las ADAM (un dominio desintegrina y
metaloproteasa) y proteasas lisosomales. Estas enzimas, incluyendo las ADAM y las MMP, tienen funciones en el
desarrollo embrionario, crecimiento y proliferacion celular, respuestas inflamatorias, curacién de heridas, esclerosis
multiple, artritis y progresion y metastasis del cancer (Manzetti et al., (2003) J of Computer-Aided Mol. Design, 17:
551). Algunas MMP (por ejemplo, la colagenasa) participan en la degradacion de la matriz extracelular durante la
remodelacion tisular. Por ejemplo, muchas de estas enzimas pueden escindir componentes de la membrana basal y
matriz extracelular. Algunas MMP tienen funciones en la sefalizacién celular relacionadas con su capacidad para
liberar citocinas o factores de crecimiento, tales como TNFa, TGFpB e interleucinas, de la superficie celular por
escision de pre-proteinas unidas a membranas.

Un motivo de union a cinc en el sitio activo de una metaloproteasa incluye dos restos de histidina cuyas cadenas
laterales de imidazol son ligandos para el Zn"*. Durante la catélisis, el Zn*" promueve el ataque nucleofilico sobre el
carbono carbonilo mediante el atomo de oxigeno de una molécula de agua en el sitio activo. Una base en el sitio
activo (un resto de glutamato en la carboxipeptidasa) facilita esta reaccion mediante la extraccion de un proton de la
molécula de agua atacante. Generalmente, estas enzimas tienen un motivo de unioén a cinc comun (HExxHxxGxxH)
en su sitio activo, y un giro de metionina conservado después del sitio activo. La mutacion de una cualquiera de las
histidinas anula la actividad catalitica. La especificidad del sitio activo difiere entre las metaloproteasas para alojar
diferentes estructuras peptidicas de sustratos entorno al enlace escindible. Un determinante molecular crucial de
especificidad de sustrato de las MMP es la cadena lateral del aminoacido en la posicion P1’. Por tanto, para la
escision, el subsitio S1’ es importante en la determinacion de la preferencia del enlace peptidico. Por ejemplo, el
pequeiio bolsillo S1’ de la MMP-1 y MMP-7 promueve una preferencia por restos hidréfobos pequefios mientras que
otras MMP tienen bolsillos S1’ grandes (Overall et al., (2002) Mol Biotech 22: 51). La posicion S2 también es un
determinante molecular de especificidad. Por ejemplo, entre la MMP-2 y la MMP-9, el subsitio S2 es una de las
pocas diferencias entre las hendiduras cataliticas de las MMP donde la presencia de Glu*"? en la MMP-2 frente a
As,p410 en la MMP-9 desempefia importantes funciones en la modificacion de la especificidad del sustrato. De hecho,
entre la familia mas grande de las MMP, la posicién Glu*"? es muy variable cuando esta ocupada por restos acidos,
restos hidréfobos grandes e incluso glicina. Por otro lado, la mayoria de los restos que rodean el subsitio S2 estan
estrictamente conservados entre todas las MMP (Chen et al., (2003) J Biol Chem 278: 17158). Otros determinantes
moleculares de especificidad se describen en la siguiente Tabla 13 (véase, por ejemplo, Manzetti et al., (2003) J
Computer-Aided Mol Design 17: 551). Tipicamente, la modificacion de una metaloproteasa, tal como por ejemplo
una proteasa MMP o ADAM, para cambiar uno cualquiera o mas de los aminoacidos en el bolsillo de unién de
especificidad extendida, u otros sitios de interaccion secundaria, influyen en la especificidad o selectividad de una
proteasa por un sustrato diana incluyendo un sustrato diana de las proteinas del complemento.
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Tabla 13: Determinantes estructurales para diversas metaloproteasas
S4 S3 S2 S1 ST’ S2’ S3 sS4’

MMP-3 F210 F210 | H166 | L164 | V163 L164 L164 L222
F83 A169 | H211 | V198
P221

ADAM9 F317 | V318 | V318 | M315 1344 N373 | S374 | G310
V318 | M315 | H351 H357 | A313 | T312 F333
H357 N356 N373

ADAM 10 | P391 V332 | V332 L329 L327 | V326 | N366 | T421
V332 | P391 H392 | H392 | T379
W331 | N387 A418

e. Treonina

Las treonina proteasas incluyen las proteosoma hidrolasas. El proteosoma es un complejo proteico grande con
forma de barril constituido por subunidades alfa y beta. Las subunidades beta proporcionan la maquinaria catalitica
que se encuentra dentro de los dos anillos centrales del complejo. Tipicamente, en cada sitio activo, en el
mecanismo de catalisis de la subunidad beta cataliticamente activa participa una treonina N-terminal conservada.
Las subunidades beta comienzan a activarse cuando el extremo N se escinde, haciendo que la treonina, tal como
las treoninas cataliticas, en el resto N terminal se exponga en la superficie luminal. La hidrdlisis se inicia por un
ataque de un enlace amida por el nucledfilo hidroxilo en la maquinaria catalitica. Los determinantes de especificidad
estructural de las subunidades beta del proteosoma se han determinado tal como, por ejemplo, usando bibliotecas
de inhibidores covalentes basados en péptidos del proteosoma (véase, por ejemplo, Groll et al., (2002) Chem Biol 9:
655; Zhang et al., (2003) EMBO J, 22: 1488).

D. Proteinas armazoén

Se describen las proteinas armazén. Las proteinas armazoén incluyen cualquier proteasa de tipo silvestre siempre
que sean proteasas que no pertenezcan al complemento y también incluyen variante alélicas o especies, o partes
cataliticamente activas de las mismas. Las proteinas armazon que pueden usarse para dirigir (es decir, escindir) uno
cualquiera o mas de los sustratos de la ruta del complemento. Tipicamente, dicha escisién produce la inactivacion
de una ruta del complemento. En algunos casos, dicha escision puede producir la activacion del complemento. Por
tanto, dichas proteinas armazén pueden usarse como agentes terapéuticos dirigiendo sustratos de la ruta del
complemento para, por ejemplo, inhibir la activacion del complemento que esta asociada con la etologia de diversas
enfermedades o trastornos. Las proteinas armazoén también son cualquiera de las proteinas que puedan modificarse
para escindir un sustrato diana. Entre estas se encuentran las proteasas armazoén, cuya especificidad por el sustrato
diana puede modificarse. Las proteinas armazoén, incluyendo las proteasas, pueden modificarse en uno cualquiera o
mas aminoacidos de tal manera que la proteina resultante presente una especificidad o selectividad modificada por
cualquiera de uno o mas de los componentes proteicos de la ruta del complemento y/o module una actividad de una
proteina o ruta del complemento. Por ejemplo una proteasa modificada puede tener una especificidad de sustrato
modificada de tal manera que la proteasa modificada escinde preferentemente un componente de sustrato diana de
la ruta del complemento en comparacion con un sustrato no diana, tal como por ejemplo un sustrato nativo de una
proteasa armazoén de tipo silvestre. En una realizacion, la especificidad por un sustrato diana puede aumentarse en
comparacion con la especificidad de una proteasa armazon o de tipo silvestre. En otro ejemplo, una proteina
modificada puede presentar una selectividad por un componente del complemento de tal manera que la capacidad
de una proteasa modificada para escindir un sustrato particular es mayor que la de cualquier otro sustrato diana por
el cual la proteasa modificada también puede presentar especificidad. Adicionalmente, una proteasa modificada
puede escindir un sustrato diana, tal como por ejemplo cualquiera de una o mas proteinas de una ruta del
complemento y modular una actividad de una ruta del complemento.

Se describen proteasas armazon ejemplares que pueden usarse para escindir cualquiera de una o mas proteinas
del complemento o que pueden usarse como un molde para realizar modificaciones en la proteasa para aumentar la
especificidad o la actividad del sustrato hacia una o mas de las proteinas del complemento. Las proteasa armazén
incluyen cualquier proteasa no perteneciente al complemento que es una cualquiera de las clases de serina,
cisteina, aspartico, metalo- o treonina proteasas. Las proteasas armazoén ejemplares se indican en la Tabla 14 y se
describen en el presente documento. Las proteasas armazon incluyen variantes alélicas e isoformas de cualquier
proteina, incluyendo los polipéptidos de proteasas armazoén ilustrados en cualquiera de las SEC ID Nos: 2, 4, 8, 71,
73,75, 77,79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123,
125, 127, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168,
170,172,174, 176, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214,
216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238, 240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260,
262, 264, 266, 268, 269, 270, 272, 274, 276, 278, 280, 282, 284, 286, 287, 289, 291, 293, 295, 297, 373, 375, 377,
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379, 381, 383, 385, 387, 544, 545, 547, 549 y 551

Una proteina armazén o una proteasa armazon puede producirse o aislarse mediante cualquier método conocido en
la técnica incluyendo el aislamiento a partir de fuentes naturales, aislamiento de proteinas producidas de forma
recombinante en células, tejidos y organismos y mediante métodos recombinantes y mediante métodos que incluyen
etapas simuladas por ordenador, métodos sintéticos y cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la
materia. La Tabla 14 indica proteasas armazon ejemplares (véase también, por ejemplo, www.merops.sanger.ac.uk).
En la tabla se representan los identificadores de secuencia (SEC ID N°:) para la secuencia de nucleétidos y la
secuencia precursora de aminoacidos codificada para cada una de las proteasas candidatas ejemplares. En la tabla
también se indican los aminoacidos codificados correspondientes al péptido de sefal o a la secuencia propeptidica
para producir una proteina madura. Adicionalmente, también se indican los aminoacidos que designan el dominio
proteasa (es decir, la unidad peptidasa), asi como los restos del sitio activo que constituyen, por ejemplo, la triada
catalitica de la proteasa respectiva. Dado que las interacciones son dinamicas, las posiciones de los aminoacidos
indicadas son por referencia e ilustracion. Las posiciones indicadas reflejan una serie de loci que varian en 2, 3, 4, 5
0 mas aminoacidos. También existen variaciones entre variantes alélicas y variantes de especies. Los expertos en la
materia pueden identificar secuencias correspondientes por comparacion visual u otras comparaciones incluyendo
algoritmos y programas informaticos facilmente disponibles.
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Los armazones de proteasa descritos en el presente documento pueden ser granzima B, granzima A, granzima M,
catepsina G, MT-SP1, elastasa de neutréfilos, quimasa, alfa triptasa, beta triptasa | o Il, quimotripsina, colagenasa,
factor Xll, factor Xl, factor ClI, factor X, trombina, proteina C, activador de plasminégeno u (u-PA), activador de
plasmindgeno t (t-PA), plasmina, calicreina plasmatica, quimotripsina, tripsina, una catepsina, papaina, cruzaina, una
metaloproteasa y variaciones alélicas, isomorfas y partes cataliticamente activas de las mismas. Dichas proteasas
pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento para dirigir uno o mas sustratos diana de una
ruta del complemento. Dichas proteasas también pueden modificarse para tener especificidad o selectividad
modificada por uno cualquier o mas de los componentes proteicos de la ruta del complemento y/o para modular una
actividad de una proteina o ruta del complemento. Las proteasas o proteasas modificadas pueden usarse en los
métodos descritos en el presente documento para modular la activacion del complemento, y por tanto pueden
usarse como agentes terapéuticos para tratar cualquier enfermedad o trastorno mediado por complemento. De
acuerdo con la presente invencion, el armazén de proteasa es una MT-SP1. Las modificaciones de aminoacidos en
la MT-SP1 se realizan para modificar la especificidad y/o selectividad para un sustrato diana de las proteinas del
complemento.

1. Proteasas armazén modificadas

Practicamente todos los aspectos de una proteasa pueden modificarse, incluyendo la especificidad de secuencia del
sustrato de la enzima, la termoestabilidad, el perfil de pH, la eficacia catalitica, la estabilidad oxidativa y la funcién
catalitica. En el presente documento se proporcionan proteasas modificadas que presentan especificidad y/o
selectividad aumentada a una cualquiera o mas proteinas del complemento en comparacion con una proteasa
armazoén. Las proteasas pueden modificarse usando cualquier método conocido en la técnica para la modificacion
de proteinas. Dichos métodos incluyen mutagénesis dirigida y al azar. Pueden usarse ensayos tales como los
ensayos para la funcion biolégica de la activacion del complemento proporcionados en el presente documento y
conocidos en la técnica para evaluar la funcién bioldgica de una proteasa modificada para determinar si la proteasa
modificada se dirige a un sustrato para la escision e inactivacion. En el presente documento se describen métodos
ejemplares para identificar una proteasa y las proteasas modificadas.

Por ejemplo, puede emplearse cualquiera de una diversidad de estrategias generales para el desarrollo dirigido a
proteinas basadas en mutagénesis. Cualquiera de estas, sola o en combinacién, puede usarse para modificar un
polipéptido tal como una proteasa para conseguir especificidad y/o selectividad modificadas por un sustrato diana.
Dichos métodos incluyen mutagénesis al azar, en la que los aminoacidos en la secuencia de proteina de partida se
reemplazan por todos (o un grupo) de los 20 aminoacidos en sustituciones sencillas o mdltiples en diferentes
posiciones de aminoacidos sobre la misma molécula, al mismo tiempo. Otro método, la mutagénesis al azar
restringida, introduce todos o algunos de los 20 aminoacidos o restos sesgados de ADN. El sesgo se basa en la
secuencia del ADN y no en la de la proteina de una manera estocastica o semiestocastica, respectivamente, dentro
de regiones restringidas o predefinidas de la proteina que se sabe de antemano que estan implicadas en la actividad
biolégica a “desarrollar”. En la solicitud de Estados Unidos relacionada N° 10/677.977 se describen métodos
ejemplares para generar proteasas modificadas.

Adicionalmente, puede usarse cualquier método conocido en la técnica para modificar o alterar una secuencia
polipeptidica de proteasa.

Entre los polipéptidos modificados descritos en el presente documento existen proteasas con una o mas
modificaciones en comparacion con una proteasa armazoén. Los polipéptidos de proteasa modificados incluyen
aquelloscon 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 35 17, 18, 19, 20 o mas posiciones modificadas. Las
proteasas modificadas descritas en el presente documento conservan su capacidad proteasa pero presentan una
especificidad alterada (es decir, aumentada) hacia una cualquiera o mas de los sustratos diana de las proteinas del
complemento en comparacion con un sustrato natural de la proteasa y/o presentan una selectividad alterada para
una cualquiera o mas de las proteinas del sistema del complemento. Una proteasa modificada especifica para una
cualquiera o mas de las proteinas del complemento puede generarse de manera racional o empirica mediante: (a)
direccionamiento racional a sitios que complementan una secuencia de escisién de un sustrato del complemento
diana reconocido por una proteasa conocida tal como, por ejemplo, el Factor | del complemento o, (b) ensayo
empirico de una biblioteca de proteasas modificadas en ensayos funcionales para la activacion de la cascada del
complemento.

a. Maodificacion racional

Se describen métodos para modificar racionalmente una proteasa para aumentar la especificidad y/o selectividad
por un sustrato diana, tal como una cualquiera o mas proteinas del complemento. En dicho método, se conoce una
secuencia de escision del sustrato diana. Los sitios de escision dentro de las proteinas diana se identifican mediante
los siguientes criterios: 1) se localizan sobre la superficie expuesta de la proteina; 2) se localizan en regiones que
estan desprovistas de estructura secundaria (es decir, no en laminas P o hélices), como se determina mediante
estructura atdmica o algoritmos de prediccion estructural (estas regiones tienden a formar bucles sobre la superficie
de las proteinas o tallos sobre los receptores de la superficie celular); 3) se localizan en sitios que probablemente
inactivan la proteina, basandose en su funcion conocida. Las secuencias de escision tienen, por ejemplo, cuatro
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restos de longitud para coincidir con la especificidad de sustrato extendida de muchas proteasas, pero pueden ser
mayores 0 mas cortas.

El Factor | es una serina proteasa que funciona como un regulador natural de la activacion del complemento
escindiendo C3b y C4b. El Factor | escinde e inactiva C3b y C4b después de la activacion por la convertasa en C3 y
C4, respectivamente, y libera C3a y C4a. Las secuencias de escision peptidica reconocidas por el Factor | incluyen
LPSR (SEC ID N°: 388) y SLLR (SEC ID N°: 389) en C3 y HRGR (SEC ID N°: 390) en C4 (véase, por ejemplo, Davis
et al., (1982) Biochemistry 21: 5745); Harrison et al., (1980) Sol. Immunology 17: 9; Kai et al., (1980) J Immunol. 125:
2409). En el presente documento se proporcionan métodos para disefiar racionalmente el bolsillo de unidon de
especificidad de una proteasa para reconocer y escindir especificamente los sustratos del Factor |, incluyendo C3 y
C4 asi como iC3, C3b, iC4 y C4b, inhibiendo de esta manera la activacion del complemento. Se proporcionan
productos que escinden sustratos del Factor I.

Como un ejemplo, las proteasas modificadas con especificidad alterada especificamente por una secuencia diana
del Factor | se generan mediante una estrategia de disefio basado en la estructura. Cada proteasa tiene una serie
de aminoacidos que revisten el bolsillo del sitio activo y establecen contacto directo con un sustrato. Los
aminoacidos que revisten el bolsillo del sitio activo de una proteasa se denominan S1-S4 y los sitios de contacto del
sustrato respectivo se denominan P1-P4. La identidad de los aminoacidos que contienen el bolsillo S1-S4 del sitio
activo determina la especificidad por el sustrato de ese bolsillo en particular. En el presente documento se describen
aminoacidos que forman el bolsillo de uniéon al sustrato de proteasas ejemplares. Generalmente, la especificidad de
sustrato de una proteasa se conoce o puede determinarse tal como, por ejemplo, mediante modelado molecular
basandose en estructuras tridimensionales del complejo de una proteasa y sustrato (véase, por ejemplo, Wang et
al., (2001) Biochemistry 40(34): 10038; Hopfner et al., Structure Fold Des. 1999 7(8): 989; Friedrich et al., (2002) J
Biol Chem 277(3): 2160; Waugh et al., (2000) Nat Struct Biol. 7(9): 762). En un ejemplo, los aminoacidos que
participan en el bolsillo de union a sustrato S1-S4 de la MT-SP1 son los siguientes (basandose en la numeracion de
la quimotripsina): 189, 190, 191, 192, 216 y 226 (S1); 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 99 (S2); 146, 192, 217, 218 (S3);
96, 97, 98, 99, 100, 168, 169, 170, 170A, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 178, 179, 180, 215, 217, 224 (S4). En otro
ejemplo, los aminoacidos en una proteasa de la familia de la papaina que contribuyen a la especificidad de P2
(numeracién de papaina convencional) incluyen los aminoacidos 66-68, 133, 157, 160 y/o 215. La modificacion de
uno cualquiera o mas de los aminoacidos que constituyen el sitio activo S1-S4 de una proteasa alteraria la
especificidad de sustrato de esa proteasa. Por ejemplo, una mutacion en la posicion 99 en el bolsillo S2 de una
serina proteasa, tal como por ejemplo, una MT-SP1 proteasa, por un aminoacido mas pequefio confiere una
preferencia por restos hidrofobos mas grandes en la posicion P2 del sustrato. Usando este proceso de mutagénesis
selectiva, pueden generarse proteasas con especificidades de sustrato para la secuencia de escision del Factor .

En un ejemplo, pueden realizarse mutaciones puntuales en los aminoacidos que contribuyen al bolsillo de unién de
especificidad de una proteasa, particularmente en uno cualquiera o mas restos de aminoacidos S1-S4 que
contribuyen a la especificidad del sustrato P1-P4. Generalmente, los restos de aminoacidos que contribuyen a la
especificidad P1-P4 de una proteasa pueden reemplazarse racionalmente de tal manera que se produzca el sitio de
escision del sustrato diana reconocido por el Factor I. En un ejemplo, una proteasa puede modificarse para
reconocer la secuencia de escision diana LPSR/KI en la que uno cualquiera o mas aminoacidos en la posicion S4
pueden modificarse para reconocer una leucina en la posicién P4, uno cualquiera o mas aminoacidos en la posiciéon
S3 puede modificarse para reconocer una prolina en la posicion P3, uno cualquiera o mas aminoacidos en la
posicion S2 puede modificarse para reconocer una serina en la posicion P2 y uno cualquiera o mas aminoacidos en
la posicion S1 puede modificarse para reconocer una arginina en la posicion P1. En otro ejemplo, una proteasa
puede modificarse para reconocer la secuencia de escisién diana SLLR/SE en la que uno cualquiera o mas de los
aminoacidos en la posicién S4 puede modificarse para reconocer una serina en la posicion P4, uno cualquiera o mas
aminoacidos en la posicion S3 puede modificarse para reconocer una leucina en la posicién P3, uno cualquiera o
mas de los aminoacidos en la posicion S2 puede modificarse para reconocer una leucina en la posicion P2 y uno
cualquiera o mas de los aminoacidos en la posicion S1 puede modificarse para reconocer una arginina en la
posicion P1. En un ejemplo adicional, puede modificarse una proteasa para reconocer la secuencia de escision
diana HRGR/TL en la que uno cualquiera o0 mas aminoacidos en la posicidon S4 puede modificarse para reconocer
una histidina en la posicién P4, uno cualquiera o mas aminoacidos en la posicién S3 puede modificarse para
reconocer una arginina en la posicion P3, uno cualquiera o mas aminoacidos en la posicion S2 puede modificarse
para reconocer una glicina en la posicion P2 y uno cualquiera o mas aminoacidos en la posicién S1 puede
modificarse para reconocer una arginina en la posicion P1. En algunos casos, mutaciones en serina proteasas han
demostrado que cada uno de los subsitios que forman el sitio activo (S1-S4) funciona independientemente entre si,
de tal manera que la modificaciéon de especificidad en un subsitio tiene poca influencia sobre la especificidad en
subsitios adyacentes. Por tanto, la modificacion por ingenieria genética de la especificidad de sustrato y/o la
selectividad a través del sitio de unién extendido puede conseguirse de una manera gradual.

Por ejemplo, una proteasa con una baja especificidad por un resto en un sitio de unién particular o por una
secuencia particular esta alterada en su especificidad por medio de mutaciones puntuales en el bolsillo de unién a la
secuencia sustrato. En algunos casos, el mutante resultante tiene un aumento mayor que 1,5, 2, 5, 8 o 10 veces, o
incluso mayor, en especificidad en un sitio para una secuencia particular con respecto al tipo silvestre. En otro
ejemplo, el mutante resultante tiene un aumento mayor de 100 veces en especificidad en un sitio para una
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secuencia particular con respecto al tipo silvestre. En otro ejemplo, el mutante resultante tiene un aumento de mas
de 1000 veces en especificidad en un sitio o para una secuencia particular con respecto al tipo silvestre.

En un ejemplo, la proteasa MT-SP1 de tipo silvestre que tiene una preferencia P1-P4 por una secuencia de escision
diana de Arg/Lys en P4, restos basicos o GIn en P3, restos pequefios en P2 y Arg o Lys en P1 puede modificarse
para que la secuencia de escision del Factor | de LPSR, SLLR o HRGR se reconozca por una proteasa MT-SP1
(véase Tabla 15). En dicho ejemplo, la posicion S1 de la MT-SP1 modificada no se cambia dado que el resto de
arginina en el sitio P1 esta conservado entre el sitio de escision del sustrato diana de MT-SP1 y los sitios de escision
del Factor I. Los restos de aminoacidos en uno cualquiera o mas de los subsitios S2-S4 de la MT-SP1 pueden
modificarse en solitario o en combinacion para aumentar la especificidad y/o selectividad por una secuencia de
escision del Factor |. Por ejemplo, para modificar una MT-SP1 indicada en la SEC ID N°: 2 o 10 para que tenga una
especificidad y/o selectividad aumentada por una secuencia de escisién del Factor | de SLLR en C3b, las
modificaciones en la posicién S4 de la MT-SP1 para reconocer una serina en la posicion P4 del sustrato pueden
incluir modificaciones de aminoacidos Q174H, D217Q, D217N, D217H, D96A, D96V, D96F, D96S y/o D9I6T,
basandose en la numeracion de la quimotripsina; la modificacion en la posicion S3 de la MT-SP1 para reconocer una
leucina en la posicion P3 del sustrato puede incluir modificaciones de aminoacidos Q192L, Q192I, Q192F y/o Y146F,
basandose en la numeracion de la quimotripsina; y/o las modificaciones en la posiciéon S2 de la MT-SP1 para
reconocer una leucina en la posicién P2 del sustrato pueden incluir las modificaciones de aminoacidos F99A, FO9V,
F99S y/o F99G, basandose en la numeracion de la quimotripsina. En otro ejemplo, para modificar una MT-SP1
indicada en la SEC ID N°: 2 o 10 para que tenga una especificidad y/o selectividad aumentada por una secuencia de
escision del Factor | de LPSR en C3b, las modificaciones en la posicién S4 de la MT-SP1 para reconocer una
leucina en la posiciéon P4 del sustrato pueden incluir las modificaciones de aminoacidos W215F, W215Y, Q174F,
Q174V, Q174L, Q174Y y/o M180E, basandose en la numeracion de quimotripsina; las modificaciones en la posicion
S3 de la MT-SP1 para reconocer una prolina en la posicion P3 del sustrato pueden incluir modificaciones en los
aminoacidos Q192K, Q192R, Q192R, basandose en la numeracion de la quimotripsina; y/o las modificaciones en la
posicion S2 de la MT-SP1 para reconocer una serina en la posicion P2 del sustrato pueden incluir modificaciones del
aminoacido F99Y, basandose en la numeracion de la quimotripsina. En un ejemplo adicional, para modificar una MT-
SP1 indicada en la SEC ID N°: 2 o 10 para que tenga especificidad y/o selectividad aumentada por una secuencia de
escision del Factor | de HRGR en C4b, las modificaciones en la posicion S4 de la MT-SP1 para reconocer una
histidina en la posicion P4 del sustrato pueden incluir las modificaciones de aminoacidos W215F, W215Y, Q174A,
Q174V, Q174F, Q174R y/o Q174K, basandose en la numeracion de la quimotripsina; las modificaciones en la
posicion S3 de la MT-SP1 para reconocer una arginina en la posicion P3 del sustrato pueden incluir las
modificaciones de los aminoacidos D217A, D217V y/o Q192E, basandose en la numeracion de la quimotripsina; y/o
la modificacion en la posicion S2 de la MT-SP1 para reconocer una glicina en la posicion P2 del sustrato puede
incluir las modificaciones de aminoacidos F99W, F99Y y/o F99D, basandose en la numeracion de la quimotripsina.
En la Tabla 15 se resumen modificaciones ejemplares de una proteasa MT-SP1 armazoén. También se contemplan
combinaciones de modificaciones de las posiciones indicadas. Puede emplearse cualquier método conocido en la
técnica para efectuar mutaciones de uno cualquiera o mas aminoacidos en una proteina diana. Los métodos
incluyen mutagénesis dirigida convencional (usando, por ejemplo, un kit tal como el kit QuikChange disponible en
Stratagene) de moléculas de acido nucleico codificantes, o mediante métodos de sintesis de polipéptidos en fase
solida.

Tabla 15: Modificaciones ejemplares en MT-SP1 para alterar la especificidad diana de la secuencia de
escision del Factor |

S4 S3 S2
D96 Q174 M180 | w215 D217 Y146 Q192 F99
SLLR AV, F, ST H Q N, H F L ILF AV, S, G
LPSR F,V,L,Y E F,Y K.R Y Y
HRGR AV, F,R K F,Y AV E W, Y

i. Sintesis de bibliotecas de exploracion posicional y seleccién usando fluorescencia

Una proteasa, modificada en uno cualquiera o mas de los subsitios S1-S4 puede verificarse con respecto a la
especificidad de sustrato P1-P4 en cualquier subsitio dado usando una biblioteca combinatoria sintética de
exploracioén posicional (PS-SCL) que contiene una biblioteca combinatoria de sustratos fluorogénicos (Harris et al.,
(2000) PNAS 97: 7754; documentos US 2004/0175777; US 2004/0146938). Una estrategia PS-SCL permite
determinar de manera rapida y facil la especificidad del sustrato proteolitico en uno cualquier o mas de los subsitios
del sitio activo S1-S4. Una estrategia PS-SCL implica el uso de bibliotecas de péptidos mediante las cuales una
posicion en la biblioteca se mantiene constante, mientras que las restantes posiciones estan constituidas por todas
las combinaciones de los aminoacidos usados para preparar la biblioteca. Puede usarse una biblioteca combinatoria
de sustratos peptidicos fluorogénicos, tal como por ejemplo un sustrato peptidico fluorogénico de 7-amino-
metilcoumarina (AMC) o un sustrato peptidico fluorogénico de 7-amino-4-carbamoilmetilcoumarina (ACC), para
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ensayar la actividad de una proteasa modificada, liberandose un resto fluorogénico de un sustrato peptidico tras la
accion de la proteasa. Los expertos en la materia apreciaran que estos métodos proporcionan una amplia diversidad
de formatos de bibliotecas alternativos. En un ejemplo, una proteasa puede perfilarse con una biblioteca de diversos
P1. Una biblioteca tetrapeptidica de diversos P1 contiene tetrapéptidos fluorogénicos ACC o AMC, con lo que la
posicion P1 se mantiene sistematicamente constante mientras que las posiciones P2, P3 y P4 contienen una mezcla
equimolar de uno cualquiera o mas de los 20 aminoacidos. Una biblioteca de P1 fijo ACC permite la verificacion de
las especificidades P4, P3 y P2 de una cualquiera de las proteasas modificadas. En otro ejemplo, la fijacion de la
posicién P2 como un aminoacido hidréfobo grande puede eludir la escision interna preferente por proteasas de
plegamiento de papaina y conducir a un registro adecuado de la secuencia del sustrato. La determinacion y
consideracion de limitaciones particulares relevantes con respecto a cualquier enzima particular o método de
determinacion de especificidad de la secuencia sustrato se encuentran dentro de la capacidad de un experto en la
materia.

Los expertos en la materia reconoceran que existen muchos métodos para preparar los péptidos. En un ejemplo, la
biblioteca de sustrato se explora uniendo un sustrato marcado fluorogénicamente a un soporte sélido. En un
ejemplo, el grupo fluorogénico saliente del péptido sustrato se sintetiza mediante condensacion de un derivado N-
Fmoc de coumarina, a un engarce Rink inestable a acidos para proporcionar la resina ACC (Backes et al., (2000)
Nat Biotechnol. 18: 187). La retirada de Fmoc produce una amina libre. A la amina pueden acoplarse aminoacidos
naturales, no naturales y modificados que pueden elaborarse mediante el acoplamiento de aminoacidos adicionales.
En un ejemplo, el grupo fluorogénico saliente puede ser 7-amino-4-metilcoumarina (AMC) (Harris et al., (2000)
PNAS 97: 7754). Después de finalizar la sintesis del péptido, el conjugado de péptido-resto fluorogénico puede
escindirse del soporte soélido, o como alternativa, el conjugado puede permanecer encadenado al soporte solido.

Tipicamente, un método para la preparacion de un péptido fluorogénico o un material que incluye un péptido
fluorogénico incluye: (a) proporcionar un primer conjugado que contiene un resto fluorogénico unido covalentemente
a un soporte solido; (b) poner en contacto el primer conjugado con un primer resto de aminoacido protegido y un
agente activador, formando asi un enlace peptidico entre un grupo carboxilo y el nitrégeno de amina del primer
conjugado; (c) desproteger, formando asi un segundo conjugado que tenga un resto amina reactivo; (d) poner en
contacto el segundo conjugado con un segundo aminoacido protegido y un agente activador, formando asi un enlace
peptidico entre un grupo carboxilo y el resto amina reactivo; y (e) desproteger, formando asi un tercer conjugado que
tiene un resto amina reactivo. En una realizacion ejemplar, el método incluye adicionalmente: (f) poner con contacto
el tercer conjugado con un tercer aminoacido protegido y un agente activador, formando asi un enlace peptidico
entre un grupo carboxilo y el resto amina reactivo; y (e) desproteger, formando asi un cuarto conjugado que tiene un
resto amina reactivo. En un ejemplo, el método incluye adicionalmente: (f) poner en contacto el tercer conjugado con
un tercer aminoacido protegido y un agente activador, formando de este modo un enlace peptidico entre el grupo
carboxilo y el resto amina reactivo; y (e) desproteger, formando de este modo un cuarto conjugado que tenga un
resto amina reactivo.

Para los aminoacidos que son dificiles de acoplar (por ejemplo, lle, Val, etc.), pueden permanecer sobre el soporte
aminoacidos libres que no han reaccionado y complicar la sintesis posterior y las operaciones del ensayo. Una etapa
de proteccién especializada que emplea el éster activo de 3-nitrotriazol de acido acético en DMF acila eficazmente la
anilina restante. La coumarina protegida con acido acético resultante que puede estar presente en la solucion de
secuencia de sustrato no purificada generalmente no es una secuencia sustrato de proteasa.

La sintesis peptidica en fase sélida en la que el aminoacido C terminal de la secuencia esta unido a un soporte
insoluble seguido por la adicion secuencial de los demas aminoacidos de la secuencia es un método ilustrativo para
preparar la estructura peptidica de los polipéptidos proporcionados en el presente documento. Describen técnicas
para la sintesis en fase solida Narany y Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis; paginas 3-284 en The Peptides:
Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2; Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Gross y Meienhofer, eds.
Academic press, N. Y., (1980); y Stewart et al., (1984) Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed. Pierce Chem. Co.,
Rockford, lll. La sintesis en fase soélida se realiza mas facilmente con sintetizadores peptidicos disponibles en el
mercado utilizando quimica Fmoc o t-BOC.

Por ejemplo, la sintesis peptidica puede realizarse usando la quimica de sintesis Fmoc bien conocida. Por ejemplo,
las cadenas laterales de Asp, Ser, Thry Tyr se protegen usando t-butilo y la cadena lateral del resto Cys usando S-
trililo y S-t-butiltio, y los restos Lys se protegen usando t-Boc, Fmoc y 4-metiltritilo. Los reactivos de aminoacidos
protegidos apropiadamente se encuentran disponibles en el mercado o pueden prepararse usando métodos
reconocidos en la técnica. El uso de grupos protectores multiples permite el desbloqueo selectivo y el acoplamiento
de un fluoréforo a cualquier cadena lateral deseada particular. Por tanto, por ejemplo, la desproteccion de t-Boc se
consigue usando TFA en diclorometano. La desproteccion de Fmoc se consigue usando, por ejemplo, piperidina al
20% (v/v) en DMF o N-metilpirrolidona, y la desproteccion de 4-metiltritilo se consigue usando, por ejemplo, TFA del
1 al 5% (v/v) en agua o TFA al 1% vy triisopropilsilano al 5% en DCM. La desproteccion de A-t-butiltio se consigue
usando, por ejemplo, mercaptoetanol acuoso (10%). La retirada de grupos t-butilo, t-boc y S-tritilo se consigue
usando, por ejemplo, TFA:fenol:agua:tioaniso:etanoditio (85:5:5:2,5:2,5), o TFA:fenol:agua (95:5:5).

La diversidad en cualquier posicion o combinacién particular de posiciones puede introducirse usando una mezcla
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de al menos dos, seis, 12, 20 o mas aminoacidos para extender la cadena peptidica. Las mezclas de aminoacidos
pueden incluir cualquier cantidad util de un aminoacido particular en combinacién con cualquier cantidad Gtil de uno
0 mas aminoacidos diferentes. En una realizacién, la mezcla es una mezcla isocinética de aminoacidos (una mezcla
en proporciones adecuadas para permitir una reactividad equimolar de todos los componentes).

Las proteasas modificadas pueden combinarse para adquirir la especificidad de multiples proteasas modificadas.
Una mutaciéon en un resto de un armazoén, que proporciona especificidad en un sitio, se combina en la misma
proteasa con otra mutacién en otro sitio del armazoén para construir una proteasa de especificidad combinada. Puede
usarse cualquier nimero de mutaciones en sitios discretos sobre el mismo armazén para crear una proteasa de
especificidad combinada.

Las proteasas modificadas, tales como, por ejemplo, una proteasa MT-SP1 modificada, que coinciden con el perfil
de especificidad deseado, después pueden someterse a ensayo usando sustratos peptidicos fluorogénicos
individuales correspondientes a la secuencia de escision deseada. Un método para ensayar una proteasa
modificada que puede escindir una cualquiera o0 mas de las secuencias de escision del Factor | incluye: (a) poner en
contacto una muestra fluorogénica peptidica (que contiene una secuencia de escision del Factor I) con una proteasa,
de tal manera que se libere un resto fluorogénico de una secuencia sustrato peptidica tras la accién de la proteasa,
produciéndose asi un resto fluorescente; y (b) observar si la muestra experimenta un cambio detectable de
fluorescencia, siendo el cambio detectable una sefal de la presencia de la proteasa enzimaticamente activa en la
muestra. En dicho ejemplo, puede crearse un tetrapéptido ACC o AMC, tal como Ac-SLLR-AMC o Ac-HRGR-AMC, e
incubarse con una proteasa modificada y la actividad de la proteasa puede evaluarse ensayando con respecto a la
liberacién del resto fluorogénico.

El ensayo de una proteasa en una solucién requiere simplemente afiadir una cantidad de la solucidn madre de una
proteasa a un péptido indicador de proteasa fluorogénico y medir el aumento posterior de fluorescencia o la
disminucion en la banda de excitacién en el espectro de absorcién. La solucion y el indicador fluorogénico también
pueden combinarse y someterse a ensayo en un “tampon de digestion” que optimiza la actividad de la proteasa. Los
expertos en la materia conocen bien tampones adecuados para someter a ensayo la actividad proteasa. En general,
se selecciona un tampdn con un pH que corresponde al pH éptimo de la proteasa particular. Por ejemplo, un tampén
particularmente adecuado para ensayar la actividad de la elastasa contiene fosfato de sodio 50 mM, EDTA 1 mM a
pH 8,9. La medicién se realiza mas facilmente en un fluorémetro, un instrumento que proporciona una fuente de luz
de “excitacion” para el fluoréforo y después mide la luz emitida posteriormente a una longitud de onda particular. La
comparacion con una solucion indicadora de control que carece de proteasa proporciona una medida de la actividad
proteasa. El nivel de actividad puede cuantificarse de manera exacta generando una curva patron para la
combinacién proteasal/indicador en la que se determina la tasa de cambio en cuanto a la fluorescencia producida por
la soluciones proteasa de actividad conocida.

Aunque la deteccion de los compuestos fluorogénicos se puede conseguir usando un fluorémetro, la deteccion
también puede conseguirse mediante diversos métodos distintos bien conocidos por los expertos en la materia. Por
tanto, por ejemplo, cuando los fluoréforos emiten en las longitudes de onda visibles, la detecciéon puede realizarse
simplemente por inspeccion visual de fluorescencia en respuesta a la excitacion por una fuente de luz. La deteccién
también puede realizarse por medio de un sistema de analisis de formaciéon de imagenes utilizando una camara de
video conectada a un digitalizador u otro sistema de obtencion de imagenes. La deteccion también puede realizarse
por visualizacion a través de un filtro, tal como un microscopio de fluorescencia. El microscopio puede proporcionar
una sefal que simplemente visualiza el operador. Como alternativa, la sefial puede registrarse en una pelicula
fotografica o usando un sistema de analisis de video. La sefial también puede cuantificarse simplemente en tiempo
real usando un sistema de analisis de imagenes o un fotdmetro.

Por tanto, por ejemplo, un ensayo basico de la actividad proteasa de una muestra implica suspender o disolver la
muestra en un tampon (al pH éptimo de la proteasa particular que se esté ensayando), afiadir al tampon un indicador
peptidico de proteasa fluorogénico y controlar el cambio resultante en fluorescencia usando un espectrofluorometro
como muestran, por ejemplo, Harris et al., (1998) J Biol Chem 273: 27364. El espectrofluorémetro se ajusta para
excitar el fluoréforo a la longitud de onda de excitacion del fluoréforo. El indicador de proteasa fluorogénico es una
secuencia sustrato de una proteasa que cambia en fluorescencia debido a una proteasa que escinde el indicador.

Las proteasas modificadas también se ensayan para averiguar si escindiran la secuencia deseada cuando se
presentan en el contexto de la proteina de longitud completa. Las proteinas sustrato diana que contienen sitios de
escision del Factor | estan en las secuencias C3 y C4, especificamente en C3b y C4b que se generan a partir de C3
y C4, respectivamente, después de activacion por convertasa. El Factor | también escinde iC3 e iC4 que son formas
de especies modificadas de C3 y C4. En el presente documento se describen métodos para evaluar la escision de
una proteina diana y/o son bien conocidos en la técnica. En un ejemplo, una proteina del complemento purificada,
C3b, C4b, iC3 0 iC4, puede incubarse en presencia o ausencia de una proteasa modificada y el suceso de escision
puede controlarse mediante SDS-PAGE seguido de tincion con Azul Brillante de Coomassie para la proteina y
analisis de los productos de escisidon usando densitometria. La actividad de la proteina diana también se sometié a
ensayo, tal como, por ejemplo, a un ensayo de hemolisis, usando los métodos descritos en el presente documento o
bien conocidos en la técnica, para verificar que el suceso de escision ha destruido su funcion.
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b. Modificacién empirica

Puede generarse una biblioteca de proteasas modificadas mediante mutacién de uno cualquiera o mas restos de
aminoacidos de una proteasa usando un método cominmente conocido en la técnica (véase también la solicitud de
Estados Unidos publicada N° 2004/0146938). La biblioteca de proteasas modificadas puede ensayarse en ensayos
funcionales de activacion del complemento para determinar si son “Aciertos” para inhibir la activacion del
complemento. Puede identificarse el sustrato del complemento diana de la proteasa modificada y puede
determinarse la secuencia de escision peptidica.

En un ejemplo, uno cualquiera o mas de los aminoacidos de una proteasa se mutan usando cualquier kit de
mutagénesis dirigida convencional tal como por ejemplo QuikChange (Stratagene). En otro ejemplo, se mutan uno
cualquiera o mas aminoacidos de una proteasa mediante mutagénesis de saturacion de restos del sitio activo. En
este ejemplo, los restos que forman el bolsillo S1-S4 de una proteasa (estando la proteasa en contacto con los
restos P1-P4 del sustrato peptidico) y/o que se ha demostrado que son determinantes importantes de la
especificidad, se mutan por todos los aminoacidos posibles, tanto en solitario como en combinacion. En algunos
casos, existe una escasa (si la hubiera) interaccion entre los bolsillos S1-S4 del sitio activo, de tal manera que cada
bolsillo parece reconocer y unirse al resto correspondiente de la secuencia sustrato peptidica independientemente
de otros bolsillos. Por tanto, los determinantes de especificidad generalmente pueden cambiarse en un bolsillo sin
afectar a la especificidad de los otros bolsillos. En un ejemplo se usa una técnica de mutagénesis de saturacion en la
que el resto o los restos que cubren el bolsillo se mutan por cada uno de los 20 aminoacidos posibles (véase, por
ejemplo, el método Kunkle, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., Media Pa.). En dicha
técnica, se sintetiza un cebador oligonucleotidico mutagénico que contiene aleatorizacion de NNK o NNS en el
codon deseado. El cebador se hibrida con el molde de ADN monocatenario y se afiade la ADN polimerasa para
sintetizar la cadena complementaria del molde. Después del ligamiento, el molde de ADN bicatenario se utiliza para
transformar E. coli para la amplificacion.

En el presente documento se describen aminoacidos que forman el bolsillo de unién al sustrato extendido de
proteasas ejemplares. Generalmente, la especificidad del sustrato de una proteasa se conoce tal como, por ejemplo,
mediante modelado molecular basandose en estructuras tridimensionales del complejo de una proteasa y sustrato
(véase, por ejemplo, Wang et al., (2001) Biochemistry 40(34): 10038; Hopfner et al., Structure Fold Des. 1999 7(8):
989; Friedrich et al., (2002) J Biol Chem 277(3): 2160; Waugh et al., (2000) Nat Struct Biol. 7(9): 762). En un
ejemplo, las mutaciones de MT-SP1 pueden ser en uno o mas restos (en base a la numeracion de la quimotripsina)
que contribuyen a la especificidad del sustrato incluyendo 195, 102, 57 (la triada catalitica); 189, 190, 191, 192, 216
y 226 (S1); 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 99 (S2); 146, 192, 217, 218 (S3); 96, 97, 98, 99, 100, 168, 169, 170, 170A,
171, 172, 173, 174, 175, 176, 178, 179, 180, 215, 217, 224 (S4). En otro ejemplo, la mutacién de restos de
aminoacidos en una proteasa de la familia de la papaina puede ser en uno o mas restos que afectan a la
especificidad de P2 (numeracion de la papaina convencional) incluyendo 66-68, 133, 157, 160 y/o 215. Ademas, los
restos que no entran en contacto directamente con el sustrato de proteasa, pero que afectan a la posicion y/o
conformacioén de los restos que estan en contacto (tal como, por ejemplo, los enumerados anteriormente) también
pueden mutarse para alterar la especificidad de una proteasa armazon.

Para identificar las proteasas modificadas que se dirigen a una cualquiera o mas de las proteinas del complemento,
se sometid a ensayo una biblioteca de proteasas modificadas generadas a partir de una proteasa armazon, tal como
por ejemplo un armazén MT-SP1, en ensayos funcionales de activacion del complemento. En el presente
documento se describen ensayos para la activacion del complemento y pueden incluir uno cualquiera o mas de los
ensayos hemoliticos y/o ensayos para detectar los productos de activacion de una o mas de las cascadas del
complemento. Por ejemplo, pueden usarse inmunoensayos enzimaticos o ELISA para detectar la presencia de los
productos de escision de la activacion del complemento tales como, por ejemplo, C4a, C5a, C3b, C3d y C5-b9. Las
proteasas modificadas que inhiben la activacion del complemento (tal como aumentando los niveles de CH50 como
se determina mediante un ensayo hemolitico o disminuyendo la deteccion de un producto de escision del
complemento) pueden identificarse como un “Acierto”. En una realizacién, pueden realizarse combinaciones de
“Aciertos” para aumentar adicionalmente la especificidad y/o selectividad de una proteasa para inhibir la activacion
del complemento.

Las proteasas modificadas, tales como, por ejemplo, una MT-SP1 modificada, que se identifican como “Aciertos”
para inhibir la activacion del complemento en ensayos funcionales, puede explorarse para determinar el sustrato
diana de la proteina del complemento. En el presente documento se describen ensayos para detectar la escision de
una proteina del complemento. En un ejemplo, puede incubarse una proteina del complemento purificada en
presencia o ausencia de una proteasa modificada y analizarse y resolverse en un gel de SDS-PAGE vy los productos
de escisién de la proteina pueden detectarse tras la tincién con un tinte para proteinas tal como Azul Brillante de
Coomassie. Los productos de escision pueden escindirse y la secuencia de escision peptidica puede determinarse
mediante secuenciacion N terminal. Usando la secuencia de escision peptidica identificada determinada ensayando
empiricamente una biblioteca de proteasas modificadas, pueden identificarse y generarse mas proteasas
modificadas usando la estrategia racional descrita anteriormente para las secuencias de escision del Factor .
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2. Métodos para evaluar la especificidad

En el presente documento se describen métodos para evaluar la especificidad de sustrato de la proteasa armazoén o
modificada resultante. En un ejemplo, la especificidad de uno cualquiera o mas de los subsitios S1-S4 puede
determinarse usando bibliotecas de exploracién posicional ACC o AMC como se ha indicado anteriormente. En otro
ejemplo, la especificidad de una proteasa armazon o modificada por un sustrato diana en comparaciéon con un
sustrato no diana puede determinarse usando ensayos cinéticos de un solo sustrato, véase por ejemplo Harris, et al.
(2000) PNAS, 97: 7754. En ejemplos especificos, puede usarse la comparacion de las especificidades de una
proteasa diana y una proteasa armazon para determinar si la proteasa modificada presenta especificidad
modificada, por ejemplo, aumentada, en comparacion con una proteasa armazon.

La especificidad de una proteasa por un sustrato diana puede medirse observando cuantas secuencias dispares
escinde una proteasa modificada a una actividad dada en comparacién con una proteasa armazon. Si la proteasa
modificada escinde menos sustratos diana que la proteasa de tipo silvestre, la proteasa modificada tiene mayor
especificidad que la proteasa armazon para estos sustratos diana. La especificidad de una proteasa por un sustrato
diana puede determinarse a partir de la constante de especificidad de escisidon de un sustrato diana en comparacién
con un sustrato no diana (es decir, una secuencia sustrato de tipo silvestre nativa de una proteasa). Puede
constituirse una proporcién de las constantes de especificidad de una proteasa modificada por un sustrato diana
frente a un sustrato no diana para determinar la proporcién de la eficacia de escision de la proteasa. La comparacion
de la proporcion de la eficacia de escision entre una proteasa modificada y una proteasa armazén puede usarse
para evaluar el factor de cambio en la especificidad por un sustrato diana. El factor de cambio es un aumento en la
especificidad de una proteasa modificada por un sustrato diana en comparacién con una proteasa armazon que es
suficiente para conseguir una alteracion predeterminada en la activacion del complemento o en la actividad mediada
por el complemento. La especificidad puede ser al menos 2 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6
veces, al menos 7 veces, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000
veces 0 mas veces mayor cuando se compara con la especificidad de una proteina armazén por un sustrato diana
frente a un sustrato no diana.

En un ejemplo, una proteasa modificada que coincide con los perfiles de especificidad deseado, segun se determina
usando bibliotecas de sustratos de exploracion posicional, puede someterse a ensayo usando sustratos peptidicos
individuales correspondientes a la secuencia de escisiéon diana deseada en comparaciéon con una secuencia de
escision sustrato no diana para determinar la magnitud y cambio en especificidad. En un ejemplo, las secuencias de
escision peptidica individuales pueden unirse a un sustrato marcado fluorogénicamente, tal como por ejemplo un
grupo fluorogénico saliente ACC o AMC tal como se describe en el presente documento, y la liberacion del resto
fluorogénico puede determinarse como una medida de especificidad de una proteasa por una secuencia de escision
peptidica. La tasa de aumento en fluorescencia de una secuencia de escision sustrato no diana o una secuencia de
escision diana puede medirse tal como usando un espectrofotometro de fluorescencia. La tasa de aumento en
fluorescencia puede medirse a lo largo del tiempo. Las constantes cinéticas de Michaelis-Menton pueden
determinarse mediante métodos cinéticos convencionales. Las constantes cinéticas kea, Km Yy kea/Km pueden
calcularse representando graficamente la inversa de la concentracion del sustrato frente a la inversa de la velocidad
de la escision del sustrato y ajustando a la ecuacion de Lineweaver-Burk (1/velocidad=(Kn/Vmax)(1/[S]) + 1/Vmax; €en la
que Vmax=[ETlkeat). La constante de especificidad (kca/Km) €s una medida de como de bien una proteasa particular
escinde un sustrato.

En un ejemplo, una secuencia de escision sustrato no diana puede ser una secuencia de escision sustrato nativa, tal
como una secuencia de escision reconocida por la MT-SP1 de tipo silvestre. Por ejemplo, la autoactivacion eficaz de
MT-SP1 conlleva el reconocimiento y escision de una secuencia diana Arg-Gin-Ala-Axg P4-P1. La MT-SP1 también
puede activar eficazmente el receptor-2 activado por proteinasa (PAR2), uPA monocatenario y el factor de
crecimiento de hepatocitos/factor de dispersiéon. Estas proteinas localizadas en la superficie celular presentan las
secuencias diana P4 a P1 Ser-Lys-Gly-Arg, Pro-Arg-Phe-Lys y Lys-GIn-Gly-Arg, respectivamente, que coinciden
estrechamente con las necesidades de especificidad de escision de MT-SP1 observadas para sustratos peptidicos
pequefos. En un ejemplo, puede usarse un tetrapéptido marcado fluorogénicamente de RQAR (SEC ID N°: 401), o
SLGR (SEC ID N° 392), o PRFK (SEC ID N°: 402), o KQGR (SEC ID N°: 403) como una secuencia de escision
sustrato no diana.

En otro ejemplo, puede determinarse una cualquiera o mas de las secuencias de escision de una proteina del
complemento y usarse como una secuencia de escision diana deseada. Por ejemplo, puede usarse una cualquiera o
mas de las secuencias de escision del Factor |, tales como, por ejemplo, SLLR (SEC ID N°: 389), LPSR (SEC ID N°:
388) y HRGR (SEC ID N°: 390) como una secuencia de escision diana tetrapeptidica marcada fluorogénicamente.
En otro ejemplo, puede determinarse empiricamente la secuencia de escision deseada en una proteina del
complemento marcada con una cualquiera o mas proteasas de tipo silvestre o modificadas, mediante secuenciacion
N terminal de productos de escisidn tras la escision de una cualquiera o mas de las proteinas del complemento por
una proteasa. En dicho ejemplo, puede usarse una cualquiera o mas de las secuencias de escision identificadas
como secuencias de escision diana de una proteasa proporcionada en el presente documento, incluyendo las
descritas en el Ejemplo 3. Por lo tanto, por ejemplo, un tetrapéptido marcado fluorogénicamente de GATR (SEC ID
N°: 391), SLGR (SEC ID N°: 392), VFAK (SEC ID N°: 393), REFK (SEC ID N°: 394), QHAR (SEC ID N°: 398), GLAR
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(SEC ID N°: 395), RLGR (SEC ID N°: 396), AEGK (SEC ID N°: 397), o HRGR (SEC ID N°: 390) puede usarse como
una secuencia de escision sustrato diana.

En un ejemplo adicional, puede usarse una proteina del complemento de longitud completa como un sustrato diana
para someter a ensayo la especificidad de la proteasa en comparacién con un sustrato diana nativo de longitud
completa de una proteasa. Ademas, puede usarse una proteina del complemento de longitud completa para evaluar
la correlacion entre la especificidad del sustrato y la escision por una proteasa de un sustrato diana de longitud
completa frente a una secuencia de escision sustrato P1-P4 de cuatro aminoacidos contenida dentro del sustrato
diana. En un ejemplo, puede usarse una proteina C2 de longitud completa como una diana de escision deseada de
una cualquiera o mas de las proteasas para evaluar la especificidad. En este ejemplo, la escision de C2 por una
proteasa modificada o armazén puede compararse con la escision de otro sustrato de longitud completa, o la
escision puede compararse con una secuencia de escision tetrapeptidica fluorogénica de C2, tal como se describe
en el Ejemplo 11 (es decir, GATR, SLGR o VFAK). La constante de especificidad de la escisidon de una proteina de
longitud completa por una proteasa puede determinarse usando densitometria en gel para evaluar los cambios en la
densitometria a lo largo del tiempo de una banda de sustrato diana de longitud completa incubada en presencia de
una proteasa.

3. Polipéptidos de proteasa

Usando los métodos descritos en el presente documento, se describen proteasas que escinden una cualquiera o
mas de las proteinas del complemento, inhibiendo la escisiéon de las proteinas del complemento la activacion del
complemento. Como se describe en el presente documento, un polipéptido de proteasa que escinde una cualquiera
0 mas de las proteinas del complemento es una proteasa que no pertenece al complemento. Un polipéptido de
proteasa puede incluir la secuencia de aminoacidos de una proteasa armazoén, que se describe en el presente
documento, tal como en una cualquiera de las SEC ID N°: 2, 4, 8, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95,
97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140,
142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172, 174, 176, 178, 180, 182, 184, 186,
188, 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232,
234, 236, 238, 240, 242, 244, 246, 248, 250, 252, 254, 256, 258, 260, 262, 264, 266, 268, 269, 270, 272, 274, 276,
278, 280, 282, 284, 286, 287, 289, 291, 293, 295, 297, 373, 375, 377, 379, 381, 383, 385, 387, 544, 545, 547,549 y
551 o una parte cataliticamente activa de las misma. Por ejemplo, la proteasa armazoén puede ser una forma de tipo
silvestre o prominente de la proteasa. En otro ejemplo, la proteasa armazén puede ser una variante alélica de una
proteasa. La proteasa armazon es de origen de mamifero, particularmente de origen humano, aunque la secuencia
polipeptidica de la proteasa armazén también puede proceder de uno cualquiera o mas de hamster, raton, rata,
vaca, mono, orangutan, babuino, chimpancé, macaco, gibon o gorila. En otros ejemplos, la proteasa armazoén puede
no proceder de mamifero, tal como una proteasa armazon procedente de una planta o un parasito.

En un ejemplo, una proteasa armazén se modifica para tener mayor especificidad y/o selectividad con respecto a
una cualquiera o mas proteinas del complemento en comparacion con la proteasa armazon, pero sigue codificando
una proteina que mantiene su actividad proteasa. Los polipéptidos de proteasa modificados incluyen aquellos con 1,
2,3,4,5/6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas posiciones modificadas. Generalmente, una
proteasa modificada incluye cualquier variante en la que los restos en una posicion particular de la secuencia se han
sustituido por otros aminoacidos, y adicionalmente incluye la posibilidad de insertar un resto o restos adicionales
entre dos restos de la proteina proteasa de tipo silvestre asi como la posibilidad de delecionar uno o mas restos de
la secuencia de la proteasa de tipo silvestre. En el presente documento se proporciona cualquier sustitucion,
insercion o delecion de aminoacidos de una secuencia proteasa de tipo silvestre.

En el presente documento se describen polipéptidos modificados que contienen una secuencia de longitud completa
de una proteasa armazon, pero que contienen modificaciones en uno cualquiera o mas aminoacidos que contribuyen
a la especificidad y/o selectividad por el sustrato. En un ejemplo, los polipéptidos de proteasa modificados
proporcionados en el presente documento tienen una especificidad y/o selectividad de sustrato aumentada por una
cualquiera o mas proteinas del complemento en comparaciéon con una proteasa armazoén, inhibiendo la escision de
una proteina del complemento la activacion del complemento. En otro ejemplo, un polipéptido de proteasa
modificado tiene una mayor especificidad para la escisiéon de una proteina del complemento en comparacién con un
VEGF o VEGFR. En un ejemplo adicional, las proteasas modificadas proporcionadas en el presente documento no
escinden un VEGF o VEGFR. Adicionalmente, un polipéptido de proteasa modificado proporcionado en el presente
documento que contiene modificaciones en uno cualquiera o mas aminoacidos que contribuye a la especificidad y/o
selectividad de sustrato, también puede contener otras modificaciones en regiones que no son esenciales para la
especificidad de sustrato de una proteasa.

Los polipéptidos de proteasa modificados descritos en el presente documento también pueden contener una parte
cataliticamente activa de una proteasa armazén o no modificada de longitud completa. Cuando el polipéptido incluye
una parte cataliticamente activa, puede incluir otras partes que no son proteasa ademas de estas, siempre que el
polipéptido resultante presente una actividad proteasa de al menos el 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 50%, 100% o mas de
la longitud completa del polipéptido. Ademas, la parte cataliticamente activa es menos que la longitud completa en al
menos un aminoacido, y puede ser menor que el dominio proteasa de longitud completa siempre que se conserve la
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actividad proteasa. Una parte cataliticamente activa de una proteasa que contiene modificaciones en uno cualquiera
0 mas aminoacidos que contribuyen a la especificidad de sustrato puede ser una forma mono o bicatenaria activa de
una proteasas armazon. En algunos ejemplos, una proteasa modificada puede introducirse en otro polipéptido, en el
extremo N o en el extremo C, tal como en una proteina de fusién. En ejemplos adicionales, puede insertarse una
proteasa polipeptidica modificada, tal como, por ejemplo, una parte cataliticamente activa de una proteasa
modificada, para reemplazar el dominio proteasa de otra proteasa.

En el presente documento se describen proteasas que presentan especificidad y/o selectividad aumentada con
respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento que tienen una secuencia de aminoacidos incluida en
una cualquiera de las SEC ID N°: 298, 299, 300, 302, 304, 305, 306, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319,
320, 321, 322, 326, 328, 330, 332, 334, 335, 338, 340, 344, 660-662 o un fragmento de las mismas que presente
actividad en el complemento.

a. Polipéptidos de MT-SP1

En el presente documento se describen polipéptidos de MT-SP1 que escinden una cualquiera o mas de las
proteinas del complemento, inhibiendo la escision de la proteina del complemento la activaciéon del complemento. Un
polipéptido de MT-SP1 descrito en el presente documento puede ser un polipéptido de MT-SP1 de longitud completa
(SEC ID N°: 2) o puede ser un fragmento o una secuencia parcial de una MT-SP1 de longitud completa que presenta
actividad catalitica. En un ejemplo, un polipéptido de MT-SP1 puede ser un dominio proteasa monocatenario de MT-
SP1 (SEC ID N°: 10). En otro ejemplo, un polipéptido de MT-SP1 puede ser una cualquiera o mas de las variantes
alélicas de MT-SP1 indicadas en la SEC ID N°: 448.

También se describen en el presente documento polipéptidos de MT-SP1 modificados que contienen modificaciones
en uno cualquiera o mas aminoacidos de un polipéptido de MT-SP1 armazoén usando uno cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento. En un ejemplo, las modificaciones pueden realizarse en una MT-SP1 armazén
indicada en la SEC ID N°: 2, o pueden realizarse en cualquier variante alélica de una MT-SP1 de tipo silvestre, tal
como, por ejemplo, una cualquiera de las variantes alélicas indicadas en la SEC ID N°: 448. Un polipéptido de MT-
SP1 modificado descrito en el presente documento puede constituir una secuencia de longitud completa de una MT-
SP1 armazén o puede constituir una parte cataliticamente activa de una proteasa armazon MT-SP1 de longitud
completa. La MT-SP1 modificada presenta un aumento en la especificidad y/o selectividad con respecto a una
cualquiera o mas de las proteinas del complemento en comparacién con una MT-SP1 armazén, inhibiendo la
escision de la proteina la activacion del complemento.

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de MT-SP1 modificados con 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas posiciones modificadas. En un ejemplo, un polipéptido de MT-SP1
modificado incluye mutaciones de uno cualquiera 0 mas aminoacidos en el bolsillo de union al sustrato extendido de
MT-SP1 incluyendo, por ejemplo, la modificacion de uno cualquiera o mas restos de aminoacidos de 195, 102, 57 (la
triada catalitica); 189, 190,191, 192, 216 y 226 (S1); 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 99 (S2); 146, 192, 217, 218 (S3);
96, 97, 98, 99, 100, 168, 169, 170, 170A, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 178, 179, 180, 215, 217, 224 (S4),
basandose en la numeraciéon de la quimotripsina. Las modificaciones en el dominio proteasa de MT-SP1 que
modifican la especificidad y/o selectividad del sustrato también incluyen la modificacién de uno cualquiera o mas
restos de aminoacidos de 41, 60c, 143, 147, 151 0 221a, basandose en la numeracion de la quimotripsina.

En el presente documento se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados en los que se identificaron los
siguientes restos de aminoacidos en el dominio proteasa de MT-SP1 como restos que aumentaban la especificidad
y/o selectividad de la escision de una cualquiera o mas proteinas del complemento inhibiendo de esta forma la
activacion del complemento: 41, 60c, 97, 143, 146, 147, 151, 172, 175, 192, 217, 221a y 224 basandose en la
numeracion de la quimotripsina. Los polipéptidos de MT-SP1 modificados presentan mayor especificidad y/o
selectividad hacia uno cualquiera o mas de los componentes del complemento en comparacién con una MT-SP1 de
tipo silvestre de la SEC ID N°: 2 o una parte cataliticamente activa de la misma indicada en la SEC ID N°: 10. Por
tanto, en el presente documento se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados que presentan mayor
especificidad y/o selectividad hacia uno cualquiera o mas componentes del complemento que contienen una
modificacién en una posicion de aminoacido correspondiente a uno cualquiera o mas restos de aminoacidos
seleccionados de entre 141, R60., F97, H143, Y146, G147, G151, L172, Q175, Q192, D217, Q221, 0 K224 en una
MT-SP1 indicada en la SEC ID N° 2 o SEC ID N°: 10, basandose en la numeracién de la quimotripsina. En un
ejemplo, la sustitucion o sustituciones de aminoacidos corresponden a cualquiera de las siguientes posiciones:
141T, 141A, 141L, 141F, 141D, 141E, R60cD, R60cW, F97D, FO7E, FI97A, FO7W, H143V, Y146N, Y146D, Y146E,
Y146A, Y146W, Y146R, Y146F, G147E, G151L, L172N, Q175D, Q175E, Q175H, Q175L, Q175F, Q175W, Q175Y,
Q175R, Q175K, Q192A, Q192R, Q192V, Q192F, D217F, Q221.D, Q221.L, Q221,E, 5 K224A, K224L, K224R,
K224N, K224T, K224Y, K224S y K224F del domino proteasa de la MT-SP1, basandose en la numeracién de la
quimotripsina. La Tabla 16 proporciona ejemplos no limitantes de sustituciones de aminoacidos que aumentan la
especificidad y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento, incluyendo los
numeros de identificacion de secuencia para secuencias de polipéptidos ejemplares y las secuencias de acidos
nucleicos codificantes.

70



10

15

ES 2611 608 T3

ID N° | Modificacion | SEC ID N°: (aa, nt) de Iozzii)tljdm. SEC ID N°: (aa, nt) de parte cataliticamente
completa activa
CB200 | tipo silvestre 1,2 10,9
CB12 F97D 406, 482 16, 15
CB13 FO7E 407, 483 18,17
CB16 Y146F 646 592
CB17 L172N 647 593
CB20 Q175D 636 582
CB21 Q175E 635 581
CB31 FI7A 408, 484 20, 19
CB32 FI7W 409, 485 22,21
CB40 Y146N 410, 86 24,23
CB41 Y146D 411, 487 26, 25
CB42 Y146E 412, 488 28, 27
CB43 Y146A 413, 489 30, 29
CB44 Y146W 414, 490 32,31
CB45 Y146R 415, 491 34,33
CB62 Q192v 405, 481 14,13
CB64 Q192R 416, 492 36, 35
CB66 K224A 417, 493 38, 37
CB67 K224F 418, 494 40, 39
CB80 R60cD 623 569
CB82 R60cW 621 567
CB268 Q221aD 614 560
CB274 G147E 622 568

En el presente documento también se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados en los que se identificaron los
siguientes restos de aminoacidos en el sitio de union al sustrato S1-S4 de MT-SP1 como restos que aumentaban la
especificidad y/o selectividad de escisién de una cualquiera o mas de las proteinas del complemento que contienen
una secuencia de escision del Factor | SLLR/SE, inhibiéndose de esta manera la activacion del complemento: 96,
174,217, 146, 192 y 99, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Los polipéptidos de MT-SP1 modificados
presentan mayor especificidad y/o selectividad hacia un sustrato de proteina del complemento C3b o iC3 en
comparacién con un sustrato diana nativo de la MT-SP1 de tipo silvestre de la SEC ID N°% 2 o una parte
cataliticamente activa indicada como SEC ID N°: 10. En un ejemplo la sustitucion o sustituciones de aminoacidos
corresponden a una cualquiera de las siguientes posiciones: D96A, D96V, D96F, D96S, D96T, Q174H, D217Q,
D217N, D217H, Q192L, Q1921, Q192F, F99A, F99V, F99S o F99G del dominio proteasa de la MT-SP1, basandose
en la numeracion de la quimotripsina. La Tabla 17 proporciona ejemplos no limitantes de sustituciones de
aminoacidos que aumentan la especificidad y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del
complemento, incluyendo los nimeros de identificacion de secuencia para secuencias polipeptidicas ejemplares y
las secuencias de acidos nucleicos codificantes.

Tabla 17:
Modificacion| SEC ID N° de longitud SEC ID N° de parte cataliticamente
completa activa
D96A 423, 499 45, 455
D96V 424, 500 46, 456
D96F 425, 501 47, 457
D96S 426, 502 48, 458
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Modificacion| SEC ID N° de longitud SEC ID N° de parte cataliticamente

completa activa
D96T 427, 503 49, 459
Q174H 419, 495 41, 451
D217Q 420, 496 42, 452
D217N 421, 497 43, 453
D217H 422, 498 44, 454
Q192L 428, 504 50, 460
Q192I 429, 505 51, 461
Q192F 430, 506 52, 462
Y146F 431, 507 53, 463
F99A 432, 508 54, 464
FO9V 433, 509 55, 465
F99S 434, 510 56, 466
F99G 435, 511 57, 467

En el presente documento también se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados en los que se identificaron los
siguientes restos de aminoacidos en el sitio de union al sustrato S1-S4 de MT-SP1 como restos que aumentaban la
especificidad y/o selectividad de la escision de una cualquiera o mas proteinas del complemento que contienen una
secuencia de escision del Factor | LPSR/KI, inhibiéndose de esta forma la activacion del complemento: 174, 180,
215, 192 y 99, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Los polipéptidos de MT-SP1 modificados presentan
mayor especificidad y/o selectividad hacia un sustrato de proteinas del complemento C3b o iC3 en comparacion con
un sustrato diana nativo de MT-SP1 de tipo silvestre de la SEC ID N°: 2 o una parte cataliticamente activa de la
misma indicada como SEC ID N°: 10. En un ejemplo, la sustitucion o sustituciones de aminoacidos corresponden a
cualquiera de las siguientes posiciones: Q174F, Q174V, Q174L, Q174Y, M180E, W215F, W215Y, Q192K, Q192R,
Q192Y o F99Y del dominio proteasa de MT-SP1 basandose en la numeracion de la quimotripsina. La Tabla 18
proporciona ejemplos no limitantes de sustituciones de aminoacidos que aumentan la especificidad y/o selectividad
con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento, incluyendo los numeros de identificacion de
secuencia para secuencias polipeptidicas ejemplares y las secuencias de acidos nucleicos codificantes.

Modificacion| SEC ID N° de Iongit-lrjadbla 188I.EC ID N° de parte cataliticamente
completa activa
Q174F 440, 516 62, 472
Q174V 439, 515 61, 471
Q174L 529, 539 524, 534
Q174Y 530, 540 525, 535
M180E 531, 541 526, 536
W215F 436, 512 58, 468
W215Y 437,513 59, 469
Q192K 532, 542 527, 537
Q192R 416, 492 35, 36
Q192Y 533, 543 528, 538
FO9Y 447,523 69, 479

En el presente documento también se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados en los que se identificaron los
siguientes restos de aminoacidos en el sitio de union al sustrato S1-S4 de la MT-SP1 como restos que aumentaban
la especificidad y/o selectividad de la escision de una cualquiera o mas proteinas del complemento que contienen
una secuencia de escision del Factor | HRGR/TL, inhibiendo de esta manera la activacion del complemento: 174,
215, 192, 217 y 99, basandose en la numeracion de la quimotripsina. Los polipéptidos de MT-SP1 modificados
presentan mayor especificidad y/o selectividad hacia un sustrato de proteinas del complemento C4b o iC4 en
comparacion con un sustrato diana nativo de MT-SP1 de tipo silvestre de la SEC ID N°: 2 o una parte cataliticamente
activa de la misma indicada como SEC ID N°: 10. En un ejemplo, la sustitucion o sustituciones de aminoacidos
corresponden a cualquiera de las siguientes posiciones: W215F; W215Y, Q174A, Q174V, Q174F, Q174R, Q174K,
D217A, D217V, Q192E, F99W y F99Y del dominio proteasa de MT-SP1 basandose en la numeracion de la
quimotripsina. La Tabla 19 proporciona ejemplos no limitantes de sustituciones de aminoacidos que aumentan la
especificidad y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento, incluyendo los
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numeros de identificacion de secuencia para secuencias polipeptidicas ejemplares y las secuencias de acidos
nucleicos codificantes.

Tabla 19:
Modificacion| SEC ID N° de longitud SEC ID N° de parte cataliticamente

completa activa

W215F 436, 512 58, 468
W215Y 437,513 59, 469
Q174A 438, 514 60, 470
Q174V 439, 515 61, 471
Q174F 440, 516 62, 472
Q174R 441, 517 63, 473
Q174K 442,518 64, 474
D217A 443, 519 65, 475
D217V 444, 520 66, 476
Q192E 445, 521 67, 477
Foow 446, 522 68, 478
FO9Y 447,523 69, 479

En un ejemplo, las proteasas modificadas pueden combinarse de tal manera que, por ejemplo, adquieren la
especificidad de muiltiples proteasas. Una mutacién en un resto de un armazén de proteasa, que produce
especificidad en un sitio de una secuencia sustrato, puede combinarse en la misma proteasa con otra mutacién en
otro sitio de la secuencia de la proteasa armazoén para obtener una proteasa con especificidad combinada. Puede
usarse cualquier cantidad de mutaciones en sitios discretos sobre la misma proteasa armazén para crear una
proteasa con especificidad combinada. Una proteasa modificada puede contener 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas mutaciones combinando dos o mas mutaciones cualesquiera identificadas como
mutaciones que contribuyen a la especificidad y/o selectividad de sustrato de la proteasa.

Por ejemplo, una proteasa MT-SP1 modificada puede contener dos o0 mas mutaciones cualesquiera, tal como dos o
mas mutaciones cualesquiera de las indicadas anteriormente, para generar una proteasa combinada. En el presente
documento se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados que tienen dos o mas modificaciones
correspondientes a cualquiera de las posiciones 41, 60c, 96, 97, 99, 143, 146, 147, 151, 172, 174, 175, 192, 215,
217, 221 a y 224, basandose en la numeracién de la quimotripsina. El polipéptido de MT-SP1 modificado presenta
mayor especificidad y/o selectividad con respecto a uno cualquiera o mas componentes del complemento en
comparacion con una MT-SP1 armazoén o de tipo silvestre de la SEC ID N°: 2 o una parte cataliticamente activa de la
misma indicada en la SEC ID N°: 10. Por tanto, en el presente documento se describen polipéptidos de MT-SP1
modificados que presentan mayor especificidad y/o selectividad hacia una cualquiera o mas componentes del
complemento que contienen dos 0 mas modificaciones en una posicién de aminoacido correspondiente a dos 0 mas
restos de aminoacidos cualesquiera seleccionados de entre 141 , R60., D96, F97, F99, H143, Y146, G147, G151,
L172, Q174, Q175, Q192, W215, D217, Q221,0 K224 en una MT-SP1 indicada en la SEC ID N°: 2 o SEC ID N°: 10,
basandose en la numeracioén de la quimotripsina. En algunos ejemplos, una MT-SP1 modificada que contiene dos o
mas modificaciones contiene una modificacion en una o ambas de las posiciones Y146 y K224. En otro ejemplo, una
MT-SP1 modificada que contiene dos o mas modificaciones contiene una modificaciéon en la posicion G151. Los
polipéptidos de MT-SP1 modificados pueden generarse usando cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento. La Tabla 20 proporciona ejemplos no limitantes de sustituciones de aminoacidos que aumentan la
especificidad y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento, incluyendo los
numeros de identificacion de secuencia para secuencias polipeptidicas ejemplares y las secuencias de acidos
nucleicos codificantes.

Tabla 20:
ID N° Modificacion SEC ID N° de longitud | SEC ID N° de parte cataliticamente
completa activa
CB155 Y146D/K224F 404, 480 11,12
CB212 Y146N/K224F 655 601
CB213 Y146E/K224F 642 588
CB214 Y146A/K224F 643 589
CB216 Q192V/K224F 659 605
CB218 Q192F/K224F 657 603
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ID N° Modificacion SEC ID N° de longitud | SEC ID N° de parte cataliticamente
completa activa

CB219 Y146D/Q192A/K224F 658 604
CB232 Y146E/K224L 620 566
CB235 Y146E/K224A 630 576
CB238 Y146D/K224L 628 574
CB244 Y146D/K224R 617 563
CB245 Y146D/K224N 637 583
CB251 Y146E/K224R 615 561
CB252 Y146E/K224N 606 552
CB255 Y146E/K224T 644 590
CB257 Y146E/K224Y 633 579
CB331 141D/Y146D/K224L 653 599
CB332 I41E/Y146D/K224L 639 585
CB349 141D/Y146D/K224F 654 600
CB350 I141E/Y146D/K224F 652 598
CB351 141T/Y146D/K224F 608 554
CB353 H143V/Y146D/K224F 641 587
CB357 141T/Y146D/K224L 626 572
CB367 Y146D/Q175D/K224R 624 570
CB373 Y146E/Q175D/K224R 619 565
CB377 Y146E/Q175D/K224N 616 562
CB381 Y146D/Q175D/K224L 631 577
CB383 Y146D/Q175L/K224L 625 571
CB385 Y146D/Q175F/K224L 634 580
CB387 Y146D/Q175W/K224L 627 573
CB388 Y146D/Q175Y/K224L 632 578
CB403 Y146D/D217F/K224L 640 586
CB409 141A/Y 146D/K224F 651 597
CB412 141L/Y146D/K224F 649 595
CB413 141F/Y146D/K224F 648 594
CB421 141T/Y146D/Q175D/K224F 656 602
CB422 141T/Y146E/Q175D/K224N 609 555
CB423 141T/Y146E/K224L 645 591
CB450 141T/146D/G151L/K224F 650 596
CB451 Y146D/Q221aL/K224S 638 584
CB458 Y146E/Q221aE/K224R 629 575
CB464 Y146E/Q221aE/k224F 611 557
CB476 141T/Y146D/Q175D/K224L 663 672
CB477 141T/Y146D/Q175D/K224R 664 673
CB478 141T/Y146D/Q175D/K224N 665 674
CB480 | 141T/Y146D/G 51L/Q175D/K224F 666 675
CB481 | 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224L 667 676
CB482 | 141T/Y146D/G 51L/Q175D/K224R 668 677
CB483 | 141T/Y146D/G151L/Q175D/K224N 669 678
CB484 [41T/Y146E/Q175D/K224F 670 679
CB485 [4IT/Y146E/Q175D/K224L 671 680
CB486 [41T/Y146E/Q175D/K224R 607 553
CB487 | 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224N 613 559
CB488 | 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224F 618 564
CB489 | 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224L 610 556
CB490 | 141T/Y146E/G151L/Q175D/K224R 612 558
141T/Y146D/G151L/K224N 681 696
Y146D/Q175D/K224N 682 697
141T/Y146D/K224N 683 698
Y146D/G151L/K224N 684 699
Y146D/Q175R/K224N 685 700
Y146D/Q175K/K224N 686 701
Y146D/Q175H/K224N 687 702
141T/Y146D/G151L/Q175K/IK224F 688 703
141T/Y146D/G151L/Q175R/K22AF 689 704
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ID N° Modificacion SEC ID N° de longitud | SEC ID N° de parte cataliticamente
completa activa
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F 690 705
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K22aF 691 706
141T/Y146D/G151L/Q175K/K224N 692 707
141T/Y146D/G151L/Q175R/K224N 693 708
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224N 694 709
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N 695 710

En el presente documento se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados en los que la sustitucion o
sustituciones se realizan en un armazoén polipeptidico de MT-SP1 que tiene una secuencia de aminoacidos indicada
en la SEC ID N°: 2, en el que el polipéptido de MT-SP1 modificado presenta mayor especificidad y/o selectividad con
respecto a uno cualquiera o mas componentes del complemento en comparacion con la proteina no modificada. En
el presente documento también se describen polipéptidos de MT-SP1 modificados que contienen una o mas
sustituciones en un armazoén de MT-SP1 que tiene una secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 10, en
el que el polipéptido de MT-SP1 modificado presenta mayor especificidad y/o selectividad con respecto a uno
cualquiera o mas componentes del complemento en comparacién con la proteina no modificada. Dicho polipéptido
armazén de MT-SP1 es una parte cataliticamente activa de un polipéptido de MT-SP1. Los polipéptidos de MT-SP1
modificados ejemplares que contienen una o mas modificaciones de una parte cataliticamente activa de un armazon
de MT-SP de longitud completa tienen una secuencia de aminoacidos como la indicada en una cualquiera de las
SEC ID N°: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40-69, 524-528, 552-605, 672-680 o0 696-710. Los
polipéptidos de MT-SP1 modificados ejemplares que contienen una o mas modificaciones de un armazéon de MT-
SP1 de longitud completa tienen una secuencia de aminoacidos como la indicada en una cualquiera de las SEC ID
N°: 404-418-447, 529-533, 606-659, 663-671 0 681-695.

E. Ensayos para evaluar o controlar actividades proteasa modificadas sobre las funciones mediadas por el
complemento

Una proteasa modificada puede presentar alteraciones en cuanto a la especificidad y/o selectividad con respecto a
una cualquiera o mas proteinas del complemento y por lo tanto inactivar una cualquiera o mas proteinas del
complemento en comparacion con la correspondiente forma de longitud completa, armazon o de tipo silvestre de la
proteina del complemento. Las proteinas modificadas conservan su actividad proteasa pero pueden presentar una
mayor especificidad y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento. Las proteasas
ejemplares escinden especificamente una cualquiera o mas proteinas del complemento y por lo tanto modifican la
actividad de una proteina del complemento. Todas estas proteasas armazon o modificadas con mayor especificidad
y/o selectividad con respecto a una cualquiera o mas proteinas del complemento son candidatos terapéuticos.

Cuando la proteasa presenta una mayor especificidad y/o selectividad con respecto a una o mas proteinas del
complemento, pueden usarse ensayos in vitro e in vivo para controlar o explorar proteasas en relacion con los
efectos sobre funciones mediadas por el complemento. Dichos ensayos son bien conocidos por los expertos en la
materia. Un experto en la materia puede ensayar una proteasa armazon particular o modificada para determinar la
escision de una cualquiera o mas proteinas del complemento y/o ensayar para evaluar cualquier cambio en los
efectos de una proteasa sobre una actividad mediada por el complemento en comparacién con la ausencia de una
proteasa. Algunos de estos ensayos se ilustran en el presente documento.

En el presente documento se describen ensayos ejemplares in vitro e in vivo para comparar la actividad de una
proteasa armazoén o modificada sobre la funciéon de una cualquiera o mas proteinas del complemento diana. Muchos
de los ensayos pueden aplicarse a otras proteasas y proteasas modificadas. Ademas, los expertos en la materia
conocen numerosos ensayos, tales como ensayos para medir la activacion del complemento. Los ensayos para
detectar actividades del complemento incluyen, pero sin limitaciéon, ensayos que miden los productos de activacion
de la activacion del complemento, tales como, por ejemplo, el complejo MAC C5b-9, y la generacion de uno
cualquiera o mas de los productos de escision del complemento tales como C4a, C5a, C3b y C3d. Los ensayos para
medir la activacion del complemento también incluyen ensayos funcionales que miden la actividad funcional de
componentes especificos de las rutas del complemento, tales como, por ejemplo, ensayos hemoliticos usados para
medir la activacion de una cualquiera de la ruta clasica, de la lectina o alternativa. Los ensayos para evaluar los
efectos de las proteasas y proteasas modificadas sobre las proteinas del complemento y/o las funciones mediadas
por el complemento incluyen, pero sin limitacion, analisis SDS seguido por Transferencia de Western o Tincién con
Azul Brillante de Coomassie, ensayos inmunoenzimaticos y ensayos hemoliticos. En un ejemplo, pueden realizarse
ensayos in vitro usando proteinas del complemento purificadas. En otro ejemplo, pueden realizarse ensayos in vivo
para ensayar el suero de una especie, incluyendo una especie de mamifero o humana, para determinar la activacion
funcional del complemento. A continuacion se describen ensayos ejemplares.

a. Deteccion de proteinas

La deteccién de proteinas es un medio que mide componentes individuales del complemento en una muestra. Las
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proteinas de complemento pueden detectarse para evaluar directamente los efectos de una proteasa armazoén o
modificada sobre la escisién de las proteinas o, como alternativa, las proteinas del complemento pueden medirse
como un medio para evaluar la activacion del complemento. Las proteinas del complemento, tratadas en presencia o
en ausencia de una proteasa armazoén o modificada, pueden analizarse mediante cualquiera de uno o mas ensayos
incluyendo SDS-PAGE seguido por tincion de Coomassie o Transferencia de Western, inmunoensayo enzimatico,
inmunohistoquimica, citometria de flujo, nefelometria, difusion en gel con agar o inmunodifusién radial. A
continuacion se describen ensayos ejemplares para la deteccion de proteinas.

i. Andlisis mediante SDS-PAGE

El analisis de las proteinas del complemento en presencia o en ausencia de concentraciones en aumento de una
proteasa armazén o modificada puede realizarse mediante analisis de proteinas en SDS-PAGE seguido por la
deteccion de estas proteinas. En dichos ejemplos, las proteinas del complemento pueden detectarse por tincion para
proteina total, tal como por tincién con Azul Brillante de Coomassie, tincién con Plata o mediante cualquier otro
método conocido por un experto en la técnica, o mediante Transferencia de Western usando anticuerpos
policlonales o monoclonales especificos para una proteina especifica. Tipicamente, una proteina del complemento
purificada, tal como por ejemplo una cualquiera o mas de las proteinas implicadas en las rutas del complemento,
pueden incubarse en presencia o en ausencia de una proteasa armazén o modificada. La proteina del complemento
tratada puede determinarse sobre un gel de SDS-PAGE seguido por un método para detectar la proteina en el gel,
por ejemplo, mediante tincién con Azul Brillante de Coomassie. La proteina tratada puede compararse con su
proteina afin de longitud completa y los productos de degradacion formados pueden determinarse por la escision de
la proteina proteasa.

En otro ejemplo, una muestra, tal como por ejemplo suero o plasma humano, puede tratarse en presencia o en
ausencia de una proteasa armazon o modificada o puede recogerse después del tratamiento de un animal o un ser
humano con o sin una proteasa. La muestra tratada con proteasa puede analizarse en SDS-PAGE y mediante
Transferencia de Western puede detectarse una proteina del complemento especifica, tal como por ejemplo Clq,
MBL, C2, C3, C4, C5 o Factor B, usando anticuerpos monoclonales o policlonales contra la proteina. La escisiéon de
la proteina del complemento puede compararse con una muestra no tratada con una proteasa. Adicionalmente, la
muestra puede estimularse para iniciar la activacion del complemento tal como por incubacién con IgG que estimula
la activacién de la ruta clasica o por LPS que estimula la activacion de la ruta alternativa. La muestra puede
determinarse por SDS-PAGE para la deteccion de una o mas de las proteinas del complemento nativas para
determinar la presencia o ausencia de productos de escision de una proteina especifica comparacién con una
muestra de la proteina no tratada con una proteasa. En dichos ejemplos, la escision de moléculas efectoras de las
proteinas del complemento nativas también pueden analizarse mediante transferencia de Western usando
anticuerpos monoclonales y policlonales para evaluar la activacion de una o mas de las rutas complemento. Los
ejemplos de moléculas efectoras del complemento pueden incluir, pero sin limitacién, C3a, C3d, iC3b, C4d, Bb y C5-
b9. Por ejemplo, en una muestra, una expresion disminuida de C4d puede indicar que una proteasa armazon o
modificada inhibe la activacién de una o mas de la ruta clasica o de la lectina del complemento. En otro ejemplo, en
una muestra una expresion disminuida de Bb puede indicar que una proteasa armazén o modificada inhibe la
activacion de la ruta alternativa del complemento. Los productos de escision de las moléculas efectoras también
pueden determinarse para evaluar los efectos de las concentraciones en aumento de una proteasa armazén o
modificada sobre la escision de las propias moléculas efectoras del complemento.

ii. Inmunoesayo enzimatico

El ensayo inmunoenzimatico (EIA; denominado también ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; ELISA) es un
ensayo que se utiliza para medir la presencia de una proteina en una muestra. Tipicamente, la medicion de la
proteina es una medicién indirecta de la unién de la proteina con un anticuerpo, que en si mismo esta quimicamente
marcado con un sustrato de deteccion, tal como una enzima o un compuesto fluorescente. Los ensayos EIA pueden
usarse para medir los efectos de las proteasas armazén o modificadas sobre la activacion del complemento
midiendo la presencia de una molécula efectora del complemento generada después de la activacion del
complemento. En dichos ejemplos, una muestra, tal como, por ejemplo, suero o plasma humano, puede tratarse
previamente en presencia o en ausencia de concentraciones en aumento de una proteasa armazén o modificada y
posteriormente activarse para inducir la activacion del complemento mediante incubacion con moléculas iniciadoras
o puede recogerse después del tratamiento de un animal o un ser humano con una proteasa. Por ejemplo, la ruta
clasica puede activarse por incubacion con IgG y la ruta alternativa puede activarse por incubaciéon de la muestra
con LPS. Un ensayo de activacion del complemento especifico para la ruta de la lectina requiere que la ruta clasica
del complemento esté inhibida ya que la actividad de escision de C4/C2 de la ruta de la lectina esta compartida con
la ruta clasica del complemento. La inhibicién de la ruta clasica puede conseguirse usando un tampoén con elevada
fuerza iénica que inhibe la unién de Clq con complejos inmunitarios y altera el complejo C1, mientras que un tampdn
con elevada fuerza ionica no influye en la actividad de union con carbohidratos de la MBL. Por consiguiente, la
activacion de la ruta de la lectina puede inducirse por incubaciéon de una muestra, tal como suero o plasma humano,
con una superficie recubierta con manano en presencia de NaCl 1 M.

Después de la activacion, la muestra puede inactivarse con la adicién de Pefabloc (Roche) y EDTA para minimizar la
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activacion continuada de las rutas. Las muestras pueden analizarse para detectar la presencia de moléculas
efectoras del complemento mediante un ensayo EIA o ELISA. Los ensayos EIA y ELISA para medir las proteinas del
complemento son bien conocidos por los expertos en la materia. Puede evaluarse cualquier producto de activacion
del complemento. Los productos de activacion de complemento ejemplares para la medicion de la activacion del
complemento incluyen iC3b, Bb, C4d, C5b-9, C3a, C3a-desArg, C4a-desArg y C5a-desArg. La ruta del complemento
activada puede determinarse dependiendo del producto de activacion del complemento que vaya a medirse: Por
ejemplo, la medicion del producto de escisién Bb es un marcador exclusivo de la ruta alternativa.

En algunos ejemplos, la EIA puede complementarse con la deteccion de las proteinas del complemento escindidas
mediante analisis de la muestra estimulada por complemento, tratada con proteasa, mediante SDS-PAGE seguido
de analisis de transferencia de Western para la identificaciéon de los componentes especificos del complemento.
Usando programacion informatica densitométrica, la escision del producto del complemento puede compararse con
el componente del complemento de longitud completa escindido a lo largo del ensayo y puede determinarse la
presencia de todos los productos de degradacion principales y el porcentaje de escision.

iii. Inmunodifusion radial (RID)

La inmunodifusién radial (RID) es una técnica que se basa en la precipitacion de complejos inmunitarios formados
entre anticuerpos incorporados en geles de agarosa cuando esta se vierte y antigenos presentes en una muestra de
ensayo dando como resultado una linea circular de precipitina alrededor del pocillo de la muestra. El diametro del
anillo de precipitina es proporcional a la concentracion del anticuerpo (o antigeno) presente en la muestra de
ensayo. Comparando el diametro del anillo de precipitina del espécimen de ensayo con patrones conocidos, puede
conseguirse un calculo relativamente insensible de la concentracion del anticuerpo o antigeno especifico. La RID
puede usarse para medir la cantidad de una proteina del complemento en una muestra. Por ejemplo, una muestra
tal como, por ejemplo, suero o plasma humano, puede tratarse en presencia o en ausencia de concentraciones en
aumento de una proteasa armazoén o modificada. La muestra tratada con proteasa puede anadirse a un pocillo de un
gel de agarosa que se ha preparado para incorporar un anticuerpo policlonal o monoclonal contra una cualquiera de
las proteinas del complemento, tal como incluyendo, pero sin limitacién, C1q, C1r, C1s, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C9
o Factor B. Después de retirar las proteinas no precipitadas por exposicién a NaCl 0,15 M, los anillos de la proteina
precipitada pueden evaluarse tifiendo con un colorante para proteinas, tal como, por ejemplo, tincion con azul
Brillante Coomassie o tincion doble de Crowley.

b. Ensayos hemoliticos

Los ensayos hemoliticos funcionales proporcionan informacién sobre la funcién del complemento en su conjunto.
Este tipo de ensayo utiliza eritrocitos de oveja sensibilizados o no con anticuerpos. Los ensayos hemoliticos incluyen
el ensayo del complemento hemolitico total (CH50), que mide la capacidad de la ruta clasica y del CAM para lisar
una RBC (Red Blood Cell) de oveja. Esto depende de la activacion secuencial de los componentes de la ruta clasica
(C1 a C9) para lisar eritrocitos de oveja que se han sensibilizado con cantidades dptimas de anticuerpos de conejo
anti-eritrocitos de oveja para preparar complejos antigeno-anticuerpo celulares. Los ensayos hemoliticos también
pueden incluir un ensayo CH50 de la ruta alternativa (CH50 o APCH50 de conejo), que mide la capacidad de la ruta
alternativa y del CAM para lisar una RBC de conejo. Una unidad CH50 y/o APCH50 se define como la cantidad o
dilucion de suero necesaria para lisar el 50% de los globulos rojos en el ensayo. Tipicamente, para evaluar la
activacion del complemento, una muestra, tal como por ejemplo suero o plasma humano, puede tratarse en
presencia o en ausencia de concentraciones en aumento de una proteasa armazon o modificada, o puede recogerse
después del tratamiento de un animal o un ser humano en presencia o en ausencia de una proteasa. La muestra
tratada con proteasa puede posteriormente mezclarse con eritrocitos de oveja que se han activado o sensibilizado
con IgG. Una muestra solo de agua mezclada con eritrocitos de oveja puede actuar como un control de lisis total
para evaluar de manera precisa el porcentaje de lisis de las muestras analizadas. A la muestra puede afiadirse NaCl
0,15 M para detener la reacciéon de lisis. La lisis de los eritrocitos, inducida por la activacion de los componentes
terminales de la ruta del complemento, puede evaluarse midiendo la liberacion de hemoglobina. La medicién puede
ser por lecturas de densidad 6ptica (DO) de las muestras usando un espectrofotémetro a una DO de 415 nm.

En una realizacién, para medir la actividad funcional de los componentes especificos de cualquier ruta pueden
utilizarse ensayos hemoliticos de dilucion limitante. En un ensayo de este tipo, se utiliza una fuente de suero que
tiene un exceso de todos los componentes del complemento, pero es deficiente en cuanto al que va a medirse en la
muestra, es decir, para una proteina especifica el medio o la fuente de suero esta empobrecida de complemento. El
grado de hemolisis depende por lo tanto de la presencia del componente medido en la muestra de ensayo. En un
ensayo de este tipo, una proteina del complemento purificada, tal como, por ejemplo, una cualquiera de las
proteinas nativas del complemento, incluyendo pero sin limitacion, Clg, MBL, C2, C3, C4 o C5, puede incubarse en
presencia o en ausencia de concentraciones en aumento de una proteasa armazén o modificada. Después, las
proteinas del complemento purificadas, tratadas con proteasa, pueden mezclarse con medios o plasma
empobrecidos de complemento y eritrocitos de oveja activados con IgG y la hemolisis de la muestra puede
evaluarse como se ha descrito anteriormente. En otra realizacion, la escision de la proteasa puede correlacionarse
con la activacion del complemento ensayando la actividad hemolitica de una muestra tratada con proteasa, y
posteriormente analizando la muestra en gel de SDS-PAGE seguido por tinciéon con una tinciéon para proteinas, tal
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como, por ejemplo, Azul Coommassie. La proteina del complemento purificada tratada con la proteasa puede
evaluarse para determinar la escision y el porcentaje del componente de complemento de longitud completa
escindido a lo largo del ensayo y puede calcularse la aparicion de todos los productos de degradacion principales.
Como alternativa, el analisis de la proteina del complemento tratada con proteasa puede ser mediante transferencia
de Western.

Para evaluar la activacion de la ruta clasica puede usarse una alternativa al ensayo hemolitico, denominado
inmunoensayo liposémico (LIA). El LIA (Waco Chemicals USA, Richmond, Va.) utiliza liposomas recubiertos con
dinitrofenilo (DNP) que contiene la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Cuando el suero se mezcla con los
liposomas y un sustrato contiene anticuerpo anti-DNP, la glucosa-6-fosfato y el dinucleétido de nicotinamida
adenina, activan la lisis de los liposomas y se produce una reaccion colorimétrica enzimatica que es proporcional a
la actividad del complemento clasico total.

F. Métodos para producir proteasas que codifican acidos nucleicos y métodos para producir polipéptidos de
proteasa

Los polipéptidos de proteasa, incluyendo polipéptidos de MT-SP1 modificados, o dominios de los mismos, pueden
obtenerse mediante métodos bien conocidos en la técnica de purificacién de proteinas y expresion de proteinas
recombinantes. Para la identificacion de acidos nucleicos que codifican genes deseados puede usarse cualquier
método conocido por los expertos en la materia. Para obtener un clon de ADN gendémico o ADNc de longitud
completa (es decir, que incluya toda la region codificante) que codifique una proteina proteasa, puede usarse
cualquier método disponible en la técnica tal como a partir de una fuente celular o tisular. Como se describe en el
presente documento, las proteasas modificadas pueden modificarse por ingenieria genética a partir de una proteasa
armazon o de tipo silvestre, tal como mediante mutagénesis dirigida.

Las proteasas pueden clonares o aislarse usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para la
clonacion y aislamiento de moléculas de acido nucleico. Tales métodos incluyen amplificacion por PCR de los acidos
nucleicos y exploracion de bibliotecas incluyendo exploracion de hibridaciéon de acidos nucleicos, exploracion basada
en anticuerpos y exploracion basada en actividad.

Pueden usarse métodos para la amplificacion de acidos nucleicos para aislar moléculas de acido nucleico que
codifican una proteasa, incluyendo por ejemplo, el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como
material de partida puede usarse un acido nucleico que contenga material a partir del cual pueda aislarse una
molécula de acido nucleico que codifique una proteasa. Por ejemplo, en los métodos de amplificacion pueden usarse
preparaciones de ADN y ARNm, extractos celulares, extractos de tejidos, muestras de fluidos (por ejemplo, sangre,
suero, saliva), muestras de sujetos sanos y/o enfermos. Como una fuente de material de partida también pueden
usarse bibliotecas de acido nucleico. Para amplificar una proteasa pueden disefiarse cebadores. Por ejemplo,
pueden disefiarse cebadores basandose en secuencias expresadas a partir de las cuales se genera una proteasa.
Pueden disefiarse cebadores basandose en la retro-traduccién de una secuencia de aminoacidos de proteasa. Las
moléculas de acido nucleico generadas para amplificacion pueden secuenciarse y confirmarse para codificar una
proteasa.

A una molécula de acido nucleico que codifica una proteasa pueden unirse secuencias de nucledtidos adicionales,
incluyendo secuencias engarzadoras que contienen sitios de restriccion de endonucleasa para clonar el gen sintético
en un vector, por ejemplo, un vector de expresion de proteinas o un vector disefiado para la amplificacion de las
secuencias de ADN que codifican una proteina nucleo. Adicionalmente, las secuencias de nucleétidos adicionales
que especifican elementos de ADN funcionales pueden unirse operativamente a una molécula de acido nucleico que
codifique una proteasa. Los ejemplos de dichas secuencias incluyen, pero sin limitacion, secuencias promotoras
disefiadas para facilitar la expresion de proteinas intracelulares y secuencias de secrecion disefiadas para facilitar la
secrecion de proteinas. Otras secuencias de nucledtidos tales como secuencias que especifican regiones de union a
proteinas también pueden unirse a moléculas de acido nucleico que codifican proteasas. Dichas regiones incluyen,
pero sin limitacién, secuencias que facilitan la captacién de una proteasa en células diana especificas o, de otra
manera, potencian los perfiles farmacocinéticos del gen sintético.

Los acidos nucleicos identificados y aislados pueden después insertarse en un vector de clonacién apropiado. En la
técnica puede usarse una gran cantidad de sistemas hospedador-vector conocidos. Los posibles vectores incluyen,
pero sin limitacion, plasmidos o virus modificados, si bien el sistema vectorial debe ser compatible con la célula
hospedadora usada. Dichos vectores incluyen, pero sin limitacion, bacteriéfagos tales como derivados de lambda o
plasmidos tales como pBR322 o derivados del plasmido pUC o el vector Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA). La
insercion en un vector de clonaciéon puede, por ejemplo, conseguirse ligando el fragmento de ADN en un vector de
clonaciéon que tenga un extremo cohesivo complementario. La insercion puede efectuarse usando vectores de
clonacion TOPO (INVITROGEN, Carlsbad, CA). Si los sitios de restriccion complementarios usados para fragmentar
el ADN no estan presentes en el vector de clonacién, las terminaciones de las moléculas de ADN pueden
modificarse enzimaticamente. Como alternativa, puede producirse cualquier sitio deseado ligando las secuencias de
nucledtidos (engarces) en las terminaciones del ADN; estos engarces ligados pueden contener oligonucleétidos
especificos quimicamente sintetizados que codifican secuencias de reconocimiento de endonucleasas de restriccion.
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En un método alternativo, el vector de escisidon y el gen de la proteina proteasa pueden modificarse mediante
prolongacién homopolimérica. Las moléculas recombinantes pueden introducirse en células hospedadoras, por
ejemplo, mediante transformacion, transfeccion, infeccion, electroporacion y sonoporacion, de tal manera que se
generen muchas copias de la secuencia génica.

En ejemplos especificos, la transformacion de las células hospedadoras con moléculas de ADN recombinante que
incorporan el gen de la proteina proteasa aislado, el ADNc o la secuencia de ADN sintetizada permite la generacion
de multiples copias del gen. Por tanto, el gen puede obtenerse en grandes cantidades cultivando transformantes,
aislando las moléculas de ADN recombinante de los transformantes y, cuando sea necesario, recuperando del ADN
recombinante aislado el gen insertado.

1. Vectores y células

Para la expresion recombinante de una o mas proteinas proteasas, el acido nucleico que contiene toda o parte de la
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina proteasa puede insertarse en un vector de expresion apropiado, es
decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante
de la proteina insertada. Las sefales transcripcionales y traduccionales necesarias también pueden proporcionarse
por el promotor nativo para los genes de proteasa, y/o sus regiones flanqueantes.

También se describen vectores que contienen acido nucleico que codifica la proteasa o la proteasa modificada.
También se proporcionan las células que contienen los vectores. Las células incluyen células eucariotas y
procariotas, y los vectores son cualquiera que sea adecuado para su uso en el presente documento.

Se proporcionan células procariotas y eucariotas, incluyendo células endoteliales, que contienen los vectores.
Dichas células incluyen células bacterianas, células de levadura, células fungicas, arqueobacterias, células
vegetales, células de insecto y células de animales. Las células se usan para producir una proteasa o una proteina
proteasa modificada de la misma, cultivando las células descritas anteriormente en condiciones en las que la célula
exprese la proteina proteasa codificada y recuperando la proteina proteasa expresada. Para los fines del presente
documento, la proteasa puede secretarse en el medio.

En un ejemplo, se proporcionan, vectores que contienen una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
que tiene actividad proteasa y que contiene toda o una parte del domino de la proteasa, o copias multiples del
mismo. También se describen vectores que contienen una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio de la
proteasa y partes adicionales de una proteina proteasa hasta e incluyendo una proteina proteasa de longitud
completa, asi como multiples copias de la misma. Los vectores pueden seleccionarse para la expresion de la
proteina proteasa armazén o modificada o su dominio proteasa en la célula o de tal manera que la proteina proteasa
se exprese como una proteina secretada. Cuando el dominio de la proteasa se expresa el acido nucleico esta ligado
al acido nucleico que codifica una sefial de secrecion, tal como la secuencia de sefial del factor de acoplamiento o
de Saccharomyces cerevisiae o una parte del mismo, o la secuencia de sefial nativa.

Para expresar la secuencia codificante de la proteina puede usarse una diversidad de sistemas hospedador-vector.
Estos incluyen, pero sin limitacion, sistemas celulares de mamiferos infectados con virus (por ejemplo, virus vacuna,
adenovirus y ofros virus); sistemas celulares de insectos infectados con virus (por ejemplo baculovirus);
microorganismos, tales como levaduras que contienen vectores de levadura; o bacterias transformadas con
bacteriofagos, ADN, ADN plasmidico o ADN césmido. Los elementos de expresion de los vectores varian en cuanto
a su fuerza y especificidades. Dependiendo del sistema hospedador-vector usado, puede usarse cualquiera de los
diversos elementos de transcripcion y traduccion adecuados.

Para construir vectores de expresion que contengan un gen quimérico que contenga sefiales de control
transcripcionales/traduccionales apropiadas y secuencias codificantes de proteinas, puede usarse cualquiera de los
métodos conocidos por los expertos en la materia para la insercién de fragmentos de ADN en un vector. Estos
métodos pueden incluir técnicas sintéticas y de ADN recombinante in vitro y recombinantes in vivo (recombinacion
genética). La expresion de las secuencias de acido nucleico que codifican una proteina proteasa armazon o
modificada o dominios, derivados, fragmentos u homélogos de la misma, puede regularse mediante una segunda
secuencia de acido nucleico de tal manera que los genes o los fragmentos de la misma se expresen en un
hospedador transformado con la molécula (o moléculas) de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresion de las
proteinas puede controlarse mediante cualquier promotor/potenciador conocido en la técnica. En un ejemplo
especifico, el promotor no es nativo para los genes de una proteina proteasa. Los promotores que pueden usarse
incluyen, pero sin limitacion, el promotor temprano del SV40 (Bemoist y Chambon, Nature 290: 304-310 (1981)), el
promotor contenido en la repeticion terminal larga 3’ del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al. Cell 22: 787-
797 (1980)), el promotor de la timidina quinasa de herpes (Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1441-1445
(1981)), las secuencias reguladoras del gen de la metalotioneina (Brinster et al., Nature 296: 39-42 (1982)); vectores
de expresion procariotas tales como el promotor de la B-lactamasa (Jay et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:
5543) o el promotor tac (DeBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 21-25 (1983)); véase también “Useful Proteins
from Recombinant Bacteria”: en Scientific American 242: 79-94 (1980)); vectores de expresién en plantas que
contienen el promotor de la nopalina sinstetasa (Herrar-Estrella et al., Nature 303: 209-213 (1984)) o el promotor del
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ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor (Garder et al., Nucleic Acids Res. 9: 2871 (1981)) y el promotor de la
enzima fotosintética ribulosa bisfosfato carboxilasa (Herrera-Estrella et al., Nature 310: 115-120 (1984)); elementos
promotores de levaduras y otros hongos tal como el promotor Gal4, al promotor de la alcohol deshidrogenasa, el
promotor de la fosfoglicerol quinasa, el promotor de la fosfatasa alcalina y las siguientes regiones de control
transcripcional de animales que presentan especificidad tisular y que se han usado en animales transgénicos: region
del control del gen de la elastasa | que es activo en células acinares pancreaticas (Swift et al., Cell 38: 639-646
(1984); Ornitz et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399-409 (1986); MacDonald, Hepatology 7: 425-515
(1987)); la region de control del gen de la insulina que es activa en células beta pancreaticas (Hanahan et al., Nature
315: 115-122 (1985)), la region de control del gen de la inmunoglobulina que es activa en células linfoides
(Grosschedl et al., Cell 38: 647-658 (1984); Adams et al., Nature 318: 533-538 (1985); Alexander et al., Mol. Cell
Biol. 7: 1436-1444 (1987)), la regién de control del virus del tumor mamario de ratén que es activa en células
testiculares, mamarias, linfoides y mastocitos (Leder et al., Cell 45: 485-495 (1986)), la region de control del gen de
la albumina que es activa en higado (Pinckert et al., Genes y Devel. 1: 268-276 (1987)), la region de control del gen
de la alfa-fetoproteina que es activa en el higado (Krumlauf et al., Mol. Cell. Biol. 5: 1639-1648 (1985); Hammer et
al., Science 235: 53-58 1987)), la region de control del gen de la alfa-1 antitripsina que es activa en el higado (Kelsey
et al., Genes y Devel. 1: 161-171 (1987)), la regidon de control del gen de la beta globina que es activa en células
mieloides (Mogram et al., Nature 315: 338-340 (1985); Kollias et al., Cell 46: 89-94 (1986)), la region de control del
gen de la proteina basica de mielina que es activa en células oligodendrociticas del cerebro (Readhead et al., Cell
48: 703-712 (1987)), la region de control del gen de la miosina 2 de cadena ligera que es activa en el musculo
esquelético (Sani, Nature 314: 283-286 (1985)), y la region de control del gen de la hormona liberadora
gonadotropica que es activa en gonadotropos hipotalamicos (Mason et al., Science 234: 1372-1378 (1986)).

En un ejemplo especifico, se usa un vector que contiene un promotor unido operativamente a acidos nucleicos que
codifican una proteina proteasa armazon o modificada, o un dominio, fragmento, derivado u homélogo, de la misma,
uno o mas origenes de replicacion y, opcionalmente, uno o mas marcadores de seleccién (por ejemplo, un gen de
resistencia a antibidticos). Los vectores y sistemas para la expresion de los dominios proteasa de las proteinas
proteasa incluyen los vectores de Pichia bien conocidos (disponibles, por ejemplo, de Invitrogen, San Diego, CA),
particularmente vectores disefiados para la secrecién de las proteinas codificadas. Los vectores plasmidicos
ejemplares para la transformacion de células de E. coli incluyen, por ejemplo, los vectores de expresion pQE
(disponibles de Qiagen, Valencia, CA; véase también la bibliografia publicada por Qiagen que describe el sistema).
Los vectores pQE tienen un promotor del fago T5 (reconocido por la ARN polimerasa de E. coli) y un médulo de
represion doble del operador lac que proporciona un alto nivel de expresion, fuertemente regulado, de proteinas
recombinantes en E. coli, un sitio de unién al ribosoma sintético (RBS Il) para una traduccion eficaz, una secuencia
codificante marcadora 6XHis, terminadores transcripcionales to y T1, un origen de replicacion de ColE1 y un gen de
beta-lactamasa para conferir existencia a ampicilina. Los vectores pQE permiten colocar un marcador 6xHis en
cualquiera de los extremos N o C de la proteina recombinante. Dichos plasmidos incluyen pQE 32 (SEC ID N°: 345),
pQE 30 y pQE 31 que proporcionan sitios de clonacion multiples para estas tres fases de lectura y proporcionan la
expresion de proteinas marcadas en el extremo N con 6xHis. Otros vectores plasmidicos ejemplares para la
transformacion de células E. coli, incluyen, por ejemplo, los vectores de expresion pET (véase, la patente de Estados
Unidos 4.952.496; disponible de NOVAGEN, Madison, WI; véase también la bibliografia publicada por Novagen que
describe el sistema). Dichos plasmidos incluyen pET 11a, que contiene el promotor /ac de T7, el terminador de T7, el
operador /ac inducible de E. coli, el gen represor lac; pET 12a-c, que contiene el promotor de T7, el terminador de T7
y la sefial de secrecion ompT de E. coli; y pET 15b y pET19b (NOVAGEN, Madison, WI), que contiene una
secuencia lider His-Tag™ para su uso en la purificacién con una columna de His y un sitio de escision de trombina
que permite la escision después de la purificacion sobre la columna, la region del promotor /ac de T7 y el terminador
de T7.

2. Expresion

Las proteasas modificadas pueden producirse mediante cualquier método conocido por los expertos en la materia,
incluyendo métodos in vivo e in vitro. Las proteasas modificadas pueden expresarse en cualquier organismo
adecuado para producir las cantidades y las formas necesarias de una proteasa modificada necesaria para la
administracion y el tratamiento. Los hospedadores de expresion incluyen organismos procariotas y eucariotas tales
como células de E. coli, de levaduras, de plantas, de insectos y de mamiferos, incluyendo lineas celulares humanas
y animales transgénicos. Los hospedadores de expresion pueden diferenciarse en cuanto a sus niveles de
produccion de proteinas asi como en cuanto a los tipos de modificaciones postraduccionales que estan presentes en
las proteinas expresadas. La eleccion del hospedador de expresion puede realizarse basandose en estos y otros
factores, tales como aspectos reguladores y de seguridad, costes de produccioén y la necesidad y métodos para la
purificacion.

Muchos vectores de expresion se encuentran disponibles en la técnica y los expertos en la materia los conocen y
pueden usarse para la expresion de proteasas modificadas. La eleccién del vector estara influenciada por la elecciéon
del sistema de expresion del hospedador. En general, los vectores de expresion pueden incluir promotores
transcripcionales y opcionalmente potenciadores, sefiales traduccionales y sefales de terminacion transcripcionales
y traduccionales. Los vectores de expresion que se usan para la transformacion estable tipicamente tienen un
marcador de selecciéon que permite la seleccion y la conservacion en las células transformadas. En algunos casos,
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puede usarse un origen de replicacion para amplificar el niUmero de copias del vector.

Las proteasas modificadas también pueden utilizarse o expresarse como proteinas de fusion. Por ejemplo, una
proteina de fusién puede generarse para afadir funcionalidad adicional a una proteasa. Los ejemplos de proteinas
de fusion de proteasas incluyen, pero sin limitacion, fusiones de una secuencia de sefial, un marcador tal como para
localizacion, por ejemplo, un marcador de hiss 0 un marcador myc o un marcador para la purificacion, por ejemplo,
una fusion de GST, y una secuencia para dirigir la secrecion de las proteinas y/o la asociacion a la membrana.

En un ejemplo, la proteasa puede expresarse en una forma activa. En otro ejemplo, la proteasa se expresa en una
forma de zimoégeno, inactiva.

a. Procariotas

Los procariotas, especialmente E. coli, proporcionan un sistema para la produccion de grandes cantidades de
proteinas tales como proteasas o proteasas modificadas. La transformacion de E. coli es una técnica rapida y
sencilla bien conocida por los expertos en la materia. Los vectores de expresiéon para E. coli pueden contener
promotores inducibles, tales promotores son utiles para inducir altos niveles de expresion de proteinas y para
expresar proteinas que presentan cierta toxicidad por las células hospedadoras. Son ejemplos de promotores
inducibles los que incluyen el promotor lac, el promotor trp, el promotor tac hibrido, los promotores de ARN de T7 y
SP6 y el promotor de APL regulado por la temperatura.

Las proteasas modificadas pueden expresarse en el entorno citoplasmico de E. coli. El citoplasma es un entorno
reductor y para algunas moléculas, esto puede producir la formacién de cuerpos de inclusion insolubles. Los agentes
reductores tales como ditiotreitol y B-mercaptoetanol y desnaturalizantes, tales como HCI de guanidina y urea
pueden usarse para resolubilizar las proteinas. Una estrategia alternativa es la expresion de una proteasa
modificada en el espacio periplasmico de bacterias que proporciona un entorno oxidante e isomerasas disulfuro y
similares a chaperoninas y pueden conducir a la produccién de proteinas solubles. Tipicamente, una secuencia lider
se fusiona con la proteina que va a expresarse que dirige a la proteina al periplasmo. Después, la secuencia lider se
elimina mediante peptidasas de sefial dentro del periplasmo. Ejemplos de secuencias lider de direccionamiento
periplasmico incluyen la secuencia lider pelB del gen de la pectato liasa y la secuencia lider derivada del gen de la
fosfatasa alcalina. En algunos casos, la expresion periplasmica permite la filtracion de la proteina expresada en el
medio de cultivo. La secrecion de proteinas permite la purificacion sencilla y rapida del sobrenadante de cultivo. Las
proteinas que no se secretan pueden obtenerse del periplasmo por lisis osmaética. De manera similar a la expresion
citoplasmica, en algunos casos las proteinas pueden volverse insolubles y desnaturalizantes y pueden usarse
agentes reductores para facilitar la solubilizacion y replegamiento. La temperatura de induccion y el crecimiento
también puede influir en los niveles de expresion y solubilidad, tipicamente se usan temperaturas entre 25 °C y 37
°C. Tipicamente, las bacterias producen proteinas aglicosiladas. Por tanto, si la proteina requiere glicosilacion para
funcionar, la glicosilacion puede afiadirse in vitro después de la purificacion de las células hospedadoras.

b. Levaduras

Las levaduras tales como Saccharomyces cerevisae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris son hospedadores de expresion de levaduras bien conocidos que pueden
usarse para la produccion de proteasas modificadas. Las levaduras pueden transformarse con vectores de
replicacion episomales o mediante integracion cromosdmica estable por recombinacién homéloga. Tipicamente, se
usan promotores inducibles para regular la expresidon génica. Los ejemplos de dichos promotores incluyen los
promotores de GAL1, GAL7 y GAL5 y de la metalotionina, tales como CUP1, AOX1 u otro promotor de Pichia u otra
levadura. Los vectores de expresion a menudo incluyen un marcador de seleccion tal como LEU2, TRP1, HIS3 y
URA3 para la seleccion y conservacion del ADN transformado. Las proteinas expresadas en levaduras son
frecuentemente solubles. La coexpresion con chaperoninas tales como Bip y la proteina disulfuro isomerasa pueden
mejorar los niveles de expresion y la solubilidad. Adicionalmente, las proteinas expresadas en levaduras pueden
dirigirse para la secrecion usando sus fusiones de péptidos de sefiales de secrecion, tales como la sefal de
secrecion del factor de acoplamiento de tipo alfa de levadura procedente de Saccharomyces cerevisae y fusiones
con proteinas de la superficie celular de levaduras tales como el receptor de adhesion de acoplamiento Aga2p o la
glucoamilasa de Arxula adeninivorans. Un sitio de escision de proteasas, tal como la proteasa Kex-2, puede
modificarse por ingenieria genética para eliminar las secuencias fusionadas de los polipéptidos expresados a
medida que salen de la ruta de secrecion. Las levaduras también pueden realizar la glicosilacion en motivos Asn-X-
Ser/Thr.

c. Células de insecto

Las células de insecto, particularmente las que usan expresion en baculovirus, son Utiles para expresar polipéptidos
tal como proteasas modificadas. Las células de insecto expresan altos niveles de proteinas y pueden realizar la
mayoria de las modificaciones postraduccionales usadas por eucariotas superiores. Los baculovirus tienen una
variedad limitada de hospedadores que mejora la seguridad y reduce los aspectos reguladores de la expresion
eucariota. Los vectores de expresion tipicos usan un promotor para un alto nivel de expresion tal como el promotor
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de la polihedrina de baculovirus. Los sistemas de baculovirus normalmente usados incluyen baculovirus tales como
el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) y el virus de la polihedrosis nuclear de Bombyx
mori (BmNPV) y una linea celular de insecto tal como Sf9 derivada de Spodoptera frugiperda, Pseudaletia unipuncta
(A7S) y Danaus plexippus (DpN1). Para un alto nivel de expresion, la secuencia de nucleétidos de la molécula a
expresar se fusiona inmediatamente cadena abajo del coddn de inicio de la polihedrina del virus. Las sefiales de
secrecion de mamiferos se procesan de manera precisa en células de insecto y pueden usarse para secretar la
proteina expresada en el medio de cultivo. Ademas, las lineas celulares de Pseudaletia unipuncta (A7S) y Danaus
plexippus (DpN1) producen proteinas con modelos de glicosilacion similares a los de los sistemas celulares de
mamiferos.

Un sistema de expresion alternativo en células de insecto es el uso de células transformadas estables. Para la
expresion pueden usarse lineas celulares tales como Schnieder 2 (S2) y célula Kc (Drosophila melanogaster) y
células C7 (Aedes albopictus). El promotor de la metalotionina de Drosophila puede usarse para inducir altos niveles
de expresién en presencia de induccidon de metales pesados con cadmio o cobre. Los vectores de expresion se
mantienen tipicamente mediante el uso de marcadores de seleccion tales como neomicina e higromicina.

d. Células de mamifero

Para expresar proteasas modificadas pueden usarse sistemas de expresion de mamifero. Las construcciones de
expresion pueden transferirse a células de mamifero por infeccién viral tal como adenovirus o por transferencia
directa de ADN tal como liposomas, fosfato calcico, DEAE-dextrano y mediante medios fisicos tales como
electroporacion y microinyeccion. Los vectores de expresion para células de mamiferos tipicamente incluyen un sitio
de proteccion de ARNm, una caja TATA, una secuencia de iniciacion traduccional (secuencia consenso de Kozak) y
elementos de poliadenilacion. Dichos vectores a menudo incluyen potenciadores-promotores transcripcionales para
altos niveles de expresion, por ejemplo, el potenciador-promotor del SV40, el promotor del citomegalovirus humano
(CMV) y la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous (RSV). Estos promotores-potenciadores son
activos en muchos tipos de células. Las regiones promotoras y potenciadoras de tipo tisular y celular también
pueden usarse para la expresion. Las regiones promotoras/potenciadoras ejemplares incluyen, pero sin limitacion,
regiones de genes tales como elastasa |, insulina, inmunoglobulina, virus de tumor mamario de ratén, albumina, alfa
fetoproteina, antitripsina alfa-1, beta globina, proteina basica mielinica, miosina 2 de cadena ligera y control del gen
de la hormona liberadora gonadotropica. Pueden usarse marcadores de seleccidon para seleccionar y mantener
células con la construccion de expresion. Los ejemplos de genes de marcadores de seleccion, incluyen pero sin
limitacion, higromicina B fosfotransferasa, adenosina desaminasa, xantina-guanina fosforribosil transferasa,
aminoglucésido fosfotransferasa, dihidrofolato reductasa y timidina quinasa. La fusidon con moléculas sefializadoras
de la superficie celular, tales como TCR-C y FC,RI-y, puede dirigir la expresion de las proteinas en un estado activo
sobre la superficie celular.

Muchas lineas celulares se encuentran disponibles para la expresién en mamiferos incluyendo células de raton, rata,
ser humano, mono, pollo y hamster. Las lineas celulares ejemplares incluyen, pero sin limitacion, CHO, Balb/3T3,
HelLa, MT2, NSO de ratén (no secretadora) y ofras lineas celulares de mieloma, hibridoma e heterohibridoma,
linfocitos, fibroblastos, células Sp2/0, COS, NIH3T3, HEK293, 2935, 2B8 y HKB. También existen lineas celulares
adaptadas a medios aséricos que facilitan la purificacién de las proteinas secretadas de los medios de cultivo
celulares. Un ejemplo de este tipo es la linea celular asérica EBNA-1 (Pham et al., (2003) Biotechnol. Bioeng. 84:
332-42.)

e. Plantas

Las células de las plantas transgénicas y las plantas pueden expresar proteasas modificadas. Las construcciones de
expresion se transfieren tipicamente a las plantas usando transferencia directa de ADN tal como transferencia de
bombardeo con microproyectiles y mediada por PEG en protoplastos, y con transformacion mediada con
agrobacterium. Los vectores de expresion pueden incluir secuencias promotoras y potenciadoras, elementos de
terminacion de la transcripcion y elementos de control de la traduccion. Los vectores de expresion y las técnicas de
transformacion normalmente se dividen entre hospedadores de dicotiledéneas, tales como Arabidopsis y tabaco, y
hospedadores de monocotileddneas, tales como maiz y arroz. Los ejemplos de promotores de plantas usados para
la expresion incluyen el promotor del virus del mosaico de la coliflor, el promotor de la nopalina sintasa, el promotor
de la ribosa bisfosfato carboxilasa y los promotores de ubiquitina y UBQ3. Los marcadores de seleccion, tales como
higromicina, fosfomanosa isomerasa y neomicin fosfotransferasa a menudo se usan para facilitar la seleccioén y el
mantenimiento de las células transformadas. Las células de las plantas transformadas pueden mantenerse en cultivo
como células, agregados (tejido calloso) o regenerarse en plantas completas. Las células de plantas transgénicas
también pueden incluir algas modificadas por ingenieria genética para producir proteasas o proteasas modificadas
(véase por ejemplo Mayfield et al. (2003) PNAS 100: 438-442). Debido a que las células de las plantas tienen
diferentes modelos de glicosilacién en comparacion con las de mamifero, esto puede tener influencia sobre la
eleccion de las proteasas o proteasas modificadas producidas en estos hospedadores.
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3. Técnicas de purificacion

Los métodos para realizar la purificacion de los polipéptidos de proteasa de las células hospedadoras dependeran
de las células hospedadoras seleccionadas y de los sistemas de expresion. Para moléculas secretadas,
generalmente las proteinas se purifican de los medios de cultivo después de retirar las células. Para la expresion
intracelular, la células pueden someterse a lisis y las proteinas purificarse del extracto. Cuando para la expresion se
usan organismos transgénicos, tales como plantas y animales transgénicos, como material de partida para preparar
un extracto de células lisadas pueden usarse tejidos u o6rganos. Adicionalmente, la produccion en animales
transgénicos puede incluir la produccion de polipéptidos en leche o huevos, que pueden recogerse, y si fuera
necesario, las proteinas pueden extraerse y posteriormente purificarse usando métodos convencionales existentes
en la técnica.

La proteasa puede expresarse y purificarse en una forma inactiva (forma zimégeno) o como alternativa la proteasa
expresada puede purificarse en una forma activa mediante autocatalisis para eliminar la proregion. Tipicamente, la
activacion se produce durante el proceso de purificacion, tal como incubando a temperatura ambiente durante 24-72
horas. La tasa y grado de activacion depende de la concentraciéon de la proteina y de la proteasa modificada
especifica, de tal manera que, por ejemplo, a temperatura ambiente una muestra mas diluida puede necesitar un
periodo de tiempo de incubacion mas prolongado. La activacion puede controlarse mediante SDS-PAGE (un cambio
de 3 kilodalton) y mediante actividad enzimatica (escisién de un sustrato fluorogénico). Tipicamente, antes de la
purificacion, se permite que una proteasa consiga una activacion > 75%.

Las proteasas pueden purificarse usando técnicas de purificacion de proteinas convencionales conocidas en la
técnica incluyendo, pero sin limitacion, SDS-PAGE, cromatografia por exclusion y fraccion de tamafo, precipitacion
en sulfato de amonio y cromatografia de intercambio ionico, tal como de intercambio anidénico. También pueden
utilizarse técnicas de purificacion por afinidad para mejorar la eficacia y la pureza de las preparaciones. Por ejemplo,
en cualquier purificacion por afinidad pueden utilizarse anticuerpos, receptores y otras moléculas que se unen a
proteasas. Las construcciones de expresion también pueden modificarse por ingenieria genética para afiadir un
marcador de afinidad a una proteina tal como un epitope myc, una fusion con GST o Hisg y purificarse por afinidad
con un anticuerpo myc, una resina de glutation y una resina de Ni, respectivamente. La pureza puede evaluarse
mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo electroforesis en gel y tincion y técnicas
espectrofotométricas.

4. Proteasas de fusion

También se describen proteinas de fusiéon que contienen una proteasa y uno o mas polipéptidos distintos. Se
describen composiciones farmacéuticas que contienen dichas proteinas de fusién formuladas para la administracion
mediante una via adecuada. Las proteinas de fusidon se forman engarzandose en cualquier orden a la proteasa
armazon o modificada y a otro polipéptido, tal como un anticuerpo o un fragmento del mismo, un factor de
crecimiento, un receptor, un ligando u otro agente de este tipo con el fin de facilitar la purificacion de una proteasa,
modificar las propiedades farmacodinamicas de una proteasa dirigiendo la proteasa a una célula o tejido diana y/o
aumentando la expresion o secrecion de una proteasa. Dentro de una proteina de fusién de proteasa, el polipéptido
de proteasa puede corresponder a toda o a una parte cataliticamente activa de la misma de una proteina proteasa
armazon o de tipo silvestre. En algunos ejemplos, la proteasa o su parte cataliticamente activa es una proteasa
modificada. Las proteinas de fusidon conservan sustancialmente toda su especificidad y/o selectividad para una
cualquiera o mas de las proteinas del complemento. Generalmente, los polipéptidos de fusién de proteasa
conservan al menos aproximadamente una especificidad y/o selectividad de sustrato del 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 85%, 90% o 95% en comparacion con una proteasa que no es una proteasa de fusion, incluyendo una
especificidad de sustrato del 96%, 97%, 98%, 99%, o mas, en comparaciéon con una proteasa que no es una
proteasa de fusion.

El engarce de un polipéptido de proteasa y otro polipéptido puede efectuarse directa o indirectamente mediante un
engarzador. En un ejemplo, el engarce puede ser un engarce quimico, tal como mediante agentes
heterobifuncionales o engarces tiol u otros engarces de este tipo. La fusion de una proteasa con otro polipéptido
puede ser en el extremo N o C del polipéptido de proteasa. Ejemplos no limitantes de polipéptidos que pueden
usarse en las proteinas de fusién con una proteasa proporcionada en el presente documento incluyen, por ejemplo,
un polipéptido de GST (glutation S-transferasa), un dominio Fc de inmunoglobulina G o una secuencia de sefal
heterdloga. Las proteinas de fusiéon pueden contener componentes adicionales, tales como una proteina de unién a
maltosa (MBP) de E. coli que ayuda a las células a captar la proteina (véase, la Solicitud PCT internacional N° WO
01/32711).

Una proteina proteasa de fusion puede producirse mediante técnicas recombinantes convencionales. Por ejemplo,
fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias polipeptidicas pueden ligarse entre si en fase de lectura
de acuerdo con técnicas convencionales, empleando, por ejemplo, extremos con terminaciones romas o
escalonadas para el ligamiento, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar extremos apropiados,
rellenado de extremos cohesivos segun sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para impedir uniones no
deseables y ligamiento enzimatico. En otro ejemplo, el gen de fusidon puede sintetizarse mediante técnicas
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convencionales incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Como alternativa, la amplificacion por PCR de
fragmentos génicos puede realizarse utilizando cebadores de anclaj que dan lugar a proyecciones
complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que posteriormente pueden hibridarse y reamplificarse
para generar una secuencia génica quimeérica (véase, por ejemplo, Ausubel et al (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992). Ademas, en el mercado ya existen muchos vectores de
expresion que codifican un resto de fusion (por ejemplo, un polipéptido de GST). En dicho vector de expresion puede
clonarse un acido nucleico que codifique una proteasa de tal manera que el resto de fusion esta engarzado en fase
de lectura con la proteina proteasa.

5. Secuencias de nucleétidos

En el presente documento se describen moléculas de acido nucleico que codifican proteasas armazén o
modificadas. Las moléculas de acido nucleico incluyen variantes alélicas o variantes de corte y empalme de
cualquier proteasa armazon codificada, o una parte cataliticamente activa de la misma. En un ejemplo, las moléculas
de acido nucleico tienen una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95 o
99% o se hibridan en condiciones de rigurosidad media o elevada a lo largo de al menos el 70% de la longitud
completa de cualquier proteasa armazon codificada por el acido nucleico, o una parte cataliticamente activa de la
misma. En otro ejemplo, una molécula de acido nucleico puede incluir las secuencias con codones degenerados de
cualquiera de las proteasas armazén o partes cataliticamente activas de las mismas tales como las proporcionadas
en el presente documento. Las moléculas de acido nucleico ejemplares, que codifican proteasas armazon o
modificadas, o partes cataliticamente activas de las mismas, tienen una secuencia de nucleétidos como se indica en
una cualquiera de las SEC ID N°: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 451-523 y 534-543.

También se proporcionan moléculas de acido nucleico, o proteinas de fusiébn que contienen una parte
cataliticamente activa de una molécula de acido nucleico, unida operativamente a un promotor, tal como un promotor
inducible para la expresion en células de mamifero. Dichos promotores incluyen, pero sin limitaciéon, promotores del
CMV y del SV40; promotores de adenovirus, tal como el promotor del gen E2, que es sensible a la oncoproteina E7
del HPV; un promotor de PV, tal como el promotor p89 del PBV que es sensible a la proteina E2 del PV; y otros
promotores activados por el VIH o PV o por oncogenes

Las proteasas armazén o modificadas descritas en el presente documento, también pueden administrarse a las
células en vectores de transferencia de genes. Los vectores de transferencia también pueden codificar otro agente
(o agentes) terapéutico adicional para el tratamiento de enfermedades o trastornos, tales como artritis reumatoide o
enfermedades cardiovasculares, para los que se administra la proteasa. Los factores de transferencia que codifican
una proteasa pueden usarse sistémicamente, administrando el acido nucleico a un sujeto. Por ejemplo, el vector de
transferencia puede ser un vector viral, tal como un vector adenoviral. Los vectores que codifican una proteasa
también pueden incorporarse en células madre y dichas células madre administrarse a un sujeto tal como mediante
trasplante o injerto de las células madre en sitios para terapia. Por ejemplo, pueden modificarse genéticamente
células madre mesenquimales (MSC) para expresar una proteasa y dichas MSC injertarse en un sitio tumoral para
terapia.

G. Métodos de uso: Formulacién/envasado/administracion

Las composiciones farmacéuticas que contienen una proteasa o una proteasa modificada producida en el presente
documento, incluyendo polipéptidos de MT-SP1 (modificados), proteinas de fusion de proteasas modificadas o
moléculas de acido nucleico codificantes, pueden formularse de cualquier manera convencional mezclando una
cantidad seleccionada del polipéptido con uno o mas transportadores o excipientes fisiolégicamente aceptables. La
seleccion del transportador o excipiente se incluye dentro de la habilidad del profesional que lo administre y puede
depender de diversos parametros. Estos incluyen, por ejemplo, el modo de administracion (es decir, modo sistémico,
oral, nasal, pulmonar, local, tépico o cualquier otro) y el trastorno a tratar. Las composiciones farmacéuticas
proporcionadas en el presente documento pueden formularse para la administracion de una sola dosificacion
(directa) o para dilucién u otra modificacion. Las concentraciones de los compuestos en las formulaciones son
eficaces para administrar una cantidad, después de la administracion, que sea eficaz para el tratamiento deseado.
Tipicamente, las composiciones se formulan para administraciéon de una sola dosificacion. Para formular una
composicion, la fraccion en peso de un compuesto, 0 una mezcla de la misma, se disuelve, se suspende, se
dispersa o, de otra manera, se mezcla en un vehiculo seleccionado a una concentracion eficaz de tal manera que la
afeccion tratada se alivie o mejore. Los transportadores o vehiculos farmacéuticos adecuados para la administracion
de los compuestos proporcionados en el presente documento incluyen cualquiera de los transportadores conocidos
por los expertos en la materia que son adecuados para el modo de administracién particular.

1. Administracion de polipéptidos de proteasa modificada
Los polipéptidos pueden formularse como el Unico ingrediente farmacéuticamente activo en la composiciéon o pueden
combinarse con otros ingredientes activos. Los polipéptidos pueden dirigirse para la administracion, tal como

mediante conjugacion con un agente diana, tal como un anticuerpo. Como transportadores farmacéuticamente
aceptables también pueden ser adecuadas las suspensiones liposomales, incluyendo los liposomas dirigidos a
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tejidos. Estas pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo,
pueden prepararse formulaciones liposomales como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.522.811. La
administracion liposomal también puede incluir formulaciones de liberacion lenta, incluyendo matrices farmacéuticas
tal como geles de colageno y liposomas modificacion con fibronectina (véase, por ejemplo, Weiner et al (1985) J
Pharm Sci. 74(9): 922-5).

El compuesto activo se incluye en el transportador farmacéuticamente aceptable en una cantidad suficiente para
ejercer un efecto terapéuticamente util en ausencia de efectos secundarios no deseables en sujeto tratado. La
concentracion terapéuticamente eficaz puede determinarse empiricamente sometiendo a ensayo los compuestos en
sistemas conocidos in vivo o in vitro, tales como los ensayos proporcionados en el presente documento.

Los polipéptidos descritos en el presente documento (es decir, compuestos activos) pueden administrarse in vivo, ex
vivo, o in vivo poniendo en contacto una mezcla, tal como un fluido corporal u otra muestra de tejido, con un
polipéptido de proteasa, incluyendo cualquiera de las proteasas de MT-SP1 modificadas descritas en el presente
documento. Por ejemplo, cuando se administra un compuesto ex vivo, un fluido corporal o una muestra de tejido de
un sujeto puede ponerse en contacto con los polipéptidos de proteasa que se revisten sobre un tubo o un filtro, tal
como, por ejemplo, un tubo o filtro en un aparato de derivacién. Cuando se administran in vivo, los compuestos
activos pueden administrarse mediante cualquier via apropiada, por ejemplo, por via oral, nasal, pulmonar,
parenteral, intravenosa, intradérmica, subcutanea o tépica, en forma liquida, semiliquida o soélida y se formulan de
una manera adecuada para cada via de administracion.

La proteasa modificada y las sales y solvatos fisioldgicamente aceptables pueden formularse para la administracion
por inhalacion (tanto a través de la boca como a través de la nariz), administracion oral, transdérmica, pulmonar,
parenteral o rectal. Para la administracion por inhalacion, la proteasa modificada puede administrarse en forma de
una presentacion de pulverizador en aerosol a partir de envases presurizados o un nebulizador con el uso de un
propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, didxido de
carbono u otro gas adecuado. En caso de ser un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse
proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos, por ejemplo, de
gelatina para su uso en un inhalador o insuflador, pueden formularse conteniendo una mezcla en polvo de un
compuesto terapéutico y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

Para la administracion pulmonar a los pulmones, la proteasa modificada puede administrarse en forma de una
presentacion de pulverizacion en aerosol a partir de un nebulizador, turbonebulizador, o un inhalador oral de dosis
medida controlada por un microprocesador con el uso de un propulsor adecuado. Generalmente, el tamafo de
particula del aerosol es pequefio, tal como en el intervalo de 0,5 a 5 micrémetros. En el caso de una composicién
farmacéutica formulada para la administracion pulmonar, tipicamente no se usan tensioactivos de detergentes. La
administracion de farmacos por via pulmonar es un método propicio, no invasivo, de administracién sistémica. Los
pulmones representan una via atractiva para la administracion de farmacos, principalmente debido a la gran area
superficial para la absorcion, al fino epitelio alveolar, a la amplia vascularizacién, a la ausencia de metabolismo
hepatico de primer paso y a la actividad metabdlica relativamente baja.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar forma de, por ejemplo, comprimidos,
pildoras, suspensiones liquidas, o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes
farmacéuticamente aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado,
polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégeno
fosfato calcico); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén
de patata o glicolato sodico de almidén); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato sédico). Los comprimidos
pueden recubrirse mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para la
administracion oral pueden tener forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse
como un producto seco para la constitucion con agua u con otro vehiculo adecuado antes del uso. Dichas
preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables
tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo,
aceite de almendra, ésteres grasos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo,
metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido soérbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampon,
saporiferos, colorantes y agentes edulcorantes, si fuera apropiado.

Las preparaciones para administracion oral pueden formularse para la liberacién controlada del compuesto activo.
Para la administracién bucal las composiciones pueden tener forma de comprimidos o pastillas para chupar
formuladas de una manera convencional.

Los polipéptidos de proteasa modificada pueden formularse como una preparacion de liberacion prolongada. Dichas
formulaciones de acciéon prolongada pueden administrarse mediante implante (por ejemplo, por via subcutanea o
intramuscular) o por inyeccioén intramuscular. Por tanto, por ejemplo, los compuestos terapéuticos pueden formularse
con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsiéon en un aceite aceptable) o
resinas de intercambio idbnico o como derivados poco solubles, por ejemplo, una sal poco soluble.
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La proteasa modificada puede formularse para administracion parenteral por inyeccion (por ejemplo, mediante
inyeccion en embolada o infusién continua). Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de
dosificacion unitaria (por ejemplo, en ampollas o en envases multidosis) con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden tener formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleaginosos o
acuosos y pueden contener agentes formuladores tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Como alternativa, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo liofilizado para la constitucion
con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apirégena estéril, antes del uso.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para la aplicacién local o tépica, tal como para aplicacion
topica en la piel (transdérmica) y en las membranas mucosas, tal como en el ojo, y en forma de geles, cremas y
lociones y para aplicacion ocular o para aplicacion intracisternal o intraespinal. Dichas soluciones, particularmente
las destinadas para el uso oftalmico, pueden formularse como soluciones isotonicas del 0,01% - 10% y un pH de
aproximadamente 5-7 con sales apropiadas. Los compuestos pueden formularse como aerosoles para la
administracion tdpica, tal como mediante inhalacion (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N°
4.044.126, 4.414.209 y 4.364.923, que describen aerosoles para la administracion de un esteroide util para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, particularmente asma).

La concentracion del compuesto activo en la composicion farmacoldgica depende de la tasas de absorcion,
inactivacion y excrecion del compuesto activo, del régimen de dosificacion y de la cantidad administrada asi como de
otros factores conocidos por los expertos en la materia. Como también se describe en el presente documento, las
dosificaciones pueden determinarse empiricamente usando comparaciones de propiedades y actividades (por
ejemplo, escision de una o mas proteinas del complemento) de la proteasa modificada en comparacién con la
proteasa nativa y/o no modificada.

Si se desea, las composiciones pueden presentarse en un envase, en un kit o en dispositivo dosificador, que
también contiene una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. En algunos
ejemplos, la composicion puede aplicarse como un recubrimiento sobre un dispositivo, tal como por ejemplo un tubo
o un filtro, por ejemplo, en un aparato de derivacion. El envase contiene, por ejemplo, una lamina metalica o de
plastico, tal como un envase de tipo blister. En el envase o dispositivo dosificador pueden adjuntarse instrucciones
para la administracion. Las composiciones que contienen los agentes activos pueden envasarse como articulos de
fabricacion que contengan material de envasado, un agente proporcionado en su interior y una etiqueta que indique
el trastorno para el cual se proporciona el agente.

También se describen composiciones de moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos de proteasa y
vectores de expresion que los codifican que son adecuados para la terapia génica. En lugar de administrar la
proteina, puede administrarse el acido nucleico in vivo, tal como por via sistémica o por cualquier otra via, o ex vivo,
tal como extrayendo células, incluyendo linfocitos, introduciendo en su interior el acido nucleico y volviéndolos a
introducir en el hospedador o en un receptor compatible.

2. Administracion de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de proteasa modificada (terapia génica)

Los polipéptidos de proteasa pueden administrarse a las células y a los tejidos mediante la expresion de las
moléculas de acido nucleico. Los polipéptidos de proteasa pueden administrarse como moléculas de acido nucleico
que codifican polipéptidos de proteasa, incluyendo técnicas ex vivo y expresion directa in vivo. Los acidos nucleicos
pueden administrarse a las células y a los tejidos mediante cualquier método conocido por los expertos en la
materia. El acido nucleico aislado puede incorporarse en vectores para su posterior manipulacién. Los acidos
nucleicos ejemplares son cualquiera de los que codifican o se hibridan, en un medio de alta rigurosidad, con un
acido nucleico que codifica una proteasa armazon o modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, que
tiene una secuencia de aminoacidos indicada en una cualquiera de las SEC ID N°: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38, 40-69, 404-418, 419-447, 524-533, 552-659 o 663-710. Las moléculas de acido nucleico
ejemplares que codifican proteasas armazon o modificadas, o partes cataliticamente activas de las mismas, tienen
una secuencia de nucledtidos como se indica en una cualquiera de las SEC ID N°: 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27,
29, 31, 33, 35, 37, 39, 451-523 y 534-543.

Los métodos para administrar los polipéptidos de proteasa mediante expresion de moléculas de acido nucleico
codificantes, incluyen la administracion de vectores recombinantes. El vector puede disefiarse para que permanezca
en el episoma, tal como mediante inclusién de un origen de replicacion o puede disefiarse para integrarse en la
célula en el interior de un cromosoma. Los polipéptidos de proteasa también pueden usarse en terapia de expresion
génica ex vivo usando vectores. Por ejemplo, las células pueden modificarse por ingenieria genética para expresar
un polipéptido de proteasa, tal como integrando un acido nucleico que codifique un polipéptido de proteasa en una
localizacion genémica, unido operativamente a secuencias reguladoras o de tal manera que se coloca unido
operativamente a secuencias reguladoras en una localizaciéon gendmica. Dichas células pueden después
administrarse por via local o sistémica a un sujeto, tal como a un paciente que necesita el tratamiento. Los vectores
ejemplares para la terapia génica in vivo y ex vivo incluyen vectores virales y vectores no virales, tales como, por
ejemplo, liposomas o cromosomas artificiales.
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También pueden emplearse vectores virales, que incluyan, por ejemplo, adenovirus, herpes virus, retrovirus EBV,
virus SV40, citomegalovirus, vectores del virus de la vacuna y otros disefiados para terapia génica. Los vectores
pueden permanecer en el episoma o pueden integrarse en los cromosomas del sujeto tratado. A un sujeto que
necesita tratamiento se le administra un virus que puede expresar un polipéptido de proteasa. Los vectores virales
adecuados para terapia génica incluyen adenovirus, adenovirus asociados, retrovirus, lentivirus y otros indicados
anteriormente. Por ejemplo, la tecnologia de expresiéon con adenovirus es bien conocida en la técnica y los métodos
de administraciéon y produccion de adenovirus son también muy conocidos. Los serotipos de los adenovirus se
encuentran disponibles, por ejemplo, en la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Rockville, MD). Los
adenovirus pueden usarse ex vivo, por ejemplo, las células se aislan de un paciente que necesita el tratamiento y se
transducen con un vector adenoviral que exprese el polipéptido de proteasa. Después de un periodo de cultivo
adecuado, las células transducidas se administran a un sujeto, por via local y/o sistémica. Como alternativa, las
particulas adenovirales que expresan el polipéptido de proteasa se aislan y se formulan en un transportador
farmacéuticamente aceptable para administrar una cantidad terapéuticamente eficaz para prevenir, tratar o mejorar
una enfermedad o afeccion de un sujeto. En una realizacion, la enfermedad a tratar se produce por la activacion del
complemento. Tipicamente, las particulas adenovirales se administran a una dosis que varia de 1 particula a 1014
particulas por kilogramo de peso del sujeto, generalmente entre 106 o 108 particulas a 1012 particulas por kilogramo
de peso del sujeto.

Las moléculas de acido nucleico pueden introducirse en cromosomas artificiales u otros vectores no virales. Por
ingenieria genética pueden modificarse cromosomas artificiales, tal como el ACES (véase, Lindenbaum et al. Nucleic
Acids Res. 2004 Dec 7; 32(21):e172) para codificar y expresar la proteasa o la proteasa modificada. En resumen, los
cromosomas artificiales de mamiferos (MAC) proporcionan un medio para introducir grandes cargas Utiles de
informacion genética en la célula en un formato no integrante, que se replica de forma auténoma. Excepcional entre
los MAC, el Sistema de Expresion en Cromosomas Atrtificiales (ACES), basado en ADN satélite de mamifero, puede
generarse de manera reproducible de novo en lineas celulares de diferentes especies y purificarse facilimente a
partir de los cromosomas de las células hospedadoras. Después, los ACES de mamifero purificados pueden re-
introducirse en una diversidad de lineas celulares receptoras que se han conservado de manera estable durante
largos periodos en ausencia de presion selectiva usando un Sistema ACE. Utilizando esta estrategia, se han
conseguido cargas especificas de uno o dos genes diana en células LMTK(-) y CHO.

Otro método para introducir acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de proteasa modificada es una técnica
de sustitucion génica en dos etapas en levaduras, que comienza con un genoma de adenovirus completo (Ad2;
Ketner et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:6186-6190) clonado en un Cromosoma Atrtificial de Levadura
(YAC) y un plasmido que contiene secuencias de adenovirus para dirigir una region especifica en un clon YAC, un
casete de expresion para el gen de interés y un marcador de seleccion positivo y negativo. Los YAC son de
particular interés porque permiten la incorporacion de genes mas grandes. Esta estrategia puede usarse para la
construccion de vectores basados en adenovirus que llevan acidos nucleicos que codifican cualquiera de los
polipéptidos de proteasa modificada descritos para la transferencia génica a células de mamifero o a animales
completos.

Los acidos nucleicos pueden encapsularse en un vehiculo, tal como un liposoma, o introducirse en una célula, tal
como una célula bacteriana, particularmente una bacteria atenuada o introducida en un vector viral. Por ejemplo,
cuando se emplean liposomas, pueden usarse proteinas que se unen a proteinas de la membrana de la superficie
celular asociadas con endocitos para dirigir y/o facilitar la captacion, por ejemplo, proteinas capsidiales o fragmentos
de las mismas troficas para un tipo celular particular, anticuerpos para proteinas que experimentan internalizacion en
ciclos y proteinas que dirigen la localizacion intracelular y potencian la semivida intracelular.

En algunas situaciones es deseable proporcionar una fuente de acido nucleico con un agente que dirija las células,
tal como un anticuerpo especifico para una proteina de membrana de superficie celular o una célula diana, o un
ligando para un receptor sobre una célula diana. Los polinucleétidos y vectores de expresion proporcionados en el
presente documento pueden prepararse mediante cualquier método adecuado. Ademas se proporcionan vectores
de acido nucleico que contienen moléculas de acido nucleico como se ha descrito anteriormente. Adicionalmente se
proporcionan vectores de acido nucleico que contienen moléculas de acido nucleico como se ha descrito
anteriormente y células que contienen estos vectores.

Para los métodos ex vivo e in vivo, las moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido de proteasa se
introducen en células que son de un donante adecuado o del sujeto a tratar. Las células en las que puede
introducirse un acido nucleico con fines de terapia incluyen, por ejemplo, cualquier tipo de célula deseada, disponible
apropiada para tratar la enfermedad o afeccidon incluyendo, pero sin limitacion, células epiteliales, células
endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, células musculares, hepatocitos; células sanguineas tales como linfocitos
T, linfocitos B, monocitos, macréfagos, neutrofilos, eosindéfilos, megacariocitos, granulocitos; diversas células madre
o progenitoras, en particular células madre hematopoyéticas o progenitoras, tales como, por ejemplo, células madre
obtenidas de la médula 6sea, de sangre de cordén umbilical, de sangre periférica, de higado fetal y de otras fuentes
de las mismas.

Para el tratamiento ex vivo, las células de un donante compatibles con el sujeto a tratar o las células de un sujeto a
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tratar se extraen, el acido nucleico se introduce en estas células aisladas y las células modificadas se administran al
sujeto. El tratamiento incluye la administracion directa, tal como, por ejemplo, encapsulada dentro de membranas
porosas, que se implantan en el paciente (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 4.892.538 y
5.283.187). Las técnicas adecuadas para la transferencia de acido nucleico en células de mamifero in vitro incluyen
el uso de liposomas vy lipidos catiénicos (por ejemplo, DOTMA, DOPE y DC-Chol) electroporacién, microinyeccion,
fusion celular, DEAE-dextrano y precipitacion con fosfato de calcio. Los métodos de administracion de ADN pueden
usarse para expresar polipéptidos de proteasa in vivo. Dichos métodos incluyen administracion de acidos nucleicos
en liposomas y administracion de ADN desnudo, incluyendo administracion local y sistémica, tal como usando
electroporacion, ultrasonido y administracion con fosfato de calcio. Otras técnicas incluyen microinyeccion, fusion
celular, transferencia génica mediada por cromosomas, transferencia génica mediada por microcélulas y fusion de
esferoplastos.

La expresion in vitro de un polipéptido de proteasa puede relacionarse con la expresiéon de moléculas adicionales.
Por ejemplo, la expresién de un polipéptido de proteasa puede relacionarse con la expresién de un producto
citotoxico tal como en un virus modificado genéticamente o expresado en un virus citotdxico. Dichos virus pueden
dirigirse a un tipo de célula particular que sea una diana para un efecto terapéutico. El polipéptido de proteasa
expresado puede usarse para potenciar la citotoxicidad del virus.

La expresion in vitro de un polipéptido de proteasa puede incluir unir operativamente un polipéptido de proteasa que
codifique una molécula de acido nucleico con secuencias reguladoras especificas, tal como un promotor especifico
de células o especifico de tejidos. Los polipéptidos de proteasa también pueden expresarse a partir de vectores que
infectan y/o se replican especificamente en tipos de células y/o tejidos diana. Los promotores inducibles pueden
usarse para regular selectivamente la expresion del polipéptido de proteasa.

Las moléculas de acido nucleico, como acidos nucleicos desnudos o en vectores, cromosomas artificiales,
liposomas y otros vehiculos pueden administrarse al sujeto mediante administracion sistémica, tépica, local u otras
vias de administracién. Cuando es sistémica e in vivo, la molécula de acido nucleico o vehiculo que contiene la
molécula de acido nucleico puede dirigirse a una célula.

La administracion también puede ser directa, tal como mediante la administracion de un vector o células que
tipicamente se dirigen a una célula o tejido. Por ejemplo, las células tumorales y proliferativas pueden ser células
dirigidas para la expresion in vivo de polipéptidos de proteasa. Las células utilizadas para la expresion in vivo de un
polipéptido de proteasa también incluyen células autdélogas al paciente. Dichas células pueden retirarse de un
paciente, introducirse acidos nucleicos para la expresion de un polipéptido de proteasa y después administrase al
paciente tal como mediante inyeccion o injerto.

H. Usos terapéuticos

Las proteasas terapéuticas tienen muchas ventajas posibles con respecto a las estrategias terapéuticas
tradicionales. La principal de estas ventajas es la capacidad de inactivar enfermedades diana de una manera
catalitica (es decir, una estequiometria de uno a muchos). Las ventajas diferenciadoras adicionales incluyen (1)
inactivacion irreversible; (2) baja dosificacion; (3) pequefio tamafio molecular; (4) la capacidad de dirigir
modificaciones post-traduccionales; (5) la capacidad de neutralizar altas concentraciones de diana; y (6) la
capacidad de dirigirse fuera del sitio activo. Como un agente terapéutico, una proteasa debe presentar también las
siguientes caracteristicas: (1) acceder a la diana molecular (extracelular) y (2) poseer suficiente especificidad
rigurosa por una diana critica para una patologia. Los polipéptidos de proteasa proporcionados en el presente
documento pueden usarse en el tratamiento de enfermedades.

Los polipéptidos de proteasa y las moléculas de acido nucleico descritos en el presente documento pueden usarse
para el tratamiento de cualquier afeccién en la que esta implicada la activaciéon de la ruta del complemento,
particularmente afecciones inflamatorias incluyendo afecciones inflamatorias agudas tales como choque séptico, y
afecciones inflamatorias crénicas tales como artritis reumatoide (AR). Las afecciones agudas e inflamatorias pueden
manifestarse como una enfermedad mediada por el sistema inmunitario tal como, por ejemplo, una enfermedad
autoinmunitaria o lesién tisular producida por una inflamacién mediada por un complejo inmune. Una afeccion
inflamatoria mediada por el complemento también puede manifestarse como una enfermedad neurodegenerativa o
cardiovascular que tiene componentes inflamatorios. Esta seccién proporciona usos ejemplares de, y métodos de
administracion para, proteasas. Estas terapias descritas son ejemplares y no limitan la aplicacion de las proteasas.
Dichos métodos incluyen, pero sin limitacion, métodos de tratamiento de afecciones médicas Yy fisioldgicas descritas
e indicadas mas adelante. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacion, métodos de tratamiento de septicemia,
artritis reumatoide (AR), glomerulonefritis membranoproliferativa (GNMP), lupus eritematoso, esclerosis mdultiple
(EM), miastenia grave (MG), asma, enfermedad intestinal inflamatoria, sindrome de distrés respiratorio, lesion tisular
inflamatoria aguda mediada por el complejo inmune (Cl), disfuncién multiorganica, enfermedad de Alzheimer (EA),
lesiones de isquemia/reperfusion producidas por acontecimientos o tratamientos tales como infarto de miocardio
(IM), ictus, derivacion cardiopulmonar (DCP) o injerto de derivacion de arteria coronaria, angioplastia o hemodialisis,
o sindrome de Guillan Barre.
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El tratamiento de enfermedades y afecciones con proteasas puede efectuarse por cualquier via de administracion
adecuada usando formulaciones adecuadas como se describe en el presente documento incluyendo, sin limitacion,
inyeccion subcutanea, administracion oral y transdérmica. Si fuera necesario, puede determinarse empiricamente o
extrapolarse una dosificacion, duracion y protocolo de tratamiento particulares. Por ejemplo, pueden usarse dosis
ejemplares de polipéptidos de proteasa recombinantes y nativos como punto de partida para determinar
dosificaciones apropiadas. Las proteasas modificadas que tienen mayor especificidad y/o selectividad en
comparacion con una proteasa de tipo silvestre o armazén pueden ser eficaces a cantidades de dosificacion y/o
frecuencias reducidas. Los niveles de dosificacion pueden determinarse basandose en diversos factores, tales como
el peso corporal del individuo, salud general, edad, la actividad del compuesto especifico empleado, sexo, dieta,
momento de administracion, tasa de excrecion, combinacién farmacolédgica, la gravedad y transcurso de la
enfermedad y la disposicion del paciente a la enfermedad y el criterio del médico a cargo del caso. La cantidad de
ingrediente activo que puede combinarse con los materiales de vehiculo para producir una forma de dosificacion
individual variara dependiendo del hospedador tratado y del modo de administracion particular.

Tras la mejora del estado del paciente, puede administrase una dosis de mantenimiento de un compuesto o
composiciones, si fuera necesario; y puede modificarse la dosificacion, la forma de dosificacion o la frecuencia de
administracion, o una combinacidon de las mismas. En algunos casos, un sujeto puede requerir tratamiento
intermitente a largo plazo tras cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

1. Enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunitario

Las proteasas y proteasas modificadas descritas en el presente documento, incluyendo pero sin limitacion proteasas
MT-SP1 modificadas, pueden usarse para tratar enfermedades inflamatorias. Las enfermedades inflamatorias que
pueden tratarse con proteasas incluyen enfermedades inflamatorias agudas y crénicas. Las enfermedades
inflamatorias ejemplares incluyen enfermedades del sistema nervioso central (SNC), enfermedades
autoinmunitarias, afecciones con hipersensibilidad en las vias respiratorias tales como asma, artritis reumatoide,
enfermedad intestinal inflamatoria, y lesion tisular inflamatoria aguda mediada por el complejo inmune (Cl).

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) puede servir como un modelo para la esclerosis multiple (EM)
(Piddlesden et al., (1994) J Immunol 152:5477). La EAE puede inducirse en diversas especies genéticamente
susceptibles por inmunizacién con mielina y componentes de la mielina tales como la proteina basica mielinica,
proteina proteolipidica y glucoproteina mielinica oligodendrocitaria (PMO). Por ejemplo, la EAE inducida por PMO
recapitula caracteristicas esenciales de la EM humana incluyendo el transcurso cronico de la enfermedad clinica
reincidente, la triada patohistolégica de inflamacion, gliosis reactiva y la formacion de grandes placas
desmielinizadas confluentes. Las proteasas y proteasas modificadas pueden evaluarse en modelos animales con
EAE. Las proteasas se administran, tal como mediante inyeccion intraperitoneal diaria, y la evolucién y la progresion
de los sintomas se controla en comparacion con los animales de control. Los niveles de componentes del
complemento inflamatorio que pueden agravar la enfermedad también pueden medirse ensayando la actividad del
complemento en suero en un ensayo hemolitico y ensayando la deposicion de los componentes del complemento,
tal como por ejemplo C1, C3 y C9.

La activacion del complemento modula la inflamacién en enfermedades tales como artritis reumatoide (AR) (Wang et
al., (1995) PNAS 92: 8955). Las proteasas y proteasas modificadas, incluyendo polipéptidos de MT-SP1
modificados, pueden usarse para tratar la AR. Por ejemplo, pueden inyectarse proteasas por via local o sistémica.
Las proteasas pueden dosificarse diaria o semanalmente. Pueden usarse proteasas PEGiladas para reducir la
inmunogenicidad. En un ejemplo, puede inducirse artritis inducida por colageno (AIC) de tipo Il en ratones como un
modelo de enfermedad articular inflamatoria autoinmunitaria que es histolégicamente similar a la AR caracterizada
por sinovitis inflamatoria, formacion de tejido fibroso (pannus), y erosion de cartilago y hueso. Para inducir la AIC,
puede inyectarse por via intradérmica en la base de la cola colageno Il de tipo bovino (B-CIl) en presencia de
adyuvante completo de Freund. Después de 21 dias, los ratones pueden reinmunizarse usando un protocolo
idéntico. Para examinar los efectos de una proteasa o proteasa modificada, incluyendo polipéptidos de MT-SP1, 3
semanas después de la exposicion inicial con B-Cll, puede administrase una proteasa o control por via
intraperitoneal dos veces a la semana durante 3 semanas. Los ratones pueden sacrificarse 7 semanas después de
la inmunizacion inicial para realizar analisis histolégicos. Para evaluar el efecto terapéutico de una proteasa sobre la
enfermedad establecida, puede administrarse una proteasa diariamente durante un total de 10 dias después de la
aparicion de la artritis clinica en una o mas extremidades. El grado de inflamacién en las articulaciones inicialmente
afectadas puede controlarse midiendo el grosor de las patas usando calibradores. En ambos modelos, puede
extraerse suero de los ratones para realizar ensayos hemoliticos y la medicién de marcadores del complemento de
activacion tales como, por ejemplo, C5a y C5b-9. En otro ejemplo, se dispone de modelos con primates para
tratamientos de AR. Puede controlarse la respuesta de articulaciones doloridas e inflamadas en sujetos tratados con
polipéptidos de proteasa y controles para evaluar el tratamiento con proteasas.

Las proteasas o proteasas modificadas, incluyendo pero sin limitacion polipéptidos de MT-SP1, pueden usarse para
tratar lesion tisular inflamatoria aguda mediada por el complejo inmune (Cl). La lesién mediada por el Cl se produce
por una respuesta inflamatoria local contra la deposicion de Cl en un tejido. La respuesta inflamatoria resultante se
caracteriza por edema, neutrofilia, hemorragia y finalmente necrosis tisular. La lesion tisular mediada por Cl puede
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estudiarse en una reaccion de Arthus (RPA, reaccion de Arthus pasiva inversa, por sus siglas en inglés) in vivo. En
resumen, en la reaccion RPA, en la piel de los animales se inyecta un exceso de anticuerpo (tal como, por ejemplo,
IgG de conejo anti-albumina de huevo de pollo), tal como, por ejemplo, en ratas o cobayas, que previamente han
recibido una infusion por via intravenosa del antigeno correspondiente (es decir, albiumina de huevo de pollo) (Szalai
et al., (2000) J Immunol 164:463). Inmediatamente antes de iniciar una reaccion RPA, puede administrarse una
proteasa, o un control en embolada, al mismo tiempo que el antigeno correspondiente mediante inyeccion
intravenosa a través de la vena femoral derecha. Como alternativa, durante la hora inicial de la reaccién RPA puede
administrarse una proteasa, comenzando inmediatamente después de la inyeccion del antigeno y justo antes de la
inyeccion dérmica del anticuerpo. Los efectos de una proteasa sobre la generacion de lesion tisular mediada por Cl
dependiente del complemento pueden evaluarse a diversos momentos después del inicio de la RPA extrayendo
sangre para determinar la actividad hemolitica en suero, y recogiendo el area infectada de la piel para cuantificar el
tamafio de la lesion.

Las proteasas terapéuticas, tales como las descritas en el presente documento, incluyendo polipéptidos de MT-SP1,
pueden usarse para tratar septicemia y septicemia grave que puede dar como resultado un choque letal. Puede
usarse un modelo de choque letal mediado por el complemento para ensayar los efectos de una proteasa como un
agente terapéutico. En un ejemplo de este tipo, las ratas pueden inducirse con una pequefia cantidad de
lipopolisacarido (LPS), seguido por la administracion de un anticuerpo monoclonal contra un inhibidor de membrana
del complemento (anti-Crry) (Mizuno M et al., (2002) Int Arch Allergy Immunol 127: 55). Puede administrase una
proteasa o control en cualquier momento durante el transcurso del inicio del choque letal, tal como antes de la
induccion con LPS, después de la induccion con LPS o después de la administracion anti-Crry, y puede evaluarse la
recuperacion de las ratas del choque letal.

2. Enfermedad neurodegenerativa

La activacion del complemento agrava la progresion de la enfermedad de Alzheimer (EA) y contribuye a la pérdida
de neuritas en cerebros con EA. Las proteasas y proteasas modificadas descritas en el presente documento,
incluyendo, pero sin limitacion, los polipéptidos MP-SP1 modificados, pueden usarse para tratar la EA. Pueden
usarse modelos de ratdn que imitan algunas de las caracteristicas neuropatoldgicas y conductuales de la EA para
evaluar los efectos terapéuticos de las proteasas. Los ejemplos de modelos de ratdon transgénicos incluyen la
introduccion de la proteina precursora amiloidea humana (APP) o la proteina presenilina 1 (PS1) con mutaciones
productoras de enfermedades en ratones, bajo el control de un promotor agresivo. Estos ratones desarrollan
caracteristicas de EA incluyendo aumentos en las placas beta-amiloideas y neuritas distréficas. Los ratones dobles
transgénicos para proteinas APP y SP1 mutantes desarrollan grandes cantidades de placas beta-amiloideas
fibrilares y muestran glia activada y factores del complemento asociados con las placas. Las proteasas pueden
administrase, tal como mediante inyecciones intraperitoneales o intravenosas diarias y, se controla la evolucién y
progresion de los sintomas en comparacién con animales de control.

3. Enfermedad cardiovascular

Las proteasas y proteasas modificadas descritas en el presente documento, incluyendo pero sin limitacion proteasas
MT-SP1 modificadas, pueden usarse para tratar enfermedades cardiovasculares. Las proteasas pueden usarse en
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares incluyendo lesiéon de isquemia-reperfusion debida a ictus, infarto
de miocardio, derivaciéon cardiopulmonar, injerto de derivacion de arteria coronaria, angioplastia o hemodialisis. Las
proteasas también pueden usarse en el tratamiento de la respuesta inflamatoria asociada con una derivaciéon
cardiopulmonar que contribuye a la lesion de los tejidos. (Generalmente, una proteasa puede administrase antes,
simultaneamente con o después de un tratamiento o suceso que induce una lesion de isquemia-reperfusiéon mediada
por el complemento. En un ejemplo, una proteasa puede administrarse a un sujeto antes del tratamiento del sujeto
mediante un suceso de induccion de lesion isquémica mediada por el complemento tal como, por ejemplo, injerto de
derivacion de arteria coronaria de angioplastia.

Los efectos de una proteasa sobre el tratamiento de lesién de isquemia-reperfusién pueden evaluarse en modelos
animales de la lesiéon. En uno de estos modelos, se induce isquemia miocardica en conejos a los que se habia
realizado una incisién en su pericardio anterior colocando una sutura de seda de 3-0 alrededor de la arteria
coronaria descendiente anterior izquierda (DAI) a una distancia de 5-8 mm desde su origen y apretando la ligadura
de forma que el vaso quede completamente ocluido (Buerke et al., (2001) J Immunol 167: 5375). Puede
administrarse una proteasa, tal como por ejemplo un polipéptido MT-SP1 modificado, o un vehiculo con control tal
como solucién salina, por via intravenosa en dosis crecientes como una embolada de 55 minutos después de la
oclusion coronaria (es decir, 5 minutos antes de la reperfusion). Cinco minutos después (es decir después de un
total de 60 minutos de isquemia), puede aflojarse la ligadura DAl y el miocardio isquémico puede reperfundirse
durante 3 horas. Al final del periodo de reperfusion, la ligadura alrededor de DAI se vuelve a apretar. Los efectos de
una proteasa sobre lesidon isquémica pueden analizarse evaluando los efectos sobre necrosis miocardica, niveles de
creatina quinasa en plasma y marcadores de activacion de neutrofilos tales como, por ejemplo, actividad
mieloperoxidasa y liberacion de radicales superoxido.

En otro modelo de lesiéon miocardica mediada por el complemento basada en perfusiéon de corazones de raton
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aislados con tampo6n de Krebs-Henseleit que contiene plasma humano al 6%, puede usarse el tratamiento con
proteasas o proteasas modificadas para limitar el dafio tisular en el corazén. En dicho ejemplo, el tampén usado
para perfundir los corazones puede complementarse con dosis diversas de proteasas, tales como, pero sin
limitacion, proteasas modificadas incluyendo polipéptidos de MT-SP1. Los corazones perfundidos pueden someterse
a ensayo para detectar la deposicion de C3 y C5b-9 humano, presién de perfusion de arteria coronaria, presion
diastolica final y frecuencia cardiaca.

Las proteasas y proteasas modificadas tales como, por ejemplo, polipéptidos de MT-SP1 modificados, pueden
usarse como agentes terapéuticos antes o después de derivacion cardiopulmonar (DCP) o injerto de derivacion de
arteria coronaria para inhibir la respuesta inmunitaria inflamatoria que a menudo sigue a una derivacion y que puede
contribuir a la lesion tisular. Puede usarse una recirculacion de sangre completa in vitro en un circuito de derivacion
extracorpdreo para estimular cambios plaquetarios y leucocitarios y la activacion del complemento inducida por DCP
(Rinder et al. (1995) J. Clin. Invest. 96: 1564). En dicho modelo, puede realizarse la adicion de una proteasa o
proteasa modificada o tampon de control, en diversas dosis, a un envase de transferencia que ya contiene sangre de
un donante sano y heparina porcina, justo antes de la adicién de la sangre al circuito extracorpéreo. Pueden
extraerse muestras de sangre 5, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos después de la recirculacion y someterse a ensayo
para realizar estudios del complemento tales como, por ejemplo, ensayos hemoliticos y/o ensayos de activacion del
complemento para medir C5a, C3a y/o sC5b-9. Como control puede usarse una muestra previa al tratamiento de
sangre extraida antes de su adicion al circuito extracorporeo. Puede realizarse citometria de flujo de muestras de
sangre para determinar los niveles de moléculas de adhesién en poblaciones de leucocitos circulantes (es decir,
neutrdfilos) en la sangre, tales como, por ejemplo, niveles de CD11b y P-selectina.

l. Terapias de combinacion

Las proteasas de tipo silvestre modificadas pueden usarse en combinacién entre si y con otros farmacos y agentes
terapéuticos existentes para tratar enfermedades y afecciones. Por ejemplo, como se describe en el presente
documento, varias proteasas pueden usarse para tratar afecciones y enfermedades inflamatorias crénicas y agudas.
Dichos tratamientos pueden realizarse junto con otros farmacos antiinflamatorios y/o agentes terapéuticos. Los
ejemplos de farmacos antiinflamatorios y agentes Utiles para las terapias de combinacion incluyen farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) incluyendo salicilatos, tales como aspirina, AINE tradicionales tales como
ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, nabumetona p|r0X|cam diclofenaco o indometacina, e inhibidores selectivos de
Cox-2 tales como celecoxib (Celebrex®) o Rotecoxin (Vioxx®). Otros compuestos Utiles en terapias de combinacion
incluyen antimetabolitos tales como metotrexato y leflunomida, corticosteroides u otros esteroides tales como
cortisona, dexametasona o prednisona, analgésicos tales como acetaminofeno, amlnosallcnatos tales como
mesalamina y agentes citotoxicos tales como azatioprina (Imuran®), ciclofosfamida (Cytoxan®) y ciclosporina A.
Otros agentes que pueden usarse en terapias de combinacion incluyen modificadores de la respuesta bioldgica. Los
modificadores de la respuesta biologica pueden |ncIU|r inhibidores de utocmas pro-inflamatorios |ncluyendo
inhibidores de TNF-alfa tales como etanercept (Enbrel®), infliximab (Remicade®) o adalimumad (Humira®) e
inhibidores de IL-1 tal como anakinra (Klneret ). Los modificadores de la respuesta biolégica también pueden incluir
citocinas antnnflamatorlas tales como IL-10, agentes de direccién a las células B tales como anticuerpos anti-CD20
(thuxmab ), compuestos que se dirigen a antigenos T, bloqueadores de moléculas de adhesion, antagonistas de
receptores de quimiocinas, inhibidores de quinasa tales como inhibidores de MAP Quinasa, JNK o NF«B y ligandos
de PPAR-y.

Las proteasas de tipo silvestre y modificadas también pueden usarse en combinacién con agentes que se
administran para tratar enfermedades cardiovasculares y/o administrarse durante procedimientos para tratar
enfermedades cardiovasculares tales como, por ejemplo, las descritas en el presente documento que contribuyen a
afecciones inflamatorias asociadas con lesion de isquemia-reperfusion mediada por el complemento. Por ejemplo,
las proteasas proporcionadas en el presente documento, tales como proteasas armazén o proteasas modificadas,
pueden administrarse en combinacién con anticoagulantes. Los ejemplos de anticoagulantes ejemplares incluyen,
pero sin limitacién, heparina, warfarina, acenocoumarol, fenindiona, EDTA, citrato, oxalato e inhibidores directos de
trombina tales como argatroban, lepirudin, bivalirudin, ximelagatran.

Otros agentes, tales como otros inhibidores del complemento, pueden usarse como farmacos antiinflamatorios en
terapia de combinacion con las proteasas y proteasas modificadas descritas en el presente documento. Los
ejemplos de dichos otros inhibidores del complemento incluyen factor de veneno de cobra (FVC), moléculas
polianiénicas tales como heparina, sulfato de dextrano, polivinil sulfato, polilisina o suramina, moléculas naturales
tales como K-76COOH, acido rosmarinico o extracto de la hierba medicinal china Ephedra, moléculas sintéticas
tales como mesilato de afamastat (FUT-175), un inhibidor sintético de C1s (C1s-INH-248) o un inhibidor contra C1s y
fD (BCX-1470), inhibidores peptidicos tales como compstatina, anticuerpos inhibidores del complemento tales como
anticuerpos anti-C5 (N19-8), anti-C5 humanizado (h5G1.1), anti-C6 o anti-C8, y formas solubles de reguladores del
complemento de membrana tales como CR1 soluble (sCR1), DAF soluble (sDAF), MCP soluble (sMCF) o CD59
soluble (sCD59) (Morgan et al., (2003) Mol Immunol. 40: 159).

Las composiciones farmacéuticas que contienen una proteasa o proteasa modificada descrita en el presente
documento pueden usarse para tratar una cualquiera o mas enfermedades o afecciones inflamatorias mediadas por
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la activacion del complemento. También se describen combinaciones de una proteasa o proteasa modificada y otro
tratamiento o compuesto para el tratamiento de una enfermedad o afeccién inflamatoria. La proteasa o proteasa
modificada y el agente antiinflamatorio pueden envasarse como composiciones individuales para la administracion
conjunta o secuencial o intermitente. Como alternativa, pueden proporcionarse como una sola composicion para la
administraciéon o como dos composiciones para la administracion como una sola composiciéon. Las combinaciones
pueden envasarse como Kits, opcionalmente con reactivos adicionales, instrucciones para su uso, viales y otros
envases, jeringas y otros elementos para el uso de la proteasa modificada.

J. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen uUnicamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de las
realizaciones proporcionadas en el presente documento.

Ejemplo 1
Clonaciéon y mutagénesis de MT-SP1

Se cloné MT-SP1 de tipo silvestre en el vector de expresion bacteriano pQE32 (Qiagen, SEC ID N°: 345) en posicion
C terminal con respecto al marcador de 6 histidinas usando los sitios de restriccion BamB1 y Hindlll. La construccion
incluia la pro-regién, secuencia de activacion y dominio proteasa, y contenia los restos 598 hasta el extremo C de la
secuencia publicada por Takeuchi et al. (1999) PNAS 96: 11054 y la SEC ID N° 2 (es decir, correspondiente a los
restos 598 a 855 de la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 2). Se generaron mutantes mediante
mutagénesis dirigida con Quikchange (Stratagene). En resumen, se establecié una reaccién de muestra con PCR
que contenia la MT-SP1 de tipo silvestre como molde y cebadores oligonucleotidicos disefiados para contener la
mutacion deseada (véase la Tabla 21). La reaccién PCR fue como se indica a continuacion en un volumen de
reaccion total de 50 pl: 5 pl de tampdn de reaccion 10X, 1 ul de molde de ADN de MT-SP1 (100 ng/ul), 0,5 ul de
cebador directo 50 uM, 0,5 ul de cebador inverso 50 uM, 1,0 pl de dNTP, 41,0 ul de H2O y 1,0 pl de ultra Pfu (2,5
unidades/ul). También se realizd6 una reaccién de control en ausencia de cebadores directo o inverso. Las
condiciones de la reaccion PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 30 s, seguido de 18 ciclos a 95 °C durante 30 s,
55 °C durante 60 s y 72 °C durante 8 min, 24 s. La reaccién concluy6 con una etapa de elongacion a 72 °C durante
10 min seguido por una incubacion a 4 °C. Cada producto de la reaccion se digirid con Dpnl durante 1-2 horas a 37
°C. Para transformar células supercompetentes XL-1 Blue, se utilizaron 1,0 ml de los productos y se sembraron en
placas a 2,0 ul y 20,0 ul sobre agar selectivo que contenia carbenicilina 50 ug/mi.

Tabla 21: cebadores de mutagénesis

Cebador Secuencia SEC ID N°
F97D directo 5'-CACCCCTTCTTCAATGACGACACCTTCGACTATGACATCG-3’ 346
F97D inverso 5'-CGATGTCATAGTCGAAGGTGTCGTCATTGAAGAAGGGGTG-3’ 347
F97E directo 5'-CCACCCCTTCTTCAATGACGAGACCTTCGACTATGACATCGC-3' | 348
F97E inverso 5'-GCGATGTCATAGTCGAAGGTCTCGTCATTGAAGAAGGGGTGG-3' | 349
F97A directo 5'-CACCCCTTCTTCAATGACGCCACCTTGGACTATGACATC-3' 350
F97A inverso 5'-GATGTCATAGTCGAAGGTGGCTCATTGAAGAAGGGGTG-3' 351
F97W directo 5'-CACCCCTTCTTCAATGACTGGACCTTCGACTATGACATC-3' 352
F97W inverso 5'-GATGTCATAGTCGAAGGTCCAGTCATTGAAGAAGGGGTG-3' 353
Y146N directo | 5'-GGACACACCCAGAACGGAGGCACTGGC-3' 354
Y146N inverso | 5'-GCCAGTGCCTCCGTTCTGGGTGTGTCC-3' 355
Y146D directo | 5'-GGACACACCCAGGACGGAGGCACTGGC-3' 356
Y146D inverso | 5'-GCCAGTGCCTCCGTCCTGGGTGTGTCC-3' 357
Y146E directo | 5'-GGGACACACCCAGGAGGGAGGCACTGGCG-3' 358
Y146E inverso | 5'-CGCCAGTGCCTCCCTCCTGGGTGTGTCCC-3' 359
Y146A directo | 5'-GGGACACACCCAGGCCGGAGGCACTGGCG-3' 360
Y146A inverso | 5'-CGCCAGTGCCTCCGGCCTGGGTGTGTCCC-3' 361
Y146W directo | 5'-GGGACACACCCAGTGGGGAGGCACTGGCG-3' 362
Y146W inverso | 5'-CGCCAGTGCCTCCCCACTGGGTGTGTCCC-3' 363
Y146R directo | 5'-GGGGACACACCCAGAGGGGAGGCACTGGCGC-3' 364
Y146R inverso | 5'-GCGCCAGTGCCTCCCCTCTGGGTGTGTCCCC-3' 365
Q192R directo | 5'-TGGACTCCTGCCGGGGTGATTCCGG-3' 366
Q192R inverso | 5'-CCGGAATCACCCCGGCAGGAGTCCA-3' 367
K224A directo | 5'-CGCTCAGAGGAACGCGCCAGGCGTGTACA-3' 368
K224A inverso | 5-TGTACACGCCTGGCGCGTTCCTCTGAGCG-3' 369
K224F directo | 5'-GCTGCGCTCAGAGGAACTTCCCAGGCGTGTACACAAG-3' 370
K224F inverso | 5'-CTTGTGTACACGCCTGGGAAGTTCCTCTGAGCGCAGC-3' 371
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Las secuencias de cada uno de los mutantes de MT-SP1 de dominio proteasa clonados denominados por
numeracion CB se establecen en cualquiera de las SEC ID N°: 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 552-605 o 672-680.

Ejemplo 2
Expresion y purificacion de MT-SP1

Se clonaron la MT-SP1 de tipo silvestre y modificada en el vector de expresion bacteriano pQE32 (Qiagen, SEC ID
N°: 345) que contenia un marcador de 6 histidinas en el extremo N, un prodominio y un dominio proteasa como se
ha indicado en el Ejemplo 1 anterior y las construcciones resultantes se utilizaron para transformar células E. coli BL-
21. Las células se cultivaron en cultivos de 100 ml a una DO de 0,6 y la expresion de la proteasa en cuerpos de
inclusion se indujo afiadiendo IPTG a una concentracion final de 1 mM. Después de 4-6 horas, las bacterias se
sedimentaron por centrifugacion y el sedimento se resuspendié en Tris pH 8 50 mM, KCI 500 mM y glicerol al 10%
(tampdn A). Las células se lisaron por ultrasonidos y se sedimentaron por centrifugacion a 6.000x g. Los sedimentos
se resuspendieron en Tris pH 8 50 mM, urea 6 M, NaCl 100 mM y 2-mercaptoetanol al 1% (tampén B). La
membrana y los organulos se sedimentaron por centrifugacién a 10.000x g y el sobrenadante se paso6 sobre una
columna niquel-NTA (Qiagen). La columna se lavé con Tris pH 8 50 mM, urea 6 M, NaCl 100 mM, imidazol 20 mM,
2-mercaptoetanol al 1% y Tween 20 al 0,01% (tampon D). La columna se lavé de nuevo con tampén D sin Tween
20. Después, la proteasa se eluy6 de la columna con Tris pH 8 50 mM, urea 6 M, NaCl 100 mM, 2-mercaptoetanol al
1% e imidazol 250 mM (tampdn E). Después, la proteasa se concentré a un volumen de ~1 ml y después se dializ6 a
4 °C durante una noche en 1| de Tris pH 8 50 mM, urea 3 M, NaCl 100 mM, 2-mercaptoetanol al 1% y glicerol al
10%. Finalmente, la proteasa se dializé en Tris pH 8 50 mM, NaCl 100 mM y glicerol al 10% a 4 °C durante una
noche. Durante la Ultima etapa de didlisis, la proteasa comenzé a autoactivarse por auto-escision en la unién entre el
prodominio y el dominio proteasa en la secuencia RQAR/VVGG, dando como resultado la retirada del marcador de 6
histidinas y el prodominio.

Ejemplo 3
Expresion y purificacion de MT-SP1 modificada CB155 en matraces de agitacion

Se clonaron CB155 y mutantes de serina proteasa humana recombinantes relacionados, asi como la proteasa MT-
SP1 de tipo silvestre, y se expresaron en E. coli como cuerpos de inclusion como se describe en los Ejemplos 1y 2
anteriores. La produccion de MT-SP1 o mutantes se adaptd a escala de laboratorio agrupando hasta 30 matraces de
agitacion de 1 | para el aislamiento posterior de los sedimentos de los cuerpos de inclusién para solubilizacién y
replegamiento. En resumen, la construccion del plasmido CB155 mutante de MT-SP1 se utilizd para transformar
células supercompetentes XL-1 Blue y se recogi6é una sola colonia nueva y se cultivé en 25 ml de caldo luria (LB;
Difco LB Broth, Lennox, formulacién aproximada por litro: triptona 10,0 g, extracto de levadura 10,0 g, cloruro de
sodio 5,0 g) que contenia carbenecilina 50 ug/ml a 37 °C durante una noche. Se diluyeron diez mililitros del cultivo
de una noche en 11 de LB en un matraz Ultra Yield (2,5 1) y se agitaron a 37 °C a una DO600 de aproximadamente
0,6 a aproximadamente 0,7 (es decir, se agitaron a 37 °C durante aproximadamente 2 horas). Se afiadio IPTG (sin
dioxano; Calbiochem) a 1,0 M al cultivo a una concentracion final de 1 mM para inducir la expresion de la proteasa
en cuerpos de inclusion y el cultivo se agitoé durante 4 horas mas a 37 °C. El cultivo se recogid por centrifugacion a
6.000 rpm en un rotor Sorvall n°® SLC4000 durante 20 minutos.

El sedimento celular del cultivo de 1 | se resuspendié en 50 ml de Tampon de Lavado Il (cloruro sédico 300 mM,
fosfato potasico 50 mM pH 7,4) y se transfirié a una célula en roseta para el tratamiento con ultrasonidos. Las
células se lisaron por ultrasonidos de la siguiente manera: 20 - 50 ml de solucién durante 2 minutos, coeficiente de
utilizacion del 30%, rendimiento = 5-6, en hielo, repetido tres veces; +100 ml de soluciéon durante 2 minutos,
coeficiente de utilizacién del 60%, rendimiento = 8, en hielo, repetido seis veces. El lisado sometido a ultrasonidos se
centrifugd a 7.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se elimind y los sedimentos se resuspendieron
en 40 ml de Tampon de Lavado | (cloruro sédico 300 mM, fosfato potasico 50 mM, pH 7,4, LDAO al 0,5%) por
aproximadamente 2,0 gramos de cuerpos de inclusién usando una espatula y agitacion vorticial. Los cuerpos de
inclusion se centrifugaron a 9.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se lavaron un total de tres veces en Tampoén de
Lavado I. Las etapas de centrifugacion y lavado se repitieron dos veces mas en Tampon de Lavado Il. Los cuerpos
de inclusion lavados se suspendieron en 20 ml de tampon desnaturalizante (clorhidrato de guanidina 6 M, Tris HCI
pH 8,0 100 mM, ditiotreitol 20 mM) por aproximadamente 2,0 gramos de cuerpos de inclusion usando una espatula
para fragmentar el sedimento y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta que el
sedimento se disolvié totalmente o en su mayor parte. Todo el material insoluble se retird por centrifugacion a 9.000
rpm en un rotor Sorvall SLAG600TC seguido por resuspension en tampén 20 ml. La muestra se escurrio lentamente
en un vaso de precipitados que contenia un volumen 100X de tampdn de replegamiento (Tris HCI pH 8,0 100 mM,
NaCl 150 mM, glutatiéon reducido 5 mM, glutation oxidado 0,05 M, monoclorhidrato de L-arginina 1,5 M) y se agitd
lentamente a 4 °C durante 72 horas. La muestra se diluy6 a una concentracion final 1 M de arginina/HCI en Tris pH
8,0 50 mM/NaCl 50 mM y después se concentré a aproximadamente 700 ml usando una filtraciéon de flujo cruzado.
Después, la muestra se transfirio al VivaFlow (Sartorius, Edgewood NY) y se concentré adicionalmente a un
volumen final de aproximadamente 300 ml. La muestra se dializé en Tris pH 8,0 50 mM/NaCl 50 mM (8 I) durante

93



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

una noche. Se produjo alguna precipitacion de la muestra. La muestra se centrifugd a 9.000 rpm para eliminar la
precipitacion.

La muestra se incubé a temperatura ambiente hasta que se produjo la autoactivacion de la proteasa por escision de
la pro-region para liberar la encima madura. La autoactivacion se produce durante el proceso de purificacion. La
actividad se control6 mediante SDS-PAGE (un cambio de 3 kilodalton). La actividad también se controlé mediante
actividad enzimatica segun se evalla por escision de un sustrato fluorogénico. Para medir la actividad enzimatica, la
proteasa se diluy6 de 1:20 veces a 1:100 veces en tampoén de ensayo que contenia Tris pH 8,0 50 mM, NaCl 50 mM
y Tween-20 al 0,01%. Se mezclaron 5 pl de la proteasa diluida con 50 ul de sustrato Ac-RQAR-AMC 100 uM, y la
fluorescencia se midié en un espectrofotometro de fluorescencia (Molecular Devices Gemini XPS) a una longitud de
onda de situacion de 380 nm, una longitud de onda de emisién de 450 nm y usando un filtro con un limite ajustado a
435 nm. La actividad se evalué a lo largo del tiempo a medida que la muestra se dejaba incubar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 24 a 72 horas hasta que la actividad se estabilizé. Cuanto mas diluidas estan
las muestras, mas tiempo puede necesitarse. Tipicamente, se dej6 que la proteasa consiguiese una activacion >75%
antes de la purificacidon mediante intercambio aniénico.

Una vez estabilizada la actividad, la muestra se dializ6 en Hepes 50 mM pH 6,5 (8 1) durante una noche. La muestra
se filtré y se cargd en una columna SourceQ. Después de cargar sobre la columna SourceQ, la muestra se lavo con
3 volumenes de columna de tampoén A (Hepes 50 mM pH 6,5) y se eluyd con un gradiente de tampon B 0-20%
(Hepes 50 mM pH 6,5/NaCl 1 M) sobre 10 volimenes de columna. Se midié la actividad de cada fraccion y las
fracciones activas se combinaron y dializaron en PBS durante una noche. La muestra de proteinas se concentré a
aproximadamente 5 ml y se afiadid6 benzamidina a una concentracién final de 20 mM para inhibir la autolisis de
CB155. El rendimiento global de CB155 es tipicamente de aproximadamente 15 a 20 mg de CB155/1 | de cultivo
celular. Se consiguié un rendimiento de 22 mg/litro de cultivo celular por produccién de CB155 a la escala del matraz
de agitacion. El rendimiento global desde los cuerpos de inclusion a la proteina nativa fue tipicamente menor del
10%. En los matraces agitadores, se han conseguido titulos de fermentacion de hasta 3 g/l.

La proteina purificada se someti6 a ensayo para determinar la actividad especifica, pureza y niveles de endotoxina.
La actividad especifica o cantidad de proteasa activa en cada preparacion se determiné mediante titulacion del sitio
activo por incubacién con un inhibidor que se une en el sitio activo de la proteasa funcional a diversas
concentraciones seguido por la adicién a un sustrato fluorogénico para medir la proteolisis del sustrato. La cantidad
de enzima activa se calculé a partir de una representacion de la actividad proteasa residual frente a la concentracion
de inhibidor, en la que el valor de origen corresponde a la concentracion de la proteasa activa. En resumen, la
proteasa purificada se titul6 con ecotin M84R usando el método de Harris et al. (JBC, 1988, 273: 27354-73) titulando
una solucién madre de tripsina con p-guandinobenzoato de 4-metilumbeliferiio (MUGB), y después se titulé una
solucién madre de ecotin M84R con la tripsina. Finalmente, la proteasa purificada se titulé con solucién madre de
ecotin M84R. En todos los casos, la proteasa se incubd durante 30 minutos a 30 °C con concentraciones de inhibidor
entre 0,1 y 2 veces la concentracion esperada de la proteasa. Para representar graficamente los datos se usaron
actividades residuales entre el 30% y el 90% de la actividad proteasa no inhibida. La actividad enzimatica se controlé
a 30 °C en presencia de Ac-RQAR-AMC 40 puM en tampdn de ensayo que contenia Tris pH 8,0 50 mM, NaCl 50 mM
y Tween-20 al 0,01% (para la actividad de la tripsina, se afiadi6 CaCl, 10 mM) en un espectrofluorimetro Gemini
XPS (excitacion: 380 nm; emision: 450 nm; limite: 435 nm). La pureza de la preparacion de la proteina se evalué por
resolucion del producto de la proteina sobre SDS-PAGE seguido por tincion con colorante azul Coomassie. La
proteasa madura produjo una sola banda a 25 kD. El nivel de endotoxina en cada preparacién se determino
mediante ensayo Chromo-LAL de lisado de amebocitos de Limulus (Associated of Cape Cod) de acuerdo con el
protocolo del fabricante con las siguientes modificaciones. La proteasa se diluyé 100 veces en agua de reactivo de
LAL (LRW) y se dividié en dos tubos. Se afiadioé una exposicion de 100 unidades de endotoxina (EU)/ml a un tubo y
LRW al otro. Después, la muestra se diluyé dos veces en soluciones madre de tal manera que la reaccion contenia
una concentracion final de tosil-lisil-clorometilcetona (TLCK) 5 mM y Tris pH 8,0 10 mM. Cada muestra se incubd dos
horas a 37 °C para inactivar la actividad de la proteasa. Las muestras se diluyeron adicionalmente 50 veces y se
sometieron a ensayo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los resultados se consideraron validos si la
recuperacion de la exposicion a la endotoxina estaba entre el 50 y el 150% del valor tedrico. La CB155 purificada
final tipicamente tuvo una pureza >95% mediante SDS-PAGE, una actividad especifica >90%, y contenia
aproximadamente de 50 a 500 EU/mI de endotoxina.

Ejemplo 4
Fermentacion a gran escala de MT-SP1 y mutantes

Se ha realizado la fermentacion a gran escala de mutantes de MT-SP1 basandose en el protocolo descrito en el
Ejemplo 3. Se cultivd durante una noche en medio LB (Difco) un cultivo de 2 litros de colonias de E. coli
transformadas con MT-SP1 mutante. El cultivo de una noche se sembro en 50 | de fermentacion y se cultivé durante
aproximadamente 5 horas con agitacion a 37 °C hasta que la absorbancia a DO600 alcanz6 la fase logaritmica. La
expresion de la proteasa en cuerpos de inclusion se indujo con la adicién de IPTG a una concentracion final de 700
pM vy la fermentacion se continué durante 4 horas mas en un modo semicontinuo. El cultivo se recogié por
centrifugacion para proporcionar un sedimento celular de peso humedo de aproximadamente 750 gramos a 1680
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gramos. El sedimento celular se resuspendié y se sometié a ultrasonidos en Tris pH 8,0 50 mM, KCI 0,5 M, glicerol
al 10%, beta-mercaptoetanol 1 mM a 10 ml de tampdn por 1 gramo de sedimento celular. Las condiciones del
tratamiento con ultrasonidos fueron pulso: 4s, ausencia de pulso: 6s, 700 W, 30 minutos. El lisado sometido a
ultrasonidos se centrifugd a 7.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechd y los sedimentos se
resuspendieron en Tampon de Lavado | (Tris pH 8,0 50 mM, KCI 0,5 M, glicerol al 10%, beta-mercaptoetanol 1 mM,
Tween-20 al 0,01%) a 10 ml de tampén por 1 g de cuerpos de inclusion usando una espatula y agitacién vorticial.
Los cuerpos de inclusién se centrifugaron y se lavaron dos veces. El rendimiento de cuerpos de inclusion fue de
aproximadamente 176 a 506 gramos.

Ejemplo 5
Produccion de MT-SP1 en Pichia pastoris

La produccion de cantidades de multiples miligramos del dominio proteasa de MT-SP1 se realizé por fermentacion
en un fermentador BioFlo 3000 (New Brunswick Scientific, NJ) equipado con un bio-reactor de una capacidad de 3,3
| usando un clon SMD1168/pPICOK:MTSP1 Sac SCI (Friedrich et al. (2002) J. BioL Chem., 277: 2160-2168). El
medio complejo ZA001 (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, glicerol 40 g/l, sulfato aménico 5 g/l, sulfato
calcico deshidratado 0,2 g/I, sulfato magnésico heptahidrato 2 g/l, sulfato potasico 2 g/l, hexametafosfato sédico 25
g/l, PTM1 4,35 ml/l) se inoculé con 100 ml de un cultivo de una noche del transformante P. pastoris. El cultivo se
complemento con glicerol al 50% mediante una fase semicontinua y se indujo durante 18-24 horas con metanol
controlado al 0,025%.

Para purificar la MT-SP1 recombinante secretada en el medio de cultivo, las células y los desechos celulares se
eliminaron por centrifugacion a 5.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante resultante se decanto, se ajusté a pH
8,0 con NaOH 10 N, y se filtré a través de un capsula SartoBran 300 0,45 + 0,2 uM (Sartorius). El sobrenadante se
concentrd a 1 | mediante ultrafiltracion usando un cartucho de ultrafiltracion de 10 kDa (sistema NC SRT UF con filtro
AG/Technologies UFP-10-C-5A), y el tampdn se cambid por filtracion de flujo cruzado a tampon A (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 50 mM, Tween-80 al 0,05%, pH 8,0). La unidad de filtracion se aclaré una vez con 1 | de tampdn de lavado A,
que se combind con el concentrado.

La solucién que contenia MT-SP1 concentrada se aplicd sobre una columna de 150 ml de benzamidina que se habia
equilibrado con tampén A, a un caudal de 8 ml/min. La columna se lavé con 3 volimenes de columna de tampén B
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 1,0 M, Tween-80 al 0,05%, pH 8,0) y se eluyd con 3 volimenes de columna de tampén C
(Tris-HCI 50 mM, L-arginina 1,0 M, Tween-80 al 0,05%, pH 8,0). Las fracciones que contenian actividad MT-SP1 se
agruparon y se concentraron a 10 ml usando un concentrador JumboSep (Pall Gelman) y una membrana con un
limite de 10 kDa. Una vez concentradas a 10 ml, el tampdn se cambié por tampén D (Na;HPO,4 50 mM, NaCl 125
mM, pH 5,5) y el volumen se ajustd a 5-10 ml. La fraccion retenida se retird y el concentrador se lavé con tampén D,
que se afiadio al concentrado. El volumen de la muestra total se ajust6 a 15 ml.

La MT-SP1 parcialmente purificada de la columna de benzamidina se hizo pasar a través de una columna de 5 ml Q-
sepharose Fast Flow HiTrap (Amersham-Pharmacia Biotech) previamente equilibrada con 15 ml de tampon D. Se
recogio el flujo que paso a través de la columna y se determiné la concentracion de la proteina midiendo la DO280
(usando un coeficiente de extincion de 2,012 mg/D0O280). Después, la MT-SP1 purificada se desglucosilé afiadiendo
0,1 pl de endoglicosilasa H (ProZyme, 5 U/ml) por mg de proteina e incubando durante una noche a 4 °C con una
agitacion suave seguida por una etapa de purificacion de intercambio aniénico posterior (no necesaria para el
mutante CB155 de MT-SP1).

La conductividad del conjunto desglucosilado se ajustd a 2,0-3,0 mS/cm con H,O Nanopure y el pH se ajusto a 6,5
(volimenes finales de aproximadamente 200 a 300 ml). Después, la MT-SP1 se purificé adicionalmente mediante
cromatografia de intercambio aniénico cargando directamente sobre un sistema Pharmacia Akta Explorer usando
una columna de intercambio aniénico Source 150 de 7 ml (Amersham-Pharmacia Biotech). La proteina se eluyd en
un tampon que contenia HEPES 50 mM, pH 6,5 con un gradiente de NaCl 0-0,33 M sobre 10 volumenes de columna
a un caudal de 6 mil/min. Las fracciones que contenian la proteina se agruparon y se afiadié benzamidina a una
concentracion final determinada por mediciéon de la DO280 y el uso de un coeficiente de extincion tedrico de 2,012
mg/D0280.

Ejemplo 6

Evaluacion de la actividad en plasma

La actividad en plasma de las proteasas de tipo silvestre o modificadas se determind por escision del sustrato
peptidico Ac-RQAR-AMC, que incluye el sitio de autoactivacion de MT-SP1. Se diluyé un microlitro de una solucion
madre de proteasa 10 uM en 9 ul de PBST o 9 ul de plasma citrado humano reunido (Innovative Research;

Sarasota, Florida) (concentracion final 1 uM). La reaccién se incubé durante 5 minutos a 37 °C. Al final de la
incubacion, se diluyd 1 ul de la mezcla de proteasa incubada en 250 pl de tampon de ensayo (Tris 50 mM, pH 8,0,
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NaCl 50 mM, Tween-20 al 0,01%). A cada pocillo de una placa de microtitulacion negra de tipo Nunc se le afiadio 1
pl del sustrato Ac-RQAR-AMC (6,25 mM en DMSO) y se afiadieron 50 pl de la mezcla de proteasa incubada diluida.
La escision del sustrato se controlé usando un lector de placas de fluorescencia Spectromax tomando mediciones
cinéticas con la longitud de onda de excitacién a 380 nm y la longitud de onda de emisiéon a 450 nm. La actividad
fraccional de la proteasa se calculé como una proporcion de la actividad de la proteasa en plasma dividida entre la
actividad en PBST.

Se determiné en paralelo la actividad en plasma de la MT-SP1 de tipo silvestre o un panel de mutantes de MT-SP1
con una evaluacion de las proteasas en ensayos hemoliticos (véase el Ejemplo 7 mas adelante). Los resultados se
indican en la Tabla 23 mostrada mas adelante.

Ejemplo 7

Ensayos hemoliticos para explorar y titular la actividad proteasa por deteccion de hemolisis de eritrocitos
inducida por el complemento

La actividad funcional del sistema del complemento puede evaluarse usando ensayos hemoliticos tradicionales, que
exploran la funcién de la ruta del complemento total determinando la capacidad de la muestra para lisar eritrocitos.
Se incubaron diluciones en serie de la muestra a analizar con eritrocitos de oveja sensibilizados con anticuerpos a
una temperatura definida. El nimero de eritrocitos lisados se determina mediante absorbancia espectrofotométrica
de la hemoglobina liberada, que tiene una relacion lineal con los niveles de proteinas del complemento en el
intervalo de lisis del 50%. Los resultados normalmente se expresan como diluciones reciprocas de la muestra
necesaria para producir una lisis del 50%. Por tanto, cuando se evalua la actividad de los componentes de la ruta
clasica, puede determinarse un valor de HCsp. Los ensayos que evallan la actividad funcional de la ruta alternativa
para determinar la HAso (la titulacion a la cual se produce un 50% de hemolisis) utilizan eritrocitos de cobaya, conejo
o pollo como células diana. La activacion de la ruta clasica se bloquea por la adicion de EGTA y Mg al ensayo
hemolitico de la ruta alternativa.

Los ensayos hemoliticos pueden modificarse para determinar el efecto de una proteasa determinada sobre la
activacion del complemento. La proteasa se incuba con el plasma antes de la coincubacién con los eritrocitos. La
escision de los productos del complemento por las proteasas dara como resultado una actividad del complemento
disminuida. Incubando el plasma con diluciones en serie de las proteasas, puede determinarse una Clsg, que es la
concentracion de proteasa a la cual se consigue la inhibicion del 50% de la actividad del complemento.

A. Ensayos hemoliticos clasicos
1. Ensayo hemolitico clasico: preincubaciéon con plasma al 20%

a. Para evaluar la activacion del complemento después del tratamiento con proteasas, se diluy6 plasma humano con
citrato sédico como anticoagulante (Innovative Research, Inc.) en PBST a una concentracion final del 20% (10 pl de
plasma en 40 pl de PBST) antes de ahadir MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 o CB42 diluido a una concentracion final
de 0-1 uM. La reaccion se incubd a 37 °C durante 1 hora. La solucidon plasmatica se diluy6é adicionalmente a una
concentracién final del 0,5% en una solucidon de eritrocitos de oveja activados con IgG (6,25 pl de solucion
plasmatica en 250 pl de solucion de eritrocitos de oveja, Diamedix (Miami, FL)). La solucion se incubé con agitacion
a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos y se
retiraron 100 pl del sobrenadante y se pusieron en una placa de microtitulacion transparente de 96 pocillos. La
liberacion de la hemoglobina de los eritrocitos lisados se controlé mediante la lectura de la densidad éptica (DO) a
415 nm. La Clsp(nM) de hemolisis por la MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 y CB42 fue respectivamente de 131 nM,
94 nMy 67 nM.

Se sometié a ensayo un panel de proteasas MT-SP1 modificadas para determinar la inhibicién de la hemolisis. Se
incubd plasma humano diluido que contenia citrato sédico como anticoagulante con 200 nM de MT-SP1 de tipo
silvestre, CB12, CB13, CB31, CB32, CB40, CB41, CB42, CB43, CB44, CB45, CB64, CB66, CB67 y CB155. La
reaccion se incubo a 37 °C durante 1 hora. La solucién plasmatica se diluyd posteriormente hasta una concentracion
final del 0,5% en una solucion de eritrocitos de oveja activados con IgG y se ensay6 la hemolisis como se ha
descrito anteriormente. Se determiné el valor HC50. La fraccion de hemolisis se determind comparando el valor
CH50 de las proteasas de tipo silvestre o modificadas en comparaciéon con una muestra que no contenia proteasa
afadida (control positivo), estableciendo un valor de 1,00 para el factor de hemolisis del control positivo. La Tabla 22
representa la fraccion de partida de los valores de hemolisis. Los datos muestran que todas las proteasas
ensayadas inhibieron la hemolisis al menos en un 50% en comparacién con el control positivo con una hemolisis
completamente inhibida en presencia de CB42.

Tabla 22: Inhibicion de Hemolisis por un Panel de Variantes de MT-SP1

Proteasa Fraccion de Hemolisis
Tipo silvestre 0,14
CB12 0,22
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Proteasa Fraccion de Hemolisis
CB13 0,50
CB31 0,51
CB32 0,38
CB40 0,48
CB41 0,32
CB42 0,00
CB43 0,23
CB44 0,48
CB45 0,27
CB64 0,34
CB66 0,44
CB67 0,33
CB155 0,09

Control negativo 0,00
Control positivo 1,00

b. En otro experimento, para evaluar la activacion del complemento clasica después del tratamiento con proteasas,
se diluyeron inicialmente proteasas en PBST a una concentracion de 5,0 uM para protocolos de exploracion, al
mismo tiempo que se usaron diluciones en serie de las proteasas de 50 pM a 0,390 uM en protocolos para
determinar la Clso. Las proteasas MT-SP1 o modificadas se preincubaron con una concentracion final de plasma al
20% en un tubo de 0,2 ml combinando 2 pl de la solucion de proteasa diluida, 10 ul de plasma humano (con citrato
sédico como anticoagulante; Innovative Research, Inc.) y 38 ul de PBST. Esto dio como resultado una diluciéon
adicional de la proteasa para dar una concentracion final de 200 nM de proteasa para el protocolo de exploracion y
de 2,0 uM a 0,0156 uM de proteasa para el protocolo Clso. En los ensayos también se incluyeron un control sin
proteasa (10 ul de plasmay 40 ul de PBST) y un control de fondo (50 ul de PBST solamente). La reaccién se incubo
a 37 °C durante 1 hora. Se afadieron eritrocitos de oveja sensibilizados (Diamedix, Miami, FL) a placas de 96
pocillos de polipropileno a un volumen de 120 pl por pocillo, y se mezclaron 3 pl de solucién de plasma/proteasa en
cada pocillo proporcionando una concentracion final de plasma del 0,5%. La solucion se incubd con agitacion a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos en una
centrifugadora de mesa Sorvall para sedimentar las células no fragmentadas y se retiraron 100 ul del sobrenadante
y se pusieron en una placa de microtitulacion transparente de 96 pocillos. La liberacién de hemoglobina de los
eritrocitos lisados se controlé mediante la lectura de la densidad o6ptica (DO) a 415 nm. La fraccién de hemolisis se
calculd restando el control de fondo de todos los pocillos, y dividiendo después las muestras experimentales entre el
control sin proteasa (control positivo), estableciendo un valor de 1,00 para la fraccion de hemolisis del control
positivo. La Clso (nM) de hemolisis por las proteasas se midioé representando graficamente la fraccion de hemolisis
frente a la concentracion de proteasa con un ajuste de curvas logistico de 4 parametros (software SoftMax Pro,
Molecular Devices, CA).

Se sometié a ensayo un panel de proteasas MT-SP1 modificadas con respecto a la inhibicién de la hemolisis
mediante la escisidon de uno o mas de componentes de la ruta clasica del complemento. Se incubé plasma humano
diluido que contenia citrato sédico como anticoagulante con una concentracion 200 nM o diluciones en serie de 2,0
pM a 0,0156 uM de MT-SP1 de tipo silvestre (CB200), CB12, CB16, CB17, CB20, CB21, CB42, CB43, CB44, CB45,
CB66, CB80, CB82, CB155, CB212, CB213, CB214, CB216, CB218, CB219, CB232, CB235, CB238, CB244,
CB245, CB251, CB252, CB255, CB257, CB268, CB274, CB331, CB332, CB349, CB350, CB351, CB353, CB357,
CB367, CB373, CB377, CB381, CB383, CB385, CB387, CB388, CB403, CB409, CB412, CB413, CB421, CB422,
CB423, CB450, CB451, CB458, CB464, CB486, CB487, CB488, CB489 y CB490. La reaccion se incubo a 37 °C
durante 1 hora. La solucion de proteasa/plasma se diluyé adicionalmente en eritrocitos de oveja sensibilizados y la
hemolisis se sometid a ensayo como se ha descrito anteriormente. Se determinaron la fraccién de hemolisis y la
Dlso. La Tabla 23 representa la fraccion de hemolisis a 200 nM (hemolisis Clasica 20 nM) y el valor Clsp para cada
proteasa (preincubacion en plasma al 20%).

2. Ensayo hemolitico clasico: preincubacion con plasma al 90%

El ensayo hemolitico clasico modificado puede adaptarse adicionalmente para medir la actividad inhibidora de las
proteasas en condiciones mas fisiologicas ajustando las concentraciones de plasma y proteasa. Inicialmente, las
proteasas se diluyeron en PBST a una concentracion de 5,0 uM para protocolos de exploracién, mientras que se
usaron diluciones en serie de las proteasas de 200 uM a 1,56 uM para protocolos para determinar el valor Clso. Las
proteasas MT-SP1 o modificadas se preincubaron con una concentracion final de plasma al 90% en un tubo de 0,2
ml combinando 2 pl de la soluciéon proteasa diluida, 18 ul de plasma humano (con citrato sddico como
anticoagulante; Innovative Research, Inc.). Esto dio como resultado una dilucién adicional de la proteasa para dar
una concentracion final de 0,5 uM de proteasa para el protocolo de exploracion, y de 20 uM a 0,156 uM de proteasa
para el protocolo de Clso. En los ensayos también se incluyeron un control sin proteasa (18 pl de plasma y 2 ul de
PBST) y un control de fondo (solo 20 ul de PBST). La reaccién se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Las mezclas de
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reaccion se diluyeron adicionalmente en plasma al 20% con la adicion de 70 pul de PBST. Los eritrocitos de oveja
sensibilizados (Diamedix, Miami, FL) se concentraron a 10X sedimentando una alicuota de 3,0 ml, retirando 2,7 ml
de tampdn y resuspendiendo el sedimento celular en los 0,3 ml de tampdn restante. Los eritrocitos sensibilizados
concentrados se afiadieron a placas de polipropileno de 96 pocillos a un volumen de 12 pl por pocillo. Se afiadieron
mezclas preincubadas de proteasa/plasma a 6 ul o 60 pl a los eritrocitos para dar una concentracion final de plasma
del 1% o del 10%, respectivamente, en un volumen final de 120 ul (PBST afadido a un volumen final). La solucion
se incubd con agitacion a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las células se centrifugaron a 2000 rpm
durante 5 minutos para sedimentar las células no lisadas y se retiraron 100 ul del sobrenadante y se pusieron en una
placa de microtitulacion transparente de 96 pocillos. La liberacién de hemoglobina de los glébulos lisados se controlo
mediante lectura de la densidad 6ptica (DO) a 415 nm. La fraccién de hemolisis se calculé restando el control de
fondo de todos los pocillos, y después dividiendo las muestras experimentales entre el control sin proteasa (control
positivo), estableciendo un valor de 1,00 para la fraccion de hemolisis del control positivo. El valor de Clso(nM) de
hemolisis por las proteasas se midié representando graficamente la fraccion de hemolisis frente a la concentracion
de proteasa con un ajuste de curvas logistico de 4 parametros (software SoftMax Pro, Molecular Devices, CA).

La MT-SP 1 de tipo silvestre (CB200) y los mutantes de MT-SP1 CB252 y CB377 se sometieron a ensayo para
determinar la inhibicion de la hemolisis después de la preincubacion con plasma al 90%. Las mezclas preincubadas
de proteasa/plasma (a una concentracion final de proteasa de 20 nM a 2000 nM) se incubaron con eritrocitos
sensibilizados a una concentracién de plasma final del 1% y del 10% y la hemolisis se evalué como se ha descrito
anteriormente. El valor de Clsp de hemolisis se determindé como se ha descrito anteriormente. El valor de Clso de
CB200, CB252 y CB377 fue respectivamente de 967 nM, 379 nM y 205 nM.

También se ensayo la MT-SP1 modificada CB450 para determinar la hemolisis inducida por la ruta clasica in vitro
después de la preincubacion con plasma al 90%. Se incubaron mezclas de proteasa/plasma previamente incubadas
(a una concentracion final de proteasa de 20 nM a 2000 nM) con eritrocitos sensibilizados a una concentracion de
plasma final del 1% y del 10% y la hemolisis se evalu6 como se ha descrito anteriormente. Los resultados muestran
que la hemolisis disminuia dependientemente de la dosis de CB450 inducida por plasma al 1% o al 10%,
observandose una inhibicion de la hemolisis ligeramente mayor después de la induccién por plasma al 1%. Por
ejemplo, no se observé hemolisis detectable después de la inducciéon en plasma al 1% en presencia de una
concentracion 100 nM o mayor de CB450, mientras que la induccion en plasma al 10% requeria una mayor
produccion de proteasa para conseguir la inhibicion completa de la hemolisis (es decir, una concentracion de
aproximadamente 750 nM o mayor de proteasa CB450).

B. Ensayo hemolitico alternativo
1. Ensayo hemolitico alternativo: preincubacion con plasma al 20%

Para evaluar la activacién del complemento alternativa después del tratamiento con proteasas, las proteasas se
diluyeron inicialmente en tampon GVB/Mg/EGTA que contenia tampoén de gelatina veronal (GVB; Comptech) con
MgCl; 10 mM y EGTA 8 mM. Las proteasas se diluyeron a una concentracion de 7,5 uM para los protocolos de
exploracién, mientras que se usaron diluciones en serie de las proteasas de 30 uM a 0,2344 uM para protocolos
para determinar la Clso. Se preincubaron proteasas MT-SP1 o modificadas con una concentracion final de plasma al
20% en un pocillo de una placa de propileno de 96 pocillos combinando 5 pl de la solucion de proteasa diluida, 15 pl
de plasma humano (con citrato sédico como anticoagulante; Innovative Research, Inc.) y 55 pl de tampdn
GVB/Mg/EGTA. Esto dio como resultado una dilucion adicional de la proteasa para dar una concentracion final de
proteasa 500 nM para el protocolo de exploracién, y una concentracion de proteasa de 2,0 uM a 0,0156 uM para el
protocolo de Clso. En estos ensayos también se incluyeron un control sin proteasa (15 pl de plasma y 60 pl de
GVB/Mg/EGTA) y un control de fondo (solo 75 pl de GVB/Mg/EGTA). La reaccioén se incubo a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de la incubacion, se afiadieron 5 pl de GVB/Mg/EGTA a la mezcla incubada, seguido por
20 pl de solucién Alsever con células de pollo lavadas (mezcla al 50% de sangre completa de pollo y solucion de
Alsever, que contiene anticoagulantes; Colorado Serum Company, CO) proporcionando una concentracion
plasmatica final del 15%. Antes de la adicidn, la solucidon de Alsever de pollo se sensibiliz6 como se describe en el
Ejemplo 19 proporcionado mas adelante y las células se centrifugaron y lavaron 3 veces en TBS enfriado y se
resuspendieron en 10 pl de GVB/Mg/EGTA, y se almacenaron en hielo hasta su uso. Las placas se agitaron a 37 °C
durante 1 hora. Las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células no lisadas, y
se retiraron 100 ul de sobrenadante y se pusieron en una placa de microtitulacion transparente 96 pocillos. La
liberacion de la hemoglobina de los eritrocitos lisados se controld leyendo la densidad o6ptica (DO) a 415 nm. La
fraccion de hemolisis se calcul6 restando el control de fondo de todos los pocillos, y después dividiendo las muestras
experimentales entre el control sin proteasa (control positivo), estableciendo un valor de 1,00 para la fraccion de
hemolisis del control positivo. La Clsy (nM) de hemolisis por las proteasas se midié representando graficamente la
fraccion de hemolisis frente a la concentracion de proteasa en un ajuste de curvas logistico de 4 parametros
(Software SoftMax Pro, Molecular Devices, CA).

Se sometié a ensayo un panel de proteasas MT-SP1 modificadas para determinar la inhibicion de la hemolisis
mediante la escisién de uno o mas componentes de la ruta del complemento alternativa. Se incubé plasma humano

98



10

ES 2611 608 T3

que contenia citrato sédico como anticoagulante con una concentracién 500 nM o diluciones en serie de 2,0 uM a
0,0156 uM de MT-SP1 de tipo silvestre (CB200), CB12, CB16, CB17, CB20, CB21, CB42, CB43, CB44, CB45,
CB66, CB80, CB82, CB155, CB212, CB213, CB214, CB216, CB218, CB219, CB232, CB235, CB238, CB244,
CB245, CB251, CB252, CB255, CB257, CB268, CB274, CB331, CB332, CB349, CB350, CB351, CB353, CB0357,
CB367, CB373, CB377, CB381, CB383, CB385, CB387, CB388, CB403, CB409, CB412, CB413, CB421, CB422,
CB423, CB450, CB451, CB458, CB464, CB486, CB487, CB488, CB489 y CB490. La reaccion se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. La soluciéon de proteasa/plasma se diluyé adicionalmente en eritrocitos de
pollo y la hemolisis se evalué como se ha descrito anteriormente. Se determinaron la fraccion de hemolisis y la Dlso.
La Tabla 23 representa la fraccion de hemolisis a 500 nM (hemolisis Alternativa 500 nM) y la Clso para cada proteasa
(preincubacioén en plasma al 20 %).
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2. Ensayo hemolitico alternativo: preincubacion con plasma al 90%

El ensayo hemolitico alternativo modificado también puede adaptarse para medir la actividad inhibidora de
proteasas, tal como, por ejemplo, las que tienen baja actividad, ajustando las concentraciones de plasma y proteasa.
Las proteasas se diluyeron inicialmente en GVB/Mg/EGTA a una concentracion de 50 ug para los protocolos de
exploracion, mientras que se usaron diluciones en serie de las proteasas de 200 uM a 1,56 uM para protocolos para
determinar la Clso. Se preincubaron proteasas MT-SP1 o modificadas con una concentracion final de plasma al 90%
en un pocillo de una placa de polipropileno de 96 pocillos combinando 2 pl de la solucién de proteasa diluida con 18
ul de plasma humano (con citrato sédico como anticoagulante; Innovative Research, Inc.). Esto dio como resultado
una dilucién adicional de la proteasa para dar una concentracion final de proteasa 5,0 uM para el protocolo de
exploracion y de 20 uM a 0,156 puM para el protocolo de Clso. En estos ensayos también se incluyeron un control sin
proteasa (18 ul plasma y 2 ul de GVB/Mg/EGTA) y un control de fondo (solo 20 ul de GVB/Mg/EGTA). La reaccion
se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la incubacion, se afiadieron 80 pl de GVB/Mg/EGTA
a la mezcla de plasmal/proteasa incubada seguido por la adicion de 20 ul de células de pollo lavadas (descrito
anteriormente), para proporcionar una concentracion plasmatica final del 15%. Las placas se agitaron a 37 °C
durante 1 hora. Las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células no lisadas, y
se retiraron 100 ul del sobrenadante y se pusieron en una placa de microtitulacion transparente de 96 pocillos. La
liberacion de la hemoglobina de los eritrocitos lisados se controld leyendo la densidad 6ptica (DO) a 415 nm. La
fraccion de hemolisis se calcul6 restando el control de fondo de todos los pocillos, y dividiendo después las muestras
experimentales entre el control sin proteasa, estableciendo un valor de 1,00 para la fraccién de hemolisis del control
positivo. La Clso (nM) de hemolisis por las proteasas se midioé representando graficamente la fraccion de hemolisis
frente a la concentracion de proteasa con un ajuste de curvas logistico de 4 parametros (software SoftMax Pro,
Molecular Devices, CA).

La MT-SP1 modificada CB450 se evalué con respecto a la hemolisis inducida por la ruta alternativa in vitro después
de preincubacion con plasma al 90%. Se incubaron mezclas de proteasa/plasma preincubadas (a una concentracion
final de proteasa de 20 nM a 2000 nM) con células de pollo a una concentraciéon plasmatica final del 15% y la
hemolisis se evalu6 como se ha descrito anteriormente. Los resultados muestran que la hemolisis inducida por
plasma al 15% disminuia la hemolisis de una manera dependiente de la dosis de CB450, sin observarse hemolisis
detectable de los eritrocitos a una concentracion de proteasa CB450 500 nM o mayor.

Ejemplo 8

Deteccion de hemolisis de eritrocitos inducida por el complemento usando suero empobrecido en
complemento

a. Para evaluar la activacion del complemento por factores del complemento purificados tratados en presencia o
ausencia de proteasa MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 o CB42, se adquirieron factores del complemento C2, C3, C4
y C5 purificados y medio empobrecidos en los factores del complemento C2, C3, C4 y C5 en Quidel. Las proteinas
del complemento purificadas (C2, C3, C4 o C5) se incubaron con una concentracion 10 nM de proteasa MT-SP1 de
tipo silvestre, CB155 o CB42 a 37° C durante 3 horas. La concentracién de la proteina purificada usada en la
reaccion fue de 5 uM. Se midié un microlitro de la reaccion junto con un 1 pl del suero empobrecido en complemento
apropiado a 100 pl de eritrocitos de oveja sensibilizados y se ensayod para determinar la actividad hemolitica como
se describe en el Ejemplo 7 anterior. Se determinaron los valores HC50 de hemolisis. La fraccion de hemolisis de las
muestras se determiné comparando el valor HC50 de la muestra con las muestras que contenian suero C2 que no
contenia proteasa afiadida, al que se le asigné un valor de 1,00. La Tabla 24 representa la fraccion de partida de los
valores de hemolisis. Las proteasas MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 y CB42 inactivan C2 y C3, pero no C4 ni C5
segun se determina mediante la inhibicion de la hemolisis.

Tabla 24: Hemolisis por Proteinas del Complemento Incubadas con Proteasa Ainadidas de Nuevo a Suero
Empobrecido en Complemento

Proteasa Fraccion de Hemolisis
C2 1
C2+WT 0
C2 + CB155 -0,00104
C2 +CB42 0,071429
C3 1,032325
C3+WT 0,008342
C3+CB155 0,07195
C3+CB42 0,122449
C4 0,957766
C4 +WT 0,970027
C4 + CB155 0,944142
C4 + CB42 1,040816

102



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2611 608 T3

Proteasa Fraccion de Hemolisis
C5 0,983651
C5+WT 0,888283
C5+ CB155 0,942779
CB + CB42 1,020408

b. En otro experimento, se traté un panel de proteinas del complemento en presencia o ausencia de MT-SP1
(CB200), CB252 y CB377 para evaluar las consecuencias de la inactivacion de proteinas de complemento
purificadas por las proteasas. Se incubaron proteinas del complemento purificadas (todas de Quidel; San Diego, CA)
a sus concentraciones en suero fisiologicas (Clg: 180 pg/ml; C2: 25 ug/ml; C3: 1000 ug/ml; C4: 500 pg/ml; C5: 75
pug/ml; C6: 70 pg/ml; C8: 80 ug/ml; C9: 60 ug/ml) en PBST con una concentraciéon 25 nM de proteasa CB200, CB252
0 CB377. Se afiadié un pl de la reaccion a 100 ul de eritrocitos de oveja sensibilizados en presencia de 1 ul de suero
que se empobrecid para el factor del complemento correspondiente (todos los sueros empobrecidos se adquirieron
en Quidel). Como controles, se incluyeron en las reacciones un control sin proteasa, solamente suero empobrecido,
y solamente suero normal. Las muestras se incubaron en pocillos de una placa de 96 pocillos durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion. Las células se centrifugaron para sedimentar las células no lisadas, y se
retiraron 80 ul de sobrenadante y se transfirieron a una placa de microtitulacion transparente de 96 pocillos. La
liberacién de hemoglobina de los eritrocitos lisados se control6 leyendo la densidad 6ptica (DO) a 415 nm.

Los resultados demostraron que los sueros empobrecidos de control en ausencia de la proteina del complemento
purificada correspondiente afiadida mostraron una escasa o ninguna hemolisis segun la evaluacion por la lectura de
la DO415, mientras que los sueros normales de control presentaron hemolisis seguin se evalué mediante una DO415
de aproximadamente 0,4. Para cada una de las reacciones en las que se anadid de nuevo la proteina del
complemento purificado correspondiente a los sueros empobrecidos (control sin proteasa), la lectura de DO415 fue
comparable a la observada con los sueros normales. La preincubacién de las proteinas del complemento C1q, C3,
C4, C5, C6, C7, C8 0 C9 con CB200, CB252 o0 CB377 no mostré hemolisis en comparacion con los sueros normales
o el control sin proteasa. Por otro lado, la preincubacion de C2 con CB200, CB252 o CB377 dio como resultado la
inhibicién de la hemolisis segin se evalia por una absorbancia DO415 reducida a niveles comparables con el
control de sueros empobrecidos.

Ejemplo 9

Visualizacion de la escision proteolitica del componente C2 del complemento en plasma humano por
transferencia de Western

a. Para visualizar los productos de escision proteoliticos, se diluy6 plasma humano al 5% en 40 ul de PBST y se
afadié CB155, CB200 o CB42 purificadas a una concentracion final entre 0 y 500 nM. Las muestras se
incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se separaron veinte microlitros de la reaccion, o C2 del complemento
purificado como control (CompTech), mediante SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 4-12% a 200 V durante
35 minutos usando un aparato Novex Mini-Cell Surelock (Invitrogen), y después se transfiri6 a una membrana de
PVDF (Invitrogen) usando una celda de transferencia semiseca Transblot SD de Bio-Rad. La membrana se
bloqued durante 1 hora con leche deshidratada al 5% en TBST (solucion salina tamponada con Tris con Tween
20 al 1%) seguido de lavado e incubacion con una dilucion 1:3000 de antisuero de cabra anti-C2 humano
(Quidel) en leche deshidratada/TBST al 5% durante una noche a 4 °C. La membrana se lavo de nuevo tres veces
en TBST durante 10 minutos en cada lavado y se incubd con de anticuerpo de conejo anti-cabra conjugado con
HRP 1:10.000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) en leche deshidratada al 5%/TBST durante una hora a temperatura
ambiente. El filiro se lavd tres veces en TBST durante 10 minutos en cada lavado, y el C2 en plasma y los
productos de escisién se revelaron con un Sistema de Deteccién de Transferencia de Western ECL Plus
(Amersham Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La densitometria se realizé6 en un
sistema de formacion de imagenes FluorChem (Alpha Innotech Corp.) usando un programa informatico
AlphaEase FC Fluorchem 8800, version 3.1.2 (Alpha Innotech Corp.). La densitometria se uso para determinar la
proporciéon de producto no escindido con respecto al producto escindido. Se determiné que la Cls de las
proteasas para la escision de C2 era la siguiente: CB200: 15,7 nM; CB155: 18,4 nM; y CB42: 11,9 nM. b. En otro
experimento, se comparo la escision de C2 y C3 por MT-SP1 de tipo silvestre (CB200) y MT-SP1 mutante CB252
y CB377. Se incubaron nueve microlitros de plasma humano citrado (Innovative Research) con 1 pl de proteasa
para dar una concentracion final de proteasa que variaba de 0 a 2000 nM. Las incubaciones se realizaron
durante 1 hora a 37 °C. Un microlitro de la reaccion proteasa/plasma preincubada se combino con 10 pl (para la
evaluacion de C2) o 1000 pl (para la evaluacion de C3) del mismo tampon NuPAGE LDS y reactivo reductor de
muestra (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se hirvio durante 5 minutos. En paralelo, se cargaron 10 pl de las muestras
hervidas en geles en gradiente Bis-Tris NUPAGE del 4-12% (Invitrogen) y se procesaron a 200 V durante 35
minutos usando el aparato Novex Mini-Cell Surelock (Invitrogen) para la separacion de las proteinas, seguido por
la transferencia a un filtro de membrana de PVDF (Invitrogen) usando una celda de transferencia semiseca
Transblot SD de Bio-Rad. Las membranas se bloquearon con leche deshidratada al 5% (Bio-Rad, Hercules, CA)
en TBST (solucion salina tamponada con fosfato con Tween 20 al 1%) durante 1 hora. Después, las membranas
se incubaron con anti-C2 humano de cabra (Quidel) o anti-C3 humano de cabra a 1:2000 en leche
deshidratada/TBST al 5% durante una noche a 4 °C. Las membranas se lavaron tres veces en TBST durante 10
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minutos y después se incubaron con anticuerpo secundario anti-cabra conjugado con HRP (Zymed; San
Francisco, CA) a 1:2000 en leche deshidratada al 5%/TBST durante una hora a temperatura ambiente. Las
membranas se lavaron tres veces en TBST durante 10 minutos y se revelaron con el Sistema de Deteccion de
Transferencia de Western ECL Plus (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ). La densitometria se realizd con
un sistema de formacion de imagenes FluorChem (Alpha Innotech Corp; San Leandro, CA) usando un programa
informatico Alpha Ease FC Fluorchem 8800, version 3.1.2 (Alpha Innotech Corp). Los resultados muestran que
cada una de CB200, CB252, y CB377 escindia C2 en plasma humano de una manera dependiente de la dosis,
mientras que ninguna de las proteasas ensayadas escindia C3 en plasma humano en comparacion con control
sin proteasa incluso a la concentracion de proteasa mas elevada (2000 nM). No se observd degradacion de C2
mediante transferencia de Western a 500 nM de cada una de las proteasas ensayadas, observandose poco o
nada de C2 detectable a una concentracion 1000 nM y una degradacién completa de C2 evidente a una
concentracion 2000 nM de las proteasas ensayadas.

Ejemplo 10

Evaluacion de hemolisis alternativa y clasica y correlacion con la escision proteolitica del componente del
complemento C3 en plasma humano

Se exploré un panel de proteasas a una concentracion final de 200 nM (clasica) o 500 nM (alternativa) para
determinar sus efectos sobre la hemolisis clasica o la hemolisis alternativa, respectivamente, después de la
preincubacion con plasma humano como se indica en el Ejemplo 7, A.1 y B.1 como se ha descrito anteriormente. El
panel de proteasas que se ensayo incluia la proteasa de tipo silvestre (CB200), CB238, CB331, CB349, CB357,
CB367, CB377 y CB387. CB200, CB357, CB367 y CB387 inhibian tanto la hemolisis clasica como la alternativa en
diversos grados. CB238 y CB377 mostraron una pequefia inhibicion de hemolisis alternativa, pero mostraron una
inhibicién sustancial de la hemolisis clasica. CB331 y CB349 mostraron poca inhibiciéon de hemolisis clasica, pero
mostraron inhibicién de la hemolisis alternativa. Los resultados mostraron que CB331, CB349 y CB387 eran
selectivos para la escisién de la ruta alternativa en comparacién con la ruta clasica.

Los resultados de la hemolisis se correlacionaron con la escision de C3 en plasma segun se evalla por la
visualizacion de C3 en presencia o ausencia de proteasa. Las muestras de ensayo de hemolisis alternativa también
se examinaron mediante transferencia de Western para C3 como se describe en el Ejemplo 9 anterior. De forma
coherente con los resultados de hemolisis alternativa, los resultados demuestran que CB331, CB349 y CB387
escinden C3 segun se evalua por la menor cantidad de producto C3 en comparacion con la muestra de plasma no
tratado con proteasa.

Ejemplo 11
Escision de componentes del complemento purificados e identificacion de sitios de escision

Para determinar la mayor especificidad de proteasas modificadas por una proteina diana en comparacién con una
proteasa armazon o de tipo silvestre, se adquirieron factores del complemento C2, iC3 e iC4 purificados de Quidel
Corporation (San Diego, CA). Se diluyeron 5 ug de cada proteina a una concentracion final de 5 uM en PBST. Se
afadié MT-SP1, CB155 o Factor | a una concentracion final de 100 nM y la reaccion se incub6 a 37 °C durante 5
horas. Se retir6 la N-glucosilacién por desnaturalizacion de la proteina y tratamiento con PNGasaF de acuerdo con
el protocolo del fabricante (New England BioLabs, Ipswich, MA). Las proteinas diana se separaron por SDS-PAGE
en un gel de Tris-Glicina en gradiente del 4-12% (Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por transferencia a una
membrana de PVDF. La membrana resultante se tifié con tincion Azul Brillante de Coomassie R-250 (TekNova,
Hollister, CA), se aclar6 con metanol al 50% hasta que se resolvié la banda de la proteina y se seco al aire. Los
fragmentos proteoliticos se secuenciaron de acuerdo con el protocolo de Edmans por el servicio de estructura
molecular de UC Davis para determinar las secuencias de escision. La Tabla 25 mostrada a continuacioén representa
las secuencias de escision de proteasa de C2, C3 y C4 humanas. Cuando se produce escision, se muestran los
sitios de escision respectivos en C2, C3 y C4, identificados por secuenciacion de los productos de escision, para la
proteasa natural Factor |, catepsina K, MT-SP1, y MT-SP1 modificada (CB155). La SEC ID N° respectivas se indican
entre paréntesis después de la secuencia.

Tabla 25: Secuencias de Escision de Proteasa

MT-SP1 CB155 Catepsina K Factor |
C2 Humana GATR (391) SLGR (392)| GATR (391) SLGR
VFAK (393) (392)
C3 Human | Cadena beta REFK (394)
Cadena alfa | GLAR (395) RLGR (396) QHAR (398) LGLA (399) LSVV | LPSR (388) SLLR
AEGK (397) (400) (389)
C4 Humana | Cadena beta
Cadena alfa HRGR (390) HRGR (390)

104




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2611 608 T3

MT-SP1 CB155 Catepsina K Factor |

Cadena
gamma

Ejemplo 12

Correlacion de la escision de C2 con la inactivacion del complemento: evaluaciéon de la formaciéon de C3
convertasa y hemolisis

La C3 convertasa se forma por la interaccion del complejo C1 con C4 y C2. La activacion de la proteasa C1r en el
complejo C1 escinde C1s produciendo una proteasa C1s activa. C4 es un sustrato sensible para C1s, por lo tanto se
produce como resultado la escision de C4 en C4a y C4b. La generacion de un C4b activo proporciona un sitio de
union para C2, un segundo sustrato para C1s. La escision de C2 da como resultado la formacion de fragmentos C2a
y C2b. Después de la escision por C1s, los fragmentos C4b y C2b se asocian, formando juntos la C3 convertasa de
la ruta clasica. El sitio de escisidon SLGR presente en C2 es el sitio de activacion natural para la escision de C2 que
produce C2a y C2b, mientras que la secuencia de escision VFAK en C2 esta presente dentro del domino proteasa
de C2 en la parte C2a de la molécula. Para evaluar si la escisién de las secuencias de escisiéon en C2 por MT-SP1
de tipo silvestre o modificada afecta a la activacion de C2 y a la formacién de C3 convertasa, se evaluo la escision y
se determinaron las consecuencias funcionales de la escision en un modelo de hemolisis de superficie celular
reconstituido in vitro.

A. Escision de C2

La presencia de los productos de escision C2a y C2b se evalué después de la escision de C2 purificado por MT-SP1
de tipo silvestre (CB200), CB252 o CB377. Para evaluar los productos de escision después de la incubacion de C2
purificado con proteasas, se incubaron 5 ug de C2 purificado (Quidel) solo o con una concentracién final 100 nM de
CB200, CB252 o CB377 durante 1 hora a 37 °C. Toda la reaccién se separé mediante SDS-PAGE en un gel de Tris-
Glicina en gradiente del 4-12% (Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por transferencia a una membrana de PVDF. La
membrana resultante se tifio con tincion Azul Brillante de Coomassie R-250 (TekNova, Hollister, CA), se aclar6 con
metanol al 50% hasta que se resolvio la banda de la proteina y se seco al aire. Los resultados muestran que en
presencia de CB200, CB252 o CB377 100 nM, C2 casi se degradd por completo para producir productos de escision
de aproximadamente 70 kD y 23 kD correspondientes a C2a y C2b, respectivamente. Ademas, en presencia de
CB200 se observé un tercer producto de escision de aproximadamente 35 kD.

B. Modelo de hemolisis en la superficie de la célula

La actividad de la proteasa MT-SP1 o modificada sobre la proteina C2 se sometid a ensayo especificamente
aislando células en las etapas intermedias de la activacion del complemento y exponiéndolas a plasma o proteina
tratada con la proteasa. En resumen, los eritrocitos activados se detuvieron en la etapa del complejo C1/C4b usando
el método de Nagaki et al (1974, A New Method for the Preparation of EAC14 cell with Human or Guinea-Pig Serum.
Journal of Immunological Methods 5: 307-317). Los eritrocitos activados adquiridos (Diamedix Corp) se lavaron tres
veces sedimentando las células a 2000 rpm seguido por resuspension en GGVB-TTHA (GVB® al 50% (Diamedix
Corp.) + glucosa al 5% + Ca-TTHA 5 mM (partes iguales de CaCl; 100 mM con TTHA 100 mM (Sigma)), y después
del lavado final se resuspendieron a 5 X 10® células/ml y se conservaron en hielo. Las células se mezclaron con 2,5
volumenes de suero humano normal aI 10% (NHS; preparado en GGVB-TTHA e incubado durante 15 minutos a 30
°C para asegurar la quelacién de Mg ")y se |ncubaron durante 5 minutos a 30 °C. La mezcla se lavo dos veces con
GGVB-TTHA, se Iavo dos veces con GGVB-Ca (GVB® al 50% + glucosa al 5% + CaCl, 0,3 mM) y se lavo dos veces
con GGVB++ (GVB® al 50% + glucosa al 5% + MgCl, 1 mM + CaCl; 0,15 mM). Después del lavado final, la mezcla
celular se incubd durante 2 horas a 37 °C mezclando cada 30 minutos para evitar el exceso de sedlmenta0|on de las
células. La mezcla celular incubada se lavo una vez en GGVB++, y se resuspendié a 1,5 X 10® células/ml. La
suspension se conservo hasta 1 semana a 4 °C.

Durante la activacion del complemento, el complejo C1/C4b es necesario para escindir C2 que genera C3
convertasa y la activacion resultante del resto de la cascada del complemento dando como resultado la formacién
del complejo de ataque a membrana (CAM) y la lisis celular. Para evaluar las consecuencias de la escision de C2
por proteasas, se diluyé en serie una soluciéon de proteasa 2X de cualquiera de CB200, CB252, CB377 diluyendo
una solucién madre de la proteasa a 2 uM en GGVB++ y diluyendo en serie esta solucion madre 1:2 a lo largo de 11
pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos opaca (Nunc) para obtener concentraciones finales de proteasa de
0,2 nM a 2000 nM. Se afiadié tampdén GGVB++ solo al 12° pocillo como control de fondo. Se preparé una solucion al
40% de suero empobrecido en C3 (Sigma) por dilucion con GGVB++. Se mezclaron cinco microlitros de proteasa 2X
diluida en serie (de lo anterior) con 5 pl de suero empobrecido en C3 diluido y se incubaron durante 1 hora a 37 °C.
La reaccion se diluyé a 50 ul con GGVB++ y se afiadieron 50 pl de células EAC14b (a 1,5 X 10° células/ml). La
mezcla se incubd durante 6 minutos a 30 °C para greformar el complejo C2. Se afiadieron 150 ul de suero
empobrecido en C2, diluido 1:10 en GGVB-EDTA (GVB" al 50% + glucosa al 5% + EDTA 10 mM) a cada pocillo. Las
muestras se incubaron durante 1 hora a 37 °C con agitacién suave. La placa se centrifugd a 2000 rpm para
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sedimentar las células y 100 pl del sobrenadante se transfirieron a una placa de ensayo transparente de 96 pocillos.
La liberacién de la hemoglobina de los eritrocitos lisados se controlé leyendo la densidad 6ptica (DO) a 415 nm.

Los resultados muestran que el suero empobrecido en C3 preincubado con concentraciones en aumento de
proteasas (CB200, CB252 o CB377) conferia una hemolisis reducida de los eritrocitos que contenian C1/C4b
preformado cuando se afiadian a suero empobrecido en C2. Los efectos de cada una de las proteasas ensayadas
fueron dependientes de la dosis con escasa o ninguna inhibicion clara a concentraciones que variaban de 0,2 nM a
10 nM de proteasa, produciéndose una inhibicidn sucesiva a concentraciones en aumento de proteasa vy
observandose una hemolisis escasa o nula a concentraciones de proteasa de 800 nM o mayores. Estos resultados
sugieren que la preincubacion de suero que contiene C2 en presencia de proteasas no imita la escisién de C2 por
C1/C4b necesaria para la activacion del complemento vy la lisis celular.

Ejemplo 13
Determinacion del sitio de escision inhibidor mediante SDS-PAGE y ensayos hemoliticos emparejados

Para correlacionar la escisiéon de los componentes del complemento por proteasas con inhibicién de activacion del
complemento, se adquirieron factores del complemento purificados de Quidel y CompTech. Se diluyeron 5 pg de
cada proteina a una concentracion final de 5 uM en PBST. Se diluyé una proteasa armazon o modificada a una
concentracion final entre 0 y 500 nM. Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se retiraron de 0,5a 1 pg
del componente del complemento tratado y se diluyeron a un volumen total de 10 ul con PBST. Esta reaccion se
mezclé con 250 ul de eritrocitos de oveja activados con IgG y 5 ul de medio empobrecido en el correspondiente
factor del complemento a ensayar. La solucion se dejo incubar a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las
células se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos y se transfirieron 200 ul del sobrenadante a una placa de
microtitulacion de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 415 nm para determinar la liberaciéon de la hemoglobina de
los eritrocitos lisados.

Los 4 a 4,5 pug restantes de la muestra de reaccion se desglucosilaron de acuerdo con el protocolo del fabricante
para PNGasaF (New England BiolLabs). Las muestras se separaron por SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina en
gradiente del 4-12% seguido por tincion con azul Brillante de Coomassie. Usando la caracteristica de densitometria
en un formador de imagenes Alpha Innotech, se determind el area de cada banda y se us6 para calcular el
porcentaje del componente del complemento de longitud completa escindido a lo largo del ensayo y la aparicion de
todos los productos de degradacion principales.

Ejemplo 14

Correlacion de la escision de C2 con la inactivacion del complemento segiin se evalia por hemolisis en
suero empobrecido en C2

Se evalud la consecuencia funcional de la escision de C2 de la hemolisis mediada por el complemento en SDS-
PAGE y en ensayo hemolitico, emparejados, como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 13. Para evaluar la
activacion del complemento por factores del complemento purificados, se adquirieron medios de C2 purificado y
empobrecido en C2 de Quidel. Se incubaron de 0,5 a 1 ug de C2 purificado con proteasa CB155 de 10 a 500 nM en
un total de 10 ul bE PBST durante 1 hora a 37 °C. La reaccion entera se afadié a 250 pl de eritrocitos de oveja
activados con IgG junto con 5 pl de plasma empobrecido en el factor del complemento C2 a ensayar. La solucion se
dejo en reposo a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 2
minutos y se transfirieron 200 pl del sobrenadante a una placa de microtitulacion de 96 pocillos, y se midi6 la
absorbancia a 415 nm para determinar la liberacion de hemoglobina de los eritrocitos lisados.

Para visualizar los productos de escision proteoliticos, veinte microlitros de la reaccién, o complemento C2 purificado
como control (CompTech), se separaron por SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 4-12% y la proteina total se
visualizé mediante tincion del gel con Azul de Coomassie de acuerdo con el protocolo del fabricante. La escision de
C2 se comparé usando densitometria en gel. La escision de C2 se produjo de una manera dependiente de la dosis,
produciéndose una escision casi completa de C2 a 500 nM de proteasa. Ademas, el porcentaje de hemolisis
disminuy6 con concentraciones en aumento de proteasa. La Clsp de CB 155 basada en densitometria de gel de los
productos de escision de C2 fue de 2,2 nM. La Clsp de CB 155 para la hemolisis en suero empobrecido en C2
complementado con C2 tratado con proteasa fue de 17 nM. In vitro, se requiere la degradacion completa de C2
purificado para la disminucion funcional de la hemolisis.

Ejemplo 15

Deteccion de C5b-9 (complejo de ataque a la membrana) por ELISA y efectos de MT-SP1 o mutantes sobre la
activacion del complemento

A. ELISA para C5b-9
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Se realizaron ensayos ELISA para C5b-9 de acuerdo con el protocolo del fabricante (Quidel). En resumen, se
rehidrataron placas de microtitulacion recubiertas con anticuerpo de captura con SuperBlock (Pierce, Rockford, IL)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron en PBST y se afiadieron 20 pl de la solucién
anterior de suero estimulado con complemento, tratado con proteasa, diluida con 80 ul de SuperBlock, a los pocillos
de una placa de microtitulacion. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora y después se
lavaron en PBST. Se afiadieron 100 pl de la soluciéon de anticuerpo de deteccion conjugado con HRP y las placas se
incubaron durante 1 hora y después se lavaron con PBST. Finalmente, se afiadieron 100 pl de solucion de sustrato y
las placas se incubaron durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente para su revelado. Para
detener la reaccién de revelado, se afadieron 100 ul de solucién de detencion a cada pocillo y la absorbancia se
midié a 450/650 nm de acuerdo con el protocolo del fabricante.

B. Efectos de la MT-SP1 de tipo silvestre (CB200), CB155 o CB42 sobre la activacion del complemento

Para detectar la activacion del complemento, se diluyé plasma humano con citrato sédico como anticoagulante
(Innovative Research, Inc., Southfield, MI) en PBS con Tween 20 al 0,05% (PBST) a una concentracion final del 20%
(10 pl de suero en 40 pl de PBST), a lo que se afiadio MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 o CB42 a una concentracion
final de 0-5 uM. La solucion se incubd a 37 °C durante 15 minutos. La activacion de la ruta clasica y la activacion de
la ruta alternativa se iniciaron mediante la adicion de lipopolisacarido (IgG o LPS, respectivamente a una
concentracion final de 1 mg/ml, Sigma). La reaccién se incubd a 37 °C durante 30 minutos. La reaccion se inactivo
afiadiendo Pefabloc (Roche) a una concentracion final de 1 mg/mly EDTA a una concentracion final de 50 mM. Se
usaron 20 pl de la solucion final para el ELISA posterior. ElI ELISA se realizd6 como se ha descrito en la parte A
anterior.

Se determind la CI50 de la generacion de C5b-9 para cada una de las proteasas. Se determiné que la Clsg después
de la activaciéon de la ruta clasica para MT-SP1 de tipo silvestre, CB155 y CB42 era 103 nm, 47 nm y 23 nm,
respectivamente. Se determiné que la Clso después de la activacién de la ruta alternativa para MT-SP1 de tipo
silvestre, CB155 y CB42 era 195 nm, 84 nm y 41 nm, respectivamente.

Ejemplo 16

Efectos de MT-SP1 de tipo silvestre (CB200), CB252 o CB377 sobre la activacion del complemento en una
exploracion del sistema del complemento total

Para evaluar el efecto de las proteasas MT-SP1 o MT-SP1 mutantes en las rutas del complemento clasica, de la
MBL o alternativa, se incubaron 9 ul de plasma humano citrado (Innovative Research) con 1 pl de las proteasas
CB200, CB252 o CB377 para proporcionar una concentracion final de 1 uM de proteasa durante 1 hora a 37 °C. Se
evalué cada una de las reacciones para detectar la activacion del complemento usando las rutas clasica, de la
lectina, alternativa de exploracion del sistema del complemento total de acuerdo con el protocolo del fabricante
(WiesLab; Suecia). En este ensayo, los pocillos de las tiras de microtitulacién proporcionadas por el fabricante se
recubrieron con activadores especificos de las rutas clasica, alternativa o de la MBL (lectina). La reaccion se diluyo
en el tampdén apropiado suministrado por el fabricante para proporcionar la concentracion de plasma para cada ruta
y la reaccion se incubd como define el fabricante. Para la ruta clasica, la muestra de plasma se diluyo en diluyente
CP y se dejo a temperatura ambiente durante un maximo de 60 minutos antes del analisis. Para la ruta de la lectina
la muestra de plasma se diluy6 en diluyente LP y se incubd a temperatura ambiente durante mas de 15 minutos pero
menos de 60 minutos antes del analisis. Para la ruta alternativa, la muestra de plasma se incub6 en Diluyente AP y
se dejo a temperatura ambiente durante un maximo de 60 minutos antes del analisis. A las placas de microtitulacion,
las muestras se afiadieron a 100 pl/pocillo por duplicado. La placa se incub6 durante 60-70 minutos a 37 °C.
Después de la incubacion del suero, los pocillos de la placa de microtitulacion se lavaron tres veces con 300 pl de
solucion de lavado. Después del lavado final, el exceso de tampdn se retird golpeando ligeramente placa sobre un
tejido absorbente. La activacion de complemento se evalué en cada muestra mediante la deteccién de C5b-9. A
cada pocillo se afadieron 100 pl del conjugado que contenia anticuerpos contra C5b-9 marcados con fosfatasa
alcalina y la placa se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para desarrollar la reaccion, se afiadieron
a cada pocillo 100 pl de solucién de sustrato y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
reaccion se detuvo afadiendo EDTA 5 mM a 100 ul/pocillo. La observancia se leyé a 405 nm usando un lector de
microplaca. La fraccién de sC5b-9 generada se determiné comparando el valor de la DO405 de la muestra con el de
una muestra de control sin proteasa.

Los resultados demuestran que la fraccion C5b-9, generada después de la activacion del complemento inducida por
las rutas clasica y la de la MBL, se inhibia casi completamente en presencia de cada una de las proteasas
ensayadas (CB200, CB252 o CB377). Por otro lado, se observé una escasa o ninguna inhibicion de la generacién de
C5b-9 por cualquiera de las proteasas ensayadas cuando se indujo la activacion del complemento por la ruta
alternativa. Ya que las rutas clasica y la de la MBL requieren C2, pero no la ruta alternativa, estos resultados
sugieren que la inhibicion de las rutas clasica y la de la MBL se debe a la escision de C2. Este resultado coincide
con la observacion de que cada una de las proteasas ensayadas (CB200, CB252 y CB377) inhiben la hemolisis
cuando se preincuban con C2 (véase el Ejemplo 8.b anterior).
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Ejemplo 17
Exploracion de la escision preferencial de sustratos SLGR o GLAR frente a RQAR

Las proteasas modificadas que coincidian con los perfiles especificidad deseados, como se determina mediante
bibliotecas de sustrato, se sometieron a ensayo usando sustratos peptidicos individuales correspondientes a una
secuencia de escision deseada para determinar la magnitud del cambio en cuanto a especificidad. Se disefié un
sustrato diana nativo: Ac-RQAR-AMC, que incluia el sito de autoactivacion de MT-SP1; y se disefiaron dos
secuencias de escision de sustrato deseadas: Ac-SLGR-AMC (sitio de escision de C2) y Ac-GLAR-AMC (sitio de
escision de C3).

Los sustratos se diluyeron en una serie de 12 concentraciones entre 1 mM y 2 uM en un volumen total de 50 pl de
tampon de actividad de MT-SP1 en los pocillos de una placa de ensayo de medio area, negra, de 96 pocillos Costar.
La solucion se calentd a 30 °C durante 5 minutos y se afiadieron 50 pl de una solucién de proteasa (MT-SP1, CB42
o CB155 de tipo silvestre,) a los pocillos del ensayo. La fluorescencia se midid en un espectrofotdmetro de
fluorescencia (Molecular Devices Gemini XPS) a una longitud de onda de excitacion de 380 nm, una longitud de
onda de emisién de 450 nm y usando un filtro limite establecido a 435 nm. La tasa de aumento en fluorescencia se
midi6 durante 30 minutos tomando lecturas a intervalos de 30 segundos. Se calcularon las constantes cinéticas Kcat,
Km v keat/Km (constante de especificidad) representando graficamente la inversa de la concentracion de sustrato
frente la inversa de la velocidad de escision del sustrato y ajustando a la ecuacién de Lineweaver-Burk (1/velocidad=
(Km/Vmax)(1/[S]) + 1/Vmax; €n la que Vmax=[E]* kcat) Las proteasas MT- SP1 (CBZOO) CB42 y CB155 de tipo silvestre
escindieron el sustrato Ac-RQAR-AMC a 1,9 X 10°, 1,8 X 10° y9,1X 10* M™'s™ , respectivamente. Las proteasas MT-
SP1 (CBZOO) CB42 y CB155 de tipo silvestre escmdleron el sustrato Ac-SLGR AMC a 2,0 X 10*, 5,9 X 10*, 3,7 X
10°M™s™ respectlvamente Las proteasas MT-SP1 (CBZOO) CB42 y CB155 de tipo silvestre escmdleron el sustrato
Ac-GLAR- AMC a 6,4 X10%, 6,3 X10*y 3,5 X 10° M's™", respectivamente.

Ejemplo 18
Exploracion de la escision de sustratos individuales frente a una proteina de longitud completa

La especificidad de una proteasa de tipo silvestre o modificada por una secuencia de escisién de sustrato frente a
una proteina del complemento de longitud completa se determiné comparando la constante de especificidad (Kcat/km)
para medir como una proteina particular escinde de bien un sustrato. Se disefié una secuencia peptidica de escision
de sustrato que contenia una secuencia de escision de C2: Ac-SLGR-AMC. La constante de especificidad (Keat/ Km)
de la escision se determind como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 17 incubando la secuencia de escision
de sustrato con una proteasa (MT-SP1 (CB200), CB42 o CB155 de tipo silvestre) y se determind la tasa de aumento
en fluorescencia.

Se usaron parametros cinéticos en gel para determinar la constante de especificidad de la proteina del complemento
diana C2. La cinética de escision de la proteina diana C2 se sometid a ensayo siguiendo por SDS-PAGE el
empobrecimiento de la diana en presencia de una pequefia cantidad de proteasa a lo largo de la evolucion. Para
este ensayo, C2 5 mM se incubé con proteasa (MT-SP1 (CB200), CB42 o CB155 de tipo silvestre) 10 nM en tampdn
de actividad MTSP a 37 °C durante 5 horas. Se extrajeron alicuotas a los 0, 10, 20, 40, 60, 100, 200 y 300 minutos e
inmediatamente se diluyeron y se hirvieron en agente reductor. Las muestras se trataron con PNGasa F (New
England BioLabs), se separaron por SDS-PAGE y se tifieron con Azul Brillante de Coomassie. Se determiné la
densidad de la banda de la proteina de longitud completa usando el Formador de Imagenes en gel Alpha Innotech.
La constante de especificidad, kea/Km se determind mediante ajuste no lineal de la curva producida representando
graficamente el valor de la densidad integrada frente al tiempo con la siguiente ecuacion:

densidad = exp (-1 *tiempo*[enzima]*kcat/Km).

Los resultados demuestran que la constante de especificidad de la escisidon de una secuencia peptidica de sustrato
frente a una proteina de longitud completa por las proteasas siguié un patron similar. La MT-SP1 de tipo silvestre
CB200 mostré constantes de especificidad casi idénticas para la escisién de la secuencia peptidica de sustrato
frente a la proteina de longitud completa C2, mientras que CD42 y CB155 mostraron una ligera variacion en sus
constantes de especificidad. La constante de espeC|f|C|dad de la eSC|S|on de Ia secuencia del sustrato Ac-SLGR-
AMC por CB200, CB42 y CB155 fue de 2,0 X 10%, 5,9 X 10* y 3,7 X 10° M''s” respectlvamente La constante de
eSPECIfICIdad de la escision de la proteina C2 por CBZOO CB42 y CB155 fue de 1 95 X 10* 3,60 X 10* y 7,20 X 10*
, respectivamente.

Ejemplo 19
Protocolo de hemolisis en cinomolgo

La actividad funcional del sistema de complemento del mono Cinomolgo después de tratamiento con proteasa
también puede ensayarse usando ensayos hemoliticos modificados.
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A. Sensibilizacion de eritrocitos de pollo

Se aislaron eritrocitos de pollo de Alsevers de Pollo (mezcla al 50% de sangre completa de pollo y solucion de
Alsevers, que contiene anticoagulantes; Colorado Serum Company, CO). Las células se resuspendieron pipeteando
suavemente hacia arriba y hacia abajo hasta no haber ningin sedimento celular visible y 50 ul de las células se
diluyeron en tampon GVB++ 1 ml. El volumen de las células se gradud, segun fuera necesario, para cada
experimento suponiendo que 10 pl por pocillo de la suspension final de 1 ml se afiadiria a cada pocillo de manera
que una dilucion de 50 pl de células era suficiente para una placa. Las células se lavaron sedimentando las células a
2500 rpm en una centrifugadora de mesa a 4 °C durante 1 minuto, el sobrenadante se desechd y las células se
resuspendieron en GVB++ 1 ml pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo. Las etapas de lavado se
repitieron dos veces mas o hasta que el sobrenadante fue totalmente transparente tras el ultimo centrifugado. Se
afiadié 1 ul de anticuerpo anti-eritrocito de pollo (industrias Fitzgerald) para sensibilizar las células. Después de
mezclar la suspension anticuerpo-célula, la solucién se incubd en hielo durante un minimo de 15 minutos, después
se centrifugé a 2000 rpm en una centrifugadora de mesa a 4 °C durante 2 minutos. El sobrenadante se desechd y
las células sensibilizadas se resuspendieron en GVB++ 1 ml y se lavaron 2 veces mas por centrifugacion a 2000 rpm
durante un minuto hasta que el sobrenadante fue transparente. Después del lavado final, el sedimento celular se
resuspendid en un volumen final de GVB++ 1 ml y las células se diluyeron 10:50 en GVB++ (es decir, 1 ml de
células sensibilizadas resuspendidas 5 ml GVB++ para un volumen total de 6 ml). La sensibilizaciéon de las células
de pollo con anticuerpo se realizé de nuevo el dia del experimento. Las células sensibilizadas no se conservaron
durante una noche.

B. Ensayo de hemolisis de experimentos farmacodinamicos (PD) in vivo

Las reacciones de hemolisis se prepararon a una concentracion final de plasma al 1%, 2,5% y 10% para cada
muestra de plasma obtenida de animales tratados con proteasa o con control con vehiculo (sin proteasa) en
presencia de eritrocitos sensibilizados. Para cada muestra también se prepararon en paralelo controles de
absorbancia que no contenian eritrocitos sensibilizados concentrados anadidos. Todas las reacciones se prepararon
en placas opacas con huecos sefialados. Para las muestras de plasma al 1%, las muestras de hemolisis (por
duplicado) se prepararon con 10 ul de eritrocitos sensibilizados, 89 ul de GVB++ y 1 ul de plasma de animales
tratados o no con proteasa; y los controles de absorbancia correspondientes se prepararon con 99 pl de GVB++ vy 1
ul de plasma de animales tratados con proteasa. Para las muestras de plasma al 2,5%, las muestras de hemolisis
(por duplicado) se prepararon con 10 pl de eritrocitos sensibilizados, 87 ul de GVB++ y 2,5 ul de plasma de animales
tratados o no con proteasa y los controles de absorbancia correspondientes se realizaron con 97 ul de GVB++y 2,5
pl de plasma de animales tratados con proteasa. Para las muestras de plasma al 10%, las muestras de hemolisis
(por duplicado) se prepararon con 10 pl de eritrocitos sensibilizados, 80 ul de GVB++ y 10 pl de plasma de animales
tratados con o sin proteasa; y los controles de absorbancia correspondientes se prepararon con 90 ul de GVB++ y
10 ul de plasma de animales tratados con plasma. Las placas se incubaron con agitacion a 37 °C durante 30
minutos. Las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células no fragmentadas y
se extrajeron 80 ul de sobrenadante y se colocaron en una placa de microtitulacién de fondo redondo transparente
de 96 pocillos. Esto se realizé con cuidado de que las muestras a veces eran gelatinosas. Las muestras que eran
gelatinosas se percibian. Las placas a las que se habia transferido sobrenadante se centrifugaron a 2500 rpm
durante 5 minutos para eliminar las burbujas. La centrifugacion se repitié hasta que desaparecieron las burbujas o,
como alternativa, las burbujas que quedaban se pinchaban con una aguja de 18G. La liberacién de hemoglobina de
los eritrocitos lisados se controlé fotométricamente leyendo la absorbancia a 415 nm sobre un Lector Bio-Rad
Microplate Modelo 680. Si la absorbancia era mayor de 1, las placas se diluian 1:3 en GVB++ y se leian de nuevo
(es decir 20 pl de muestra en 40 pul de GVB++). La fraccion de hemolisis se calcul6 restando la absorbancia de las
muestras de control de la absorbancia de los pocillos de hemolisis correspondientes, dividiendo después las
muestras experimentales entre la muestra de control con vehiculo sin proteasa. Los valores DE50 se determinaron
representando graficamente el valor de la DO415 nm en funcion de la concentracion de la proteasa.

C. Ensayo de titulacion de hemolisis in vitro

Para una titulacion in vitro de las proteasas usando plasma de mono cinomolgo, se incubaron proteasas al 10% del
volumen de reaccion final con plasma de mono cinomolgo adquirido (es decir, en placas de polipropileno de 96
pocillos, a 18 ul de plasma de mono cinomolgo se afadieron 2 ul de la solucién de proteasa) para proporcionar
concentraciones finales de proteasa que variaban de 20 uM a 0,156 puM para el protocolo de titulacion de Clsp y una
concentracién plasmatica del 90%. En los ensayos también se incluyeron controles sin proteasa (18 ul de plasma y 2
ul de GVB/Mg/EGTA) y de fondo (solo 20 ul de GVB/Mg/EGTA). La reaccién se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de la preincubacion de la proteasa con plasma al 90%, la hemolisis se realizé como se
describe en la parte B anterior. No se incluyeron controles de absorbancia en la titulacion de hemolisis in vitro.

Ejemplo 20

Protocolo de hemolisis en ratéon
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A. Ensayo de hemolisis de experimentos farmacodinamicos (PD) in vivo

La actividad funcional del sistema del complemento de ratéon después de tratamiento con proteasa también puede
evaluarse usando ensayos hemoliticos modificados. Los eritrocitos usados en los protocolos de hemolisis de ratdn
también eran eritrocitos de pollo que se sensibilizaron como se ha descrito en el Ejemplo 19, parte A anterior. Las
reacciones de hemolisis se prepararon a una concentracion final de plasma al 40% para cada muestra de plasma
obtenida de los animales tratados con plasma o animales tratados con control con vehiculo (sin proteasa) en
presencia de eritrocitos sensibilizados. También se prepararon controles de absorbancia que no contenian eritrocitos
sensibilizados concentrados afiadidos en paralelo para cada muestra a la mitad de la concentracion plasmatica
(plasma al 20%), de tal manera que los valores del control de absorbancia se restaban dos veces de los valores de
hemolisis durante el analisis como se indicado mas adelante. Las muestras de hemolisis se prepararon por
duplicado (si habia suficiente plasma) en placas opacas con huecos afadiendo a cada pocillo 60 ul de eritrocitos
sensibilizados concentrados y 40 pl de plasma de animales tratados o no con proteasa. El control de absorbancia
correspondiente se prepar6 afiadiendo a cada pocillo 80 ul de GVB++ y 20 ul de plasma de ratéon de animales
tratados o no con proteasa. Las placas se incubaron con agitacién a 37 °C durante 1 hora. Las células se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células no fragmentadas y se extrajeron 50 pl del
sobrenadante y se colocaron en una placa de microtitulacion de fondo redondo transparente de 96 pocillos. Esto se
realizé cuidadosamente ya que las muestras a veces eran gelatinosas. Las muestras que eran gelatinosas se
percibian. Las placas transferidas con sobrenadante se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos para eliminar las
burbujas. Las placas a las que se habia transferido el sobrenadante se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos
para eliminar las burbujas. La centrifugacion se repitié hasta que desaparecieron las burbujas o, como alternativa,
las burbujas que quedaban se pinchaban con una aguja de 18G. La liberacion de hemoglobina de los eritrocitos
lisados se control6 fotométricamente leyendo la absorbancia a 415 nm. Si la absorbancia era mayor de 1, las placas
se diluian 1:3 en GVB++ y se leian de nuevo (es decir 20 pul de muestra en 40 ul de GVB++). La fraccion de
hemolisis se calculd restando la absorbancia 2X de la absorbancia de las muestras de control de los pocillos de
hemolisis correspondientes, dividiendo después las muestras experimentales entre la muestra de control con
vehiculo sin proteasa. Los valores DE50 se determinaron representando graficamente el valor de la DO415 nm en
funcién de la concentracién de la proteasa.

B. Ensayo de titulacion de hemolisis in vitro

Para una titulacion in vitro de las proteasas usando plasma de ratdn, se incubaron proteasas al 10% del volumen de
reaccion final con plasma de ratéon adquirido o plasma de control interno (es decir, en placas de polipropileno 96
pocillos, a 18 ul de plasma se afiadieron 2 pl de la solucion de proteasa) para proporcionar concentraciones finales
de proteasa que variaban de 20 uM a 0,156 puM para el protocolo de titulacion de Clsp y una concentracion
plasmatica del 90%. En los ensayos también se incluyeron controles sin proteasa (18 pl de plasma y 2 ul de
GVB/Mg/EGTA) y de fondo (solo 20 ul de GVB/Mg/EGTA). La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de la preincubacioén de la proteasa con plasma al 90%, la hemolisis se realizé como se describe en la
parte A anterior. No se incluyeron controles de absorbancia en la titulacién de hemolisis in vitro.

Ejemplo 21

Ensayo ELISA para detectar la deposicion de C3b de la ruta clasica

Para detectar y cuantificar la deposicion de C3b, placas Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) se revistieron con 100
pl/pocillos de ovoalbumina al 0,5% durante 2 horas a 37 °C o durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron 3
veces con PBST 250 ul usando SkanWasher 300 de Molecular Devices SkanWasher Version B. Las placas se
revistieron con 100 pl/pocillo de anticuerpo de conejo anti albiumina de huevo de pollo (MP Biomedicals) diluido
1:1000 en PBS. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente o durante una noche a 4 °C antes
de lavarse tres veces con PBST. Las placas se bloquearon con Tampoén de Bloqueo 200 pl (Solucién de BSA al
30%; Serologicals), y se agitaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar 3 veces con PBST, a
cada pocillo se afiadieron 100 ul de muestra de plasma, diluida al porcentaje deseado (es decir, 1%, 10%) en
GVB++ (solucion salina-Veronal (barbital), pH 7,4, que contenia NaCl 142 mM, solucién Veronal 4,9 mM, gelatina al
0,1%, CaCl, 0,5 mM y MgCl, 1 mM; Comptech), y las placas se agitaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST. A los pocillos se afiadié anticuerpo de cabra anti- C3b humano
(Quidel) diluido 1:4000 en tampén de bloqueo a un volumen de 100 pl y las placas se agitaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de lavar con PBST, a los pocillos se afiadieron 100 pul de anticuerpo de conejo
anti-cabra conjugado con HRP (Zymed) diluido 1:8000 en tampdn de bloqueo y se dej6 incubar durante 1 hora con
agitacion a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron con PBST y el ensayo ELISA se reveld, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, por adicion de sustrato TMB 100 pl (Pierce). La reaccion se detuvo por adicion de
100 pl de H2SO4 2 M y la absorbancia se leyé a 405 nm en un lector de placa SpectraMax M5 (Molecular Devices).

Ejemplo 22

Analisis farmacodinamico (PD) de proteasa de ratén
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A. Farmacodinamica de CB450

Por via intravenosa, a los ratones (n=6 por cada dosis), se les inyecté una dosis en embolada de CB450 a diversos
intervalos de dosificaciones (0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg y 15 mg/kg). Se extrajo plasma de los ratones
tratados 5 minutos después de la inyeccién por puncion cardiaca. La actividad del complemento de las muestras de
plasma de los diferentes grupos de tratamiento se sometié a ensayo utlizando el ensayo de hemolisis descrito en el
Ejemplo 20 o el ensayo de deposicion de C3b determinado por ELISA para C3b descrito en el Ejemplo 21.

Los resultados del experimento de hemolisis mostraron que hubo una disminucion, dependiente de la dosis, de
eritrocitos inducida por plasma de raton de los ratones tratados con CB450 segun los niveles de absorbancia a 415
nm sometidos a ensayo. En este ensayo, las muestras de plasma de los ratones tratados sin proteasa indujeron una
hemolisis, segun evaluacion de absorbancia a 415 nm, de aproximadamente 0,23, que disminuyé a
aproximadamente 0,1 en el grupo de tratamiento con 2,5 mg/kg de CB450, con escasa o ninguna sefial de
absorbancia detectable medida en las muestras de los ratones tratados con 5, 20 o 15 mg/kg de CB450.

Utilizando plasma al 1% o al 10% de cada uno de los grupos de tratamiento, se realiz6é un ensayo ELISA para C3b.
La fraccion de hemolisis de las muestras tratadas sin proteasa se establecié a 1,0 y la fraccion de hemolisis de todas
las muestras experimentales se determind de acuerdo con esto. Por tanto, para ambas muestras de plasma del 1%
y 10% de los ratones tratados sin proteasa, la fraccion de la deposicion de C3b que se midi6 fue de 1. Los
resultados del ensayo ELISA para C3b en las muestras de plasma al 10% mostraron que el plasma de los ratones
tratados con dosis en aumento de CB450 no mostraban diferencias medibles en los niveles de C3b a dosis de
CB450 de 2,5, 5 0 10 mg/kg en comparacion con la muestra tratada sin proteasa, sin embargo, los ratones tratados
con 15 mg/kg mostraron una fraccion disminuida de la deposicion de C3b que se midi6 que era de 0,40. Los
resultados del ensayo ELISA para C3b en muestras de plasma al 1% mostraron que el plasma de los ratones
tratados con CB450 tenia una disminucion, dependiente de la dosis, en la fraccion de la deposicion de C3b en
comparacion con la muestra de plasma tratada sin proteasa, lo que era coherente con los resultados observados en
el experimento de hemolisis. Las muestras de plasma de los ratones tratados con 2,5 mg/kg de CB450 mostraron
una deposicion de C3b disminuida que se midié que era de 0,40, mientras que el plasma de los ratones tratados con
5, 20 0 15 mg/kg de CB450 mostraron escasa o ninguna sefial detectable de C3b.

B. Farmacodinamica de un panel de mutantes de proteasa MT-SP1

Por via intravenosa se inyect6 a los ratones una dosis en embolada de concentraciones en aumento de un panel de
mutantes de MT-SP1 incluyendo CB200 (tipo silvestre), CB235, CB245, CB252, CB255, CB257, CB268, CB351,
CB377, CB409, CB422, CB450, CB464 y CB473. El plasma se extrajo de los ratones tratados 5 minutos después de
la inyeccién por puncion cardiaca. La actividad del complemento de las muestras de plasma de los diferentes grupos
de tratamiento se sometié a ensayo mediante ensayo de hemolisis como se ha descrito en el Ejemplo 19 o mediante
deposicion de C3b como se determina mediante un ensayo ELISA de C3b (ensayado en plasma al 1% y 10%) como
se describe en el Ejemplo 20. Los resultados se representaron graficamente en funcién de la concentracion de
proteasa para determinar los valores de DE50. En la siguiente Tabla 26 se representa un resumen de los resultados.
La Tabla también indica la dosis maxima tolerada (DMT) de proteasa y el indice terapéutico (IT) calculado como la
proporcion de DMT con respecto al valor de DE50. Los resultados muestran diferencias en la eficacia in vivo de
algunas de las proteasas sometidas a ensayo.

TABLA 26: Farmacodinamica de los Ratones
PROTEASA DMT Hemolisis IT de C3ben |ITdeC3b| C3ben | ITdeC3b
(mg/kg) (DES50; Hemolisis | plasma al | (plasma al | plasma al | (plasma al
mg/kg) 1% 1%) 10% 10%)
(DE50; (DE50;
mg/kg) mg/kg)

CB200 10 6,4 1,56 2,7 3,7 13,5 0,74
CB238 15 9,4 1,6 6,1 2,46 16,2 0,92
CB245 10 2,4 4,1 2,63 3,8 >10 0
CB252 12,5 57 2,19 3,8 3,29 9,9 1,26
CB255 7 5 1,4 2,78 2,52 >7 0
CB257 5 3,1 1,6 4,86 1,03 >5 0
CB268 10 9,9 1 5,45 1,8 >10 0
CB351 10 6,6 1,52 5,8 1,72 10,8 0,93
CB377 15 8,6 1,75 2,6 5,77 6,2 2,42
CB409 15 8,2 1,8 3,2 4,65 17,99 0,83
CB422 12,5 10,25 1,22 3,82 3,27 20,36 0,61
CB450 15 1,8 8,5 3,5 4,3 15,9 0,9
CB464 15 7,72 1,94 5,07 2,96 33,1 0,45
CB473 12,5 14,25 0,86 1,95 6,41 8,01 1,56
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Ejemplo 23
Analisis farmacodinamico (PD) de proteasas en la rata
A.CB252y CB377

Por via intravenosa se inyecto a las ratas una dosis en embolada de CB252 (23 mg/kg) seguido de infusidon durante
1 hora a 3,3 mg/kg/h o una dosis en embolada de CB377 (18 mg/kg) seguido de infusién durante 1 hora a 1,8
mg/kg/h. En el estudio también se incluyeron ratas tratadas con un control con vehiculo. Después de la inyeccién se
extrajo el plasma a diversos momentos (siendo t=0 pre-inyeccion; es decir 0, 5, 15, 30, 60 o 120 minutos) y se
analiz6é para determinar la actividad del complemento sometiendo a ensayo la escision de C2 por Transferencia de
Western como se indica en el Ejemplo 9 (excepto que solo se usaron 1,5 p de plasma) y la hemolisis usando el
protocolo de hemoalisis para el mono Cinomolgo indicado en el Ejemplo 19 usando plasma de rata al 1% o al 10%.

Los resultados mostraron una escision aumentada de C2 en plasma de las ratas tratadas con CB252 y CB377.
CB252 mostré una mayor escision de C2 ya que se detectd poco C2 en las muestras de plasma ensayadas por
Transferencia de Western incluso solo 5 minutos después de la inyeccion, sin detectarse la presencia de C2 a los 60
0 120 minutos después de la inyeccion. CB377 también mostrd niveles de C2 disminuidos en comparacién con el
control con vehiculo en los primeros momentos, sin embargo, a los 60 y 120 minutos los niveles de C2 fueron
comparables con los de las muestras de control con vehiculo.

Los resultados de la hemolisis inducida por el plasma al 10% de las ratas tratadas mostraron que el plasma de
CB377 no tenia efecto sobre la inhibicion de la hemolisis en comparacion con el control con vehiculo, mientras que
el plasma de CB252 mostré una notable inhibicién de la hemolisis. Las muestras de plasma de las ratas tratadas con
CB252 recogidas 5, 15, 30 y 60 minutos después de la inyeccién, mostraron una hemolisis de escasa a no
detectable. La hemolisis aumentd a niveles comparables a los del control con vehiculo en el plasma de los ratones
tratados con CB252 en los ultimos momentos (es decir 90 y 120 minutos). Los efectos de CB252 y CB377 fueron
mas pronunciados cuando el plasma al 1% de cada una de las ratas tratadas indujo la hemolisis. La fraccion de
hemolisis (establecida a 1,0 para la muestra de control con vehiculo en el momento t=0) inducida por el plasma al
1% de las ratas tratadas con control con vehiculo no cambié entre los momentos ensayados y siempre fue de
aproximadamente 1,0. El plasma de las ratas tratadas con CB252 no indujo hemolisis detectable en ninguno de los
momentos recogidos. El plasma de las ratas tratadas con CB377 también mostré hemolisis reducida en comparacion
con el plasma de los animales tratados con control con vehiculo en todos los momentos, aunque a un menor grado
en comparacion con el plasma de las ratas tratadas con CB252. La hemolisis se redujo a un mayor grado en el
plasma extraido 15 minutos después inyeccion de CB377 con una fraccion de hemolisis indicada de
aproximadamente 0,2 en comparacion con el plasma de los ratones tratados con control y 120 minutos después de
la inyeccion aumentd, de manera constante, hasta momentos mas prolongados.

B. Comparaciéon de CB200, CB155y CB42

Por via intravenosa se inyectd a las ratas una dosis en embolada de CB200 (tipo silvestre), CB155 y CB42 a 2
mg/kg, 10 mg/kg y 25 mg/kg. El plasma se extrajo a diversos momentos después de la inyeccion (siendo t=0
preinyeccion) hasta aproximadamente 1380 minutos después de la inyeccion y se analizdé para determinar la
actividad del complemento realizando un ensayo de hemolisis usando el protocolo de hemolisis del mono Cinomolgo
indicado en el Ejemplo 19 usando plasma al 1%. Los resultados muestran que el plasma de las ratas tratadas con
CB200 o CB42 a 2 mg/kg y 10 mg/kg mostraron niveles de hemolisis comparables con los de los niveles observados
a t=0 antes de la preinyeccion con la proteasa. El plasma de las ratas tratadas con 25 mg/kg de CB200 o CB42
indujo una hemolisis reducida de los eritrocitos en los primeros momentos observandose una escasa hemolisis o
ninguna en momentos de hasta aproximadamente 60 minutos después de la inyeccion de la proteasa. La hemolisis
aumento a niveles comparables a los de la hemolisis a t=0 antes de la preinyeccion de la proteasa de las muestras
de plasma extraidas 1380 minutos antes de la inyeccion de CB200 o CB42. Sin embargo, el plasma de las ratas
tratadas con CB155, mostré hemolisis disminuida en todas las dosis sometidas a ensayo. El tratamiento de las ratas
con 2 mg/kg o 10 mg/kg mostré una ligera disminucion de hemolisis, aunque reproducible, inducida por el plasma
extraido en los primeros momentos en comparacion con t=0 antes de la preinyeccion de la proteasa. Las muestras
de plasma recogidas aproximadamente 30 minutos después de que las ratas recibieran una dosificacion de 2 mg/kg
o 10 mg/kg de CD155 dieron como resultado una DO415 de hemolisis observada de aproximadamente 0,3 o
aproximadamente 0,25, respectivamente, en comparacion con aproximadamente 0,45 para muestras de plasma a
t=0 (sin proteasa). El plasma extraido 240 minutos o mas después de la preinyeccién de CB155 a 2 mg/kg y 10
mg/kg indujo hemolisis a niveles comparables a los observados de los animales tratados a t=0. El plasma de las
ratas tratadas con 25 mg/kg de CB155 indujo hemolisis de eritrocitos reducida en momentos iniciales, observandose
una escasa hemolisis o ninguna en momentos de hasta 240 minutos después de inyeccion de la proteasa. La
hemolisis aumentd a niveles comparables con los de la hemolisis a t=0 antes de la preinyeccién de la proteasa de
las muestras de plasma extraidas 1380 minutos después de la inyeccion de CB155. Estos resultados demuestran
que CB155 tiene una mayor eficacia farmacodinamica in vivo sobre la inactivacion del complemento que CB200 y
CB42 segun los resultados del ensayo en este experimento.
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Ejemplo 24
Analisis farmacodinamico (PD) de proteasas en mono Cinomolgo
A. Inhibicion del complemento ex vivo de CB252 en Cinomolgo

Dos machos y dos hembras de mono cinomolgo sin tratar (DE aproximadamente 2,2- 4,4 kg y de 2-4 afios de vida al
inicio del tratamiento) se asignaron a un solo grupo de tratamiento. Antes de la dosificacion, a cada animal se le
realizé un tatuaje permanente con un numero de identificacion exclusivo y se aclimatd durante un periodo de 14
dias. A los animales del estudio se les administré por via intravenosa una dosis de 1 y 3 mg/ml de CB252 a
volumenes de 5 mg/kg. Para los analisis farmacodinamicos ex vivo se extrajeron muestras de sangre a momentos
programados (pre-inyeccion, es decir, t=0; 5 minutos, 30 minutos y 60 minutos después de la inyeccion). La sangre
de los animales, los cuales estaban conscientes y confinados, se extrajo mediante venipuncion de una vena
periférica. Para usar como valores basales, se extrajeron muestras de sangre de animales de reserva. Se transfirio
aproximadamente 1 ml de sangre a un tubo tratado con heparina litiada, se puso en hielo y después se centrifugd a
2000 g durante 15 minutos a 4 °C a los 30 minutos de la extraccion. El plasma obtenido se dividié en dos alicuotas
aproximadamente iguales y después se transfirio a crioviales que se habian congelado en hielo seco. Las muestras
se conservaron a una temperatura de aproximadamente -60 °C o inferior, antes de descongelar y realizar el analisis.
Las muestras de plasma se sometieron a ensayo para detectar los efectos sobre la activacion del complemento
mediante ensayo de escision de C2 por Transferencia de Western, deposicion de C3b por ELISA a una
concentracién en plasma del 1% y 10% y mediante hemolisis de eritrocitos de pollo sensibilizados a una
concentracion de plasma del 1%, 2,5% y 10%.

1. Escision de C2

La escision de C2 en las muestras de plasma se sometié a ensayo mediante Transferencia de Western como se
describe en el Ejemplo 9 con las siguientes modificaciones: en el analisis se usé 1 ul de plasma, hervido con tampdn
de muestra LDS de NuPAGE y agente reductor de muestra (Invitrogen) durante 5 minutos, el anti C2 humano de
cabra se diluy6 a 1:2000 en leche deshidratada al 5%/TBST; y el anticuerpo secundario de cabra conjugado con
HRP se diluyé a 1:4000 en leche deshidratada al 5%/TBST. Los resultados mostraron que el plasma ex vivo de
monos cinomolgos dosificados con una inyeccion IV en embolada de 1 o 3 mg/kg de CB252 demostré escision
parcial de C2 solo a 3 mg/kg. En el plasma de los monos tratados con 1 mg/kg de CB252 no se observo escision de
C2. El plasma extraido de monos tratados con 3 mg/kg de CB252, tuvo una escision de C2 significativa observada
en los tres animales de los que se disponia de muestras de plasma. El nivel de degradacién promedio de C2,
determinado por densitometria de C2 por transferencia de Western, fue del 60% a los 5 minutos, del 50% a los 30
minutos y del 40% a los 60 minutos. En la siguiente Tabla 27 se resume el porcentaje de inhibicion del complemento
segun ensayo por escision de C2 en el plasma de todos los animales tratados con 3 mg/kg de CB252.

Tabla 27: inhibicion del Complemento Ex Vivo de CB252: escisiéon de C2
Animal
Momento 2 4 5
5 minutos 62% 55% 65%
30 minutos 55% 45% 50%
60 minutos 50% 37% 38%

2. Deposicion de C3b

La deposicién de C3b en las muestras de plasma se ensay6 por ELISA como se describe en el Ejemplo 21. En el
ensayo de deposicion de C3b no se observd ninguna inhibicion significativa del complemento en las muestras de
plasma de monos a los que se les habia administrado 1 mg/kg de CB252 administrado a cualquier animal en
cualquier momento del ensayo. A la dosis de 3 mg/kg de CD252, a una concentracion de plasma al 10%, la
deposicion de C3b se inhibid en un promedio de aproximadamente 50% a los 5 minutos, 30% a los 30 minutos y
15% a los 60 minutos. Se observé que el nivel de inhibicion por CB252 era mayor cuando se media en plasma al
1%. Para la dosis de 3 mg/kg de CB252, al 1% en plasma, la deposicion de C3b se inhibié en un promedio de
aproximadamente 70% a los 5 minutos, 55% a los 30 minutos y 50% a los 60 minutos. En la siguiente Tabla 28 se
resume el porcentaje de inhibicién del complemento, ensayado por deposicion de C3b, en el plasma de todos los
animales tratados con 3 mg/kg CB252.

Tabla 28: inhibicion del Complemento Ex Vivo de CB252: deposicion de C3b
10% plasma 1 % plasma
Animal Animal
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Tabla 28: inhibicion del Complemento Ex Vivo de CB252: deposicion de C3b
10% plasma 1 % plasma

Momento 2 4 5 2 4 5

5 minutos 52% 45% 50% 50% 74% 77%

30 minutos | 37% 38% 13% 25% 60% 40%

60 minutos | 40% 10% 3% 82% 16% 78%

3. Hemolisis

La hemolisis se evalué en el ensayo de hemolisis con células sanguineas de pollo (RBC, Red Blood Cell)
sensibilizadas como se describe en el Ejemplo 19. Los resultados demuestran que el plasma de los monos tratados
con una dosis de 1 mg/kg de CB252 no presenta efectos observables sobre la hemolisis de las RBS de pollo
sensibilizadas en ningun animal en cualquier momento ensayado. Las muestras de plasma de los monos tratados
con 3 mg/kg de CB252 mostraron una inhibicion significativa de hemolisis a los diversos momentos ensayados y la
inhibicién se observé en plasma al 1%, 2,5% y 10%. En plasma al 10%, el plasma de monos tratados con 3 mg/kg
de CB252 mostré un promedio de inhibicion de hemolisis del 80% a los 5 minutos, 45% de inhibicién a los 30
minutos y 25% de inhibicion a los 60 minutos. En plasma al 2,5%, el plasma de los monos tratados con 3 mg/kg de
CB252 mostré un promedio de inhibicién de hemolisis del 92% a los 5 minutos, 80% de inhibicién a los 30 minutos y
65% de inhibicion a los 60 minutos. En plasma al 1%, el plasma de los monos tratados con 3 mg/kg de CB252
mostré un promedio de inhibicién de hemolisis del 92% a los 5 minutos, 98% de inhibicion a los 30 minutos y 99% de
inhibicion a los 60 minutos. El porcentaje de inhibicion del complemento, segun se ensaya por hemolisis de RBC de
pollo, del plasma de todos los animales tratados con 3 mg/kg de CB252 se resumen en la siguiente Tabla 29.

Tabla 29: inhibicion del Complemento Ex Vivo de CB252: Hemolisis
Plasma al 10% Plasma al 2,5% Plasma al 1%
Animales Animales Animales
Momento 2 4 5 2 4 5 2 4 5
(minutos)
5 55% 90% 80% 90% 95% 91% 96% 95% 97%
30 43% 65% 30% 85% 91% 62% 96% 95% 91%
60 ND 40% 10% 98% 78% 21% 96% 91% 79%
ND: no determinado

En resumen, el plasma de mono cinomolgo de los monos tratados con una sola inyeccion intravenosa en embolada
de 1 mg/kg de CB252 no mostré inhibicién significativa del complemento, medido por degradacion de C2, deposicion
de C3b por ELISA, o hemolisis de células sanguineas de pollo sensibilizadas. El plasma de cinomolgo de monos
tratados con una sola inyeccion intravenosa en embolada de 3 mg/kg de CB252 no mostro inhibicion significativa en
todos los ensayos del complemento ex vivo a los 5 minutos y 30 minutos. A niveles de ensayo menos riguroso, con
plasma al 1% en deposicion C3b por ELISA y hemolisis al 1%, persiste una inhibicion significativa a los 60 minutos.

B. Eficacia farmacodinamica de CB252 en comparacién con otros mutantes de MT-SP1 en mono Cinomolgo

Se inyect6 a los monos por via intravenosa una dosis en embolada de CB252 o CB377 de 1 mg/kg y 3 mg/kg de
proteasa. Se extrajo el plasma en diversos momentos después de la inyeccion (siendo t=0 es preinyeccion; es decir
0, 5, 30 y 60 minutos) y se analizd para determinar la actividad del complemento ensayando la escisién de C2 por
Transferencia de Western como se indica en el Ejemplo 9 y por hemolisis usando el protocolo de hemolisis en mono
cinomolgo como se indica en el Ejemplo 19 usando plasma de mono al 1%, 2,5% o 10%.

Los resultados mostraron una escision aumentada de C2 en el plasma de los monos tratados con CB252 y CB377
después del tratamiento con 3 mg/kg de proteasa pero no después del tratamiento con 1 mg/kg de proteasa. El
plasma extraido de los monos tratados con 3 mg/kg de proteasa CB252 y CB377 mostré una escision de C2
dependiente del tiempo, produciéndose una mayor escision de C2 en el plasma extraido de los monos 5 minutos
después del tratamiento con proteasa y produciéndose una menor escision en momentos mas prolongados. Los
resultados también demuestran que, en todos los momentos ensayados, se produce una mayor escision de C2 en el
plasma extraido de los monos tratados con CB252 en comparacién con los monos tratados con CB377.

Los resultados del experimento de hemolisis se correlacionan con los resultados de escision de C2 ya que no se
observoé ninguna diferencia en la hemolisis inducida por plasma al 2,5% o plasma al 10% de los monos tratados con
1 mg/kg de proteasa CB252 o CB377 en ninguno de los momentos recogidos en comparacion con la hemolisis
inducida por el plasma de los monos no tratados con proteasa (es decir t=0). Los resultados también muestran que
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la hemolisis observada usando plasma al 2,5% o al 10% de los monos tratados con CB252 o CB377 3 mg/kg fue
similar. En ambas condiciones de ensayo, el plasma de los monos tratados con 3 mg/kg de CB377 solo mostré una
ligera disminucion en la hemolisis de eritrocitos en comparacion con el plasma de t=0. La fraccion de hemolisis a t=0
se establecidé a 1,0 y la fraccion de hemolisis observada del plasma de los monos tratados con CB377 fue de
aproximadamente 0,7 en todos los momentos ensayados. En este experimento CB252 fue notablemente mas fuerte
que CB377. El plasma de los monos tratados con 3 mg/kg de CB252, recogido 5 minutos después de la inyeccion,
no indujo una hemolisis de eritrocitos detectable observandose una fracciéon de hemolisis de 0 o proxima a 0. Los
efectos de CB252 sobre la hemolisis fueron dependientes del tiempo ya que la fraccion de hemolisis inducida del
plasma de los monos tratados con 3 mg/kg de CB252 aumento a aproximadamente 0,4 y a aproximadamente 0,7 en
el plasma extraido 30 minutos y 60 minutos, respectivamente, de los monos tratados con CB252.

En otro experimento, la eficacia farmacodinamica de las proteasas CB238, CB252 y CB377 se compard después de
la administracién a cinomolgos. A los monos se les inyectd por via intravenosa una dosis en embolada de CB238,
CB252 o CB377 a la dosis maxima tolerada (DMT) para cada proteasa (es decir 2 mg/kg, 3 mg/kg y 3 mg/kg,
respectivamente). Después de la inyeccion se extrajo plasma a diversos momentos (siendo t=0 preinyeccion, es
decir 0, 5, 30 y 60 minutos) y se analizé para detectar la actividad del complemento ensayando la capacidad de
mantener la hemolisis de las células sanguineas de pollo usando el protocolo de hemolisis de Cinomolgo indicado
en el Ejemplo 19 usando plasma de mono al 2,5% o al 10%. El % de inhibicién de la hemolisis se determiné en
comparacion con la hemolisis inducida por plasma al 2,5% o al 10% extraido de los monos a t=0. Los resultados se
resumen en la siguiente Tabla 30.

Tabla 30: Farmacodinamica de Cinomolgo

Proteasa| DMT de Mono | % de inhibicion | % de inhibicion | % de inhibicion | % de inhibicion
(mg/kg) de hemol de hemol de hemol de hemol
(plasma al 2,5%) | (plasma al 2,5%)| (plasma al 10%) | (plasma al 10%) a
a los 5 minutos |a los 30 minutos| a los 5 minutos los 30 minutos

CB238 2 24 15 20 11

CB252 3 92 79 75 46

CB377 3 18 8 14 7
Ejemplo 25

Examen Ex Vivo de los efectos cardiovasculares mediados por el complemento de las proteasas en
corazones de conejo

Los efectos de las proteasas sobre lesiones mediadas por el complemento se ensay6 ex vivo utilizando el Ensayo de
Langendorff para examinar dafios cardiacos en corazones de conejos. Los estudios realizados en corazones
aislados permiten realizar observaciones simultdneas de los efectos hemodinamico, electrocardiografico y
electrofisico de los compuestos. En este estudio se utilizaron conejos Blancos de Nueva Zelanda porque la
secuencia de aminoacidos del canal Ik, de los conejos comparte una homologia del 99% con la secuencia del canal
Ix; de seres humanos (Wymore et al. (1997) Circ Res., 80: 261-268). Los conejos se han utilizado ampliamente para
realizar estudios cardiovasculares y es una especie apropiada para realizar modelos de los posibles efectos sobre el
corazén humano, ya que el potencial de accidn cardiaco del conejo (similar al potencial de accion cardiaco de seres
humanos) parece estar fuertemente dirigido por Ik (Weirich et al. (1998) Basic Res Cardiol., 93: 125-132; Carmeliet
et al. (1992) J Pharmacol Exp Ther., 262: 809-817). Ademas, la interaccion entre el plasma humano vy el tejido
cardiaco del conejo se ha caracterizado previamente y se ha demostrado que esta principalmente mediada por el
complemento (Kilgore et al. (1998) J Pharmacol Exp. Ther., 285: 987-94). Por ejemplo, el contacto del plasma
humano y la superficie extrafia del corazoén del conejo activa el complemento, lo que después media los dafios al
miocardio dando finalmente como resultado una asistole. Por lo tanto, este modelo es apropiado para determinar la
eficacia de los inhibidores del complemento, tales como proteasas o proteasas modificadas, que se dirigen a uno o
mas de los componentes del complemento.

A. Diseio experimental y métodos

Los conejos se sometieron a eutanasia mediante aturdimiento seguido de cardiectomia. Los corazones se extirparon
rapidamente, se colocaron en un aparato Langendorff y se perfundieron con tampén de Krebs-Henseleit oxigenado
modificado (37 °C; tampoén Krebs-Henseleit: NaCl 118,1 mM, KCI 4,7 mM, MSO4 1,17 mM, KH.PO4 1,18 mM, d-
glucosa 11,1 mM, CaCl; 2,5 mM, NaHCO3; 24,8 Mm y piruvato 2,0 mM; modificado con la adicion de 2,5 g de
albumina de suero bovino/1000 ml de medio de perfusion; y se oxigend mediante oxigeno/dioxido de carbono
presurizados (95%/5%)). Se sujetd un drenaje ventricular y un balén de latex cargado con liquido en el ventriculo
izquierdo con una sutura de hilo fruncida en el apéndice auricular. En la arteria pulmonar se sujetdé un drenaje. Los
corazones se bombearon artificialmente mediante electrodos de bombeo colocados en la auricula derecha. Se
consideré que los corazones eran aceptables para este estudio si durante el periodo de equilibrio presentaban
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parametros hemodinamicos aceptables (por ejemplo dP/dT > 1000 mm Hg/s).

El compuesto de ensayo con proteasas (a una concentracion final de 1 uM) se incubé con medio de incubacién (que
contenia plasma humano diluido al 5% en tampén de perfusion; es decir, suero humano 12 ml diluido en medio de
perfusion 12 ml) durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacion, la mezcla del compuesto de ensayo se afadio al
medio de perfusién experimental, se recirculd, para proporcionar una concentracion de suero final de
aproximadamente 4-6% en un volumen total de 300 ml. Los corazones aislados de los conejos, que previamente se
habian equilibrado con medio de perfusion durante 10-15 minutos seguido de la toma de muestras de mediciones
basales durante 10 minutos, se expusieron al medio de perfusion que contenia la mezcla del compuesto de ensayo
incubado durante aproximadamente 1 hora tomando de manera continuada mediciones como se describe mas
adelante. El experimento finalizaba si se producia fibrilacion ventricular irreversible. Se considerd que la fibrilacion
ventricular era irreversible si el corazén no revertia espontaneamente a los 90 segundos del inicio. Después de la
exposicion a los compuestos del ensayo, los corazones se fijaron en O.C.T., se congelaron en hielo seco y después
se conservaron en un refrigerador a -80 °C para realizar la evaluacion inmunohistoquimica.

1. Mediciones hemodinamicas

El globo de latex en el ventriculo izquierdo (VI) se dilaté con agua para conseguir una presion diastolica final del VI
(PDFVI) de aproximadamente 5 mmHg. El globo se conecté con un entubado a un transductor de presién para medir
la PDFI, la presion diastolica del VI (PDVI) y la presion sistolica del VI (PSVI). La perfusion coronaria se midié con un
transductor de presion conectado a un puerto con brazo lateral de la canula adrtica. Las mediciones hemodinamicas
se controlaron de manera continuada con el sistema de captura de datos Notocord HEM (Kalamazoo, M) v3.5. Se
usaron marcadores digitales para indicar los periodos de exposicion del compuesto de ensayo. La PDVI se definio
como la diferencia entre la PDFVI y la PSVI. Tanto la tasa maxima de aumento en la presién del VI (+dP/dt) como la
tasa minima de disminucién en la presién del VI (-dP/dt) se midieron como la primera derivada del tiempo de la
PDFVI con respecto a la PSVI y la PSVI con respecto a la PDFVI, respectivamente. También se midi6 la presion de
perfusion coronaria (PPC).

Se evaluaron las mediciones hemodinamicas desde el minuto final del periodo de equilibrio (0 minutos) y durante el
ultimo minuto de cada periodo de 15 minutos (es decir, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos) en la hora
del periodo de exposicion del compuesto de ensayo y se utilizaron para determinar los efectos del compuesto de
ensayo. Para el analisis de los parametros hemodinamicos se utilizaron los valores promedio tomados de cinco
ciclos cardiacos consecutivos ininterrumpidos por interferencia de latidos ectépicos. Se agruparon los valores de
cada corazoén individual para determinar un promedio para cada variable a concentraciones individuales. También se
determind el promedio del cambio de porcentaje de cada variable entre la concentracion inicial y cada concentracion.
Se examin6 el efecto de cada compuesto de ensayo sobre los parametros hemodinamicos para determinar el
significado estadistico usando analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido de un ensayo de
correlacion coincidente (post-hoc) para garantizar comparaciones entre grupos. Se considerd que un valor de p<0,05
era estadisticamente significativo. Los datos se presentaron como media + ETM o porcentaje de cambio desde la
linea basal cuando fuera apropiado.

2. Analisis de concentracion de creatina quinasa

Del drenaje de la arteria pulmonar se recogieron aproximadamente 2,0 ml de medio de perfusion antes del final de
cada periodo de ensayo de 15 minutos. Antes de finalizar precozmente el experimento (por ejemplo, debido a
fibrilacién ventricular), se tomo una muestra para el analisis. Las muestras se congelaron en hielo seco y después se
conservaron en un refrigerador a -80 °C para el analisis.

B. Resultados experimentales

Un micromolar de CB200, CB155 o CB42 se preincubd con plasma humano diluido al 50% en medio de perfusion
durante 1 hora a 37 °C. Después, la mezcla del compuesto de ensayo con proteasa se diluyé a una concentracion
final de plasma al 6% y se perfundié6 sobre los corazones de conejo aislados para inducir la activacion del
complemento y el efecto de las proteasas sobre la activacion del complemento se determiné basandose en
mediciones hemodinamicas. La perfusién de los corazones con plasma cardiaco inactivado se usé como control
negativo. La tasa maxima de aumento en la presion del VI (+dP/dt) se determind al inicio (0 min), y 15, 30, 45 y 60
minutos después de la perfusién con las proteasas del compuesto de ensayo. Los resultados muestran que el
plasma en solitario induce una tasa de aumento reducida en la presién del VI lo que indica lesién en el miocardio. El
valor +dP/dt disminuyd aproximadamente 5 veces desde el valor inicial y fue similar entre todos los momentos
ensayados. En cambio, el plasma que primero inactivd el corazéon no mostrd6 cambios en el valor +dP/dt en
comparacion con el observado al inicio lo que indica que no hay activacion del complemento. La perfusion de los
corazones de conejo con los compuestos de ensayo con proteasa protegid a los corazones de las lesiones
mediadas por complemento. Tanto CB42 como CB155 proporcionaron proteccion completa de las funciones
cardiacas, segun indican los valores de +dP/dt comparables a los de los niveles iniciales en todos los momentos
medidos. Sin embargo, en este modelo, CB200 (tipo silvestre) solo proporcioné proteccion parcial de la funcion
cardiaca. Quince minutos después de la perfusion con CB200, la funcion cardiaca observada indicé una proteccion
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casi completa con un valor +dP/dt comparable con el de los niveles iniciales. A los 30 minutos, CB200 mostré de
escasa a ninguna proteccion de la funcidon cardiaca observandose valores disminuidos de +dP/dt mayores de 3
veces, aproximandose a los niveles observados mediante el tratamiento de los corazones de conejo solo con
plasma. La tasa de aumento en los niveles de presion del VI en conejos perfundidos en presencia de CB200
permanecio baja a los 45 y 60 minutos lo que indica lesion cardiaca en estos momentos.

Ejemplo 26
Expresion y purificacion de CB238, MT-SP1 modificada, en matraces agitadores

Se clonaron CB238 y mutantes de MT-SP1 recombinantes o MT-SP1 de tipo silvestre relacionados y se expresaron
en E. coli como cuerpos de inclusién como se describe en los Ejemplos 1 y 2 anteriores. La produccion de MT-SP1 o
mutantes se adaptd a escala de laboratorio optimizando la produccion de la MT-SP1 mutante, CB238, agrupando
hasta aproximadamente 44 X matraces agitadores de 1 | para aislamiento posterior de los sedimentos de los
cuerpos de inclusién para su solubilizacion y replegamiento. Resumiendo, 1 ul de ADN plasmidico (de purificacion
miniprep de ADN) se mezclé con 50 pl de células BL-21. Las células y el ADN plasmidico se incubaron en hielo
durante 30 minutos y después se sometieron a choque térmico a 42 °C durante 45 segundos. Después, las células
se incubaron en hielo durante 2 minutos para la recuperacion. A las células se afiadieron 500 pl de LB (LB; Caldo LB
de Difco Lennox, formulacion aproximada por litro: 10,0 g de Triptona, 10,0 g de Extracto de Levadura, , 5,0 g de
Cloruro de Sodio) y el cultivo se incubé a 37 °C con agitacion durante 1 hora. Después, 50 pl de las células se
sembraron en placas de agar que contenian 50 pug/ml de carbenicilina para la seleccion. La placa se incubd a 37 °C
durante 16-18 horas.

Desde una colonia sencilla, se inocularon 25 ml de LB que contenia 50 ug/ml de carbenicilina y se cultivaron hasta
alcanzar por completo la confluencia. Se anadieron 0,5 ml del cultivo sembrado a 800 ml de 2XYT que contenia 10
png/ml de carbenicilina y se cultivd durante una noche (~12-16 horas; aproximadamente 44 matraces). Las células se
recogieron por centrifugacion a 6.000 x g en un rotor Sorvall N° SLC4000. Los sedimentos celulares se agruparon y
se pesaron. De 35,2 | de cultivo de E. coli, se obtuvieron 320 g de sedimento celular himedo. Al sedimento celular
se afadieron 600 ml de un tampdn que contenia Fosfato Potasico (KPO4) 50 mM pH 7,4 y Cloruro Sédico (NaCl)
300 mM. Después de que las células estuviesen completamente resuspendidas, el lote se dividié en dos y cada
parte se sometid a ultrasonido en un frasco de vidrio sobre hielo. El aparato de ultrasonidos se ajusté a un nivel de
rendimiento de 8, ciclo de trabajo de 60% durante 4 minutos. El procedimiento de ultrasonidos se repitié dos veces
para cada muestra. La muestra resultante sometida a ultrasonidos se centrifugé a 16.900 x g durante 20 minutos a 4
°C. El sobrenadante se vaci6 y se reemplazé por ~300 ml de tampon recién preparado que contenia KPO4 500 mM
pH 7,4, NaCl 300 mM y 6xido de laurildimetilamina (LDAO) al 0,5% volumen/volumen. Los cuerpos de inclusion se
resuspendieron usando una espatula y la soluciéon se agité hasta ser homogénea. Después, la muestra agitada se
centrifugd de nuevo y se decanté el sobrenadante. El lavado con LDAO se realiz6 un total de tres veces seguido de
tres rondas de lavado con tampoén que contenia KPO450 mM pH 7,4, NaCl 300 mM sin LDAO.

A los 70 g de cuerpos de inclusién humedos purificados, se afiadieron 700 ml de tampdén desnaturalizante (HCI
Guanidina 6 M en Tris 100 mM, pH 8,0, ditiotreitol (DTT) 20 mM) y la proteina se disolvio. Después, la muestra se
centrifugd a 20.400 x g durante 30 minutos a 22 °C y el sobrenadante se recogio. Después, la solucion con la
proteina se escurrio lentamente en 35 | de solucion de replegamiento (Tris 100 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Arginina
1,5 M, glutation reducido 5 mM, glutation oxidado 0,05 mM) agitando intensamente. La solucién con la proteina se
dejo a 4 °C durante 72 horas.

La solucién con la proteina resultante se concentro por filtracion con fibra hueca a ~1-2 | y después se dializé en 16 |
de tampon que contenia Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM a 4 °C durante una noche. Al dia siguiente, el tampén se
cambié por un tampon recién preparado y la muestra se dializé durante 8 horas mas. Después, la muestra con
proteasa se eliminé del entubado de didlisis y se incub6 a temperatura ambiente hasta que se produjo la
autoactivacion de la proteasa por escision de la proregion para liberar la enzima madura. La actividad se controld
como se describe en el Ejemplo 3 anterior usando un sustrato RQAR-AMC fluorogénico y SDS-PAGE. Después de
la activacion completa, la muestra se dializé en tampdn que contenia HEPES 50 mM, pH 6,5 a 4 °C durante una
noche.

La solucion con la proteina se cargd después en una columna Source 15S (Amersham) y se eluyé usando un
gradiente de tampon de HEPES 50 mM pH 6,5 a HEPES 50 mM pH 6,5 que contenia NaCl 0,15 M. Antes de realizar
todas las etapas cromatograficas, cada columna se lavé en sentido inverso con NaOH 0,5 N y después se aclaré
con agua. Las fracciones activas se agruparon. Se afiadi®é un volumen de tampdn equivalente que contenia
(NH4)2S04 2 M en PO4 50 mM, pH 7,0 y la solucién resultante se cargd en una columna de Fenil Sefarose HP
previamente equilibrada con tampdn que contenia PO4 50 mM, pH 7,0, (NH4).SO4 1M. La proteina activa se eluyo
con un gradiente de tampdn de PO4 50 mM pH 7,0, (NH4)2SO4 1M a PO4 50 mM pH 7,0. Las fracciones activas se
agruparon y se cambio el tampén en HEPES 50 mM pH 6,5. Después, como en la primera etapa cromatografica la
muestra se volvio a cargar y se purifico en Source 15Q. Después, las fracciones activas se agruparon, el tampoén se
cambi6 en PBS usando un agitador de células y se concentré a ~10 mg/ml. Se extrajo una muestra para medir la
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concentracion de proteina A280. Después, se afiadié benzamidina a una concentracion final de 20 mM a la muestra
restante antes de la filtracion de la muestra de la proteina a través de un filtro con jeringa de 0,2 uM. La solucion con
la proteina se congeld en nitrégeno liquido y se conservé a -80 °C. El rendimiento final fue de ~800 mg de proteina
pura (~20 mg de proteasa/l de cultivo). La proteina purificada se sometié a ensayo para determinar la actividad
pureza y niveles de endotoxina especificos como se describe en el Ejemplo 3 anterior.

Para el resto de mutantes de MT-SP1 o MT-SP1 de tipo silvestre se empled una estrategia similar. El protocolo se
modificaba dependiendo del mutante especifico. Para los mutantes que no se purificaban bien en Fenil Sefarose, en
lugar de esta se utiliz6 Benzamidin Sefarose. Por ejemplo, el mutante de MT-SP1, CB450, se purificdé en una
columna de Benzamidina.

Ejemplo 27
Evaluacion de hemolisis y actividad plasmatica por un panel de mutantes de MT-SP1

Se sometidé a ensayo un panel de proteasas para determinar su capacidad para soportar la hemolisis clasica o
alternativa después de preincubacion con plasma al 20% como se describe en el Ejemplo 7, parte A.1b y Ejemplo 7,
parte B.1 anterior. Ademas, las proteasas se sometieron a ensayo para determinar la actividad plasmatica como se
describe en el Ejemplo 6. La Tabla 31 representa la fraccion de hemolisis clasica a 200 nm, la fraccién de hemolisis
alternativa a 500 mM y el valor de CI50 para cada proteasa tanto para la hemolisis Clasica como Alternativa.

Ademas, también se determind el porcentaje de proteasa no unida por la alfa-2 macroglobulina (a2M). La
inactivacion de una proteasa por la alfa-2 macroglobulina atrapa a la proteasa en un complejo en el que aun es
capaz de renovar pequefios sustratos fluorescentes aunque incapaz de acceder a grandes sustratos de proteina.
Esta propiedad de la alfa-2 macroglobulina complica la evaluacion de la actividad de las proteasas en plasma. Para
determinar la actividad real de la proteasa libre, que no esta formando complejos en plasma, se requiere una
medicion en dos etapas. En primer lugar, se mide la actividad de la muestra sobre sustratos fluorescentes. Después,
se afiade un inhibidor macromolecular que se une a todas las proteasas libres (ATIIl o ecotina M84R) y se mide la
actividad de la proteasa atrapada (y por tanto protegida de la inhibicién) en la alfa-2 macroglobulina. El porcentaje no
unido por la actividad de alfa-2-macroglobulina es el porcentaje de la actividad residual plasmatica que se inhibe por
la adicion de ecotina. Resumiendo, en un tubo para PCR de 0,2 ml, se mezclé 1 pl de proteasa 10X con 9 pl de
plasma humano en citrato (Innovative Research). También se prepard un control no inhibido que contenia 1 pl de
proteasa 10X mezclado con 9 ul de PBST. Las mezclas se incubaron durante 5 minutos a 37 °C. Las muestras se
diluyeron 250 veces en PBST y se conservaron en hielo. Dos alicuotas de 50 pl de cada muestra se transfirieron a
una placa de ensayo opaca (Costar N° 3694) que contenia 2 ul de PBST o 2 pl de ecotina M84R 520 nM. Las placas
se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron cinco microlitros de sustrato Ac-RQAR-AMC
0,4 mM y se midio la fluorescencia a lo largo del tiempo con un espectrofluorémetro SpectraMax M5 (Molecular
Devices) preparado para realizar lecturas cada 20 segundos durante 30 minutos a 30 °C (Ex: 380 nm, EM: 450 nm,
Limite: 435 nm). El porcentaje no unido por la alfa-2 macroglobulina se calculé con la siguiente formula: (1-
([(Proteasa en plasma/Proteasa en PBST)-(Proteasa en plasma+tecotina/Proteasa en PBST)]/(Proteasa en
plasma/Proteasa en PBST)))*100. A continuacion, en la Tabla 31 se indican los resultados del % de la alfa-2
macroglobulina no unida para el panel de proteasas sometido a ensayo.
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Ejemplo 28
Mutantes adicionales

Se prepararon mutantes adicionales como se describe en el presente documento. Dichos mutantes incluyen, pero
sin limitacion, los que se indican en la siguiente Tabla 32.

Tabla 32: Mutantes Adicionales |SEC ID|SEC ID

[41T/Y146D/G151L/K224N 681 696
Y146D/Q175D/K224N 682 697
[41T/Y146D/K224N 683 698
Y146D/G151L/K224N 684 699
Y146D/Q175R/K224N 685 700
Y146D/Q175K/K224N 686 701
Y146D/Q175H/K224N 687 702

141T/Y146D/G151L/IQ175K/K224F | 688 703
141T/Y146D/G151L/IQ175R/K224F | 689 704
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224F | 690 705
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224F| 691 706
[41T/Y146D/G151L/IQ175K/K224N | 692 707
141T/Y146D/G151L/Q175R/K224N| 693 708
141T/Y146D/G151L/Q175H/K224N| 694 709
141T/Y146D/G151L/Q175Y/K224N| 695 710

120



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611 608 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica, que comprende una proteasa MT-SP1 modificada, o una parte cataliticamente
activa de la misma, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno seleccionado de entre un trastorno
inflamatorio, un trastorno neurodegenerativo y un trastorno cardiovascular, en el que:

la proteasa MT-SP1 modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, escinde uno cualquiera o mas
sustratos diana de una ruta del complemento de tal manera que la activacién del complemento en una ruta que
comprende el sustrato diana se inhibe;

el sustrato diana es una proteina del complemento;

la inhibicion de la activacion del complemento conduce a una reduccion de los sintomas inflamatorios asociados
con la enfermedad o el trastorno;

la proteasa MT-SP1 modificada, o parte cataliticamente activa de la misma, comprende una o mas
modificaciones que aumentan una o ambas de especificidad por un sustrato diana y actividad hacia un sustrato
diana en comparacion con una proteasa MT-SP1 no modificada; y

la proteasa MT-SP1 modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, comprende una o mas
modificaciones seleccionadas de entre 41T, 141A, 141L, 141F, 141D, 141E, Q175H, Q175L, Q175W, Q175Y vy
Q175K, basandose en la numeracion de la quimotripsina.

2. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 1, en la que el trastorno inflamatorio se selecciona
de entre septicemia, artritis reumatoide (RA), glomerulonefritis membranoproliferativa (GNMP), esclerosis multiple
(EM), miastenia grave (MG), asma, enfermedad intestinal inflamatoria, lesion tisular inflamatoria aguda mediada por
el complejo inmune (Cl), enfermedad de Alzheimer (EA) y lesién por isquemia - reperfusion.

3. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicaciéon 1, en la que el trastorno inflamatorio es el sindrome
de Guillain-Barre.

4. La composicién farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el sustrato diana es
uno cualquiera o mas de C1q, C2, C3,iC3, C4, iC4, C5, C6, C7, C8, C9, MBL, Factor B, Factor D, Factor P, MASP-
1, MASP-2, C1r, C1s, C4b, C4a, C2b, C2a, C3b, C3a, Bay Bb.

5. La composicion farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el sustrato diana es
C2ylo C3.

6. La composicion farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la modificacion (o
modificaciones) comprende(n) adicionalmente una modificacion en la posicion G151, basandose en la numeracion
de la quimotripsina.

7. La composiciéon farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la proteasa MT-SP1
modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en
cualquiera de SEQ ID Nos: 553-556, 558, 559, 564, 571-573, 577, 578, 585, 591, 594-600, 602, 607-610, 612, 613,
618, 625-627, 631, 632, 639, 645, 648-654, 656, 663-681, 683, 686, 687-696, 698 y 701-710.

8. La composiciéon farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la proteasa MT-SP1
modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, se formula para la administracién en combinacién con un
segundo agente para el tratamiento de un trastorno mediado por el complemento.

9. La composiciéon farmacéutica para el uso de la reivindicacion 8, en la que el segundo agente es un agente
antiinflamatorio o un anticoagulante.

10. La composiciéon farmacéutica para el uso de la reivindicaciéon 2, en la que la lesién por isquemia - reperfusion
esta causada por un acontecimiento o tratamiento previo seleccionado de entre infarto de miocardio (IM), ictus,
angioplastia, injerto de derivacion de arteria coronaria, derivacion cardiopulmonar (DCP) y hemodialisis.

11. La composicion farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que la enfermedad o
el trastorno resulta de un tratamiento de un sujeto.

12. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 11, en la que el tratamiento resulta de una lesion
por isquemia-reperfusién mediada por el complemento.

13. La composiciéon farmacéutica para el uso de la reivindicacion 12, en la que el tratamiento es angioplastia o injerto
de derivacion de arteria coronaria.

14. La composicion farmacéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que la proteasa MT-

SP1 no modificada, o una parte cataliticamente activa de la misma, comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 10 o variantes alélicas e isoformas de las mismas.
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