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DESCRIPCION
Métodos para tratar afecciones asociadas con la activacién del complemento dependiente de MASP-2
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para inhibir los efectos adversos de la activaciéon del complemento
dependiente de MASP-2.

Antecedentes de la invencion

El sistema del complemento proporciona un mecanismo de accion temprana para iniciar y ampliar la respuesta
inflamatoria a la infeccion microbiana y otros ataques agudos (M.K. Liszewski y J.P. Atkinson, 1993, en Fundamental
Immunology, Tercera Edicion, editado por W.E. Paul, Raven Press, Ltd., Nueva York). Si bien la activacion del
complemento proporciona una defensa de primera linea valiosa contra patdgenos potenciales, las actividades del
complemento que promueven una respuesta inflamatoria protectora pueden también representar una amenaza
potencial al hospedante (K.R. Kalli, et al., Springer Semin. Immunopathol. 15:417-431, 1994; B.P. Morgan, Eur. J.
Clinical Investig. 24:219-228, 1994). Por ejemplo, los productos proteoliticos C3 y C5 atraen y activan neutrofilos.
Estas células activadas son indiscriminadas en su liberacion de enzimas destructivas y pueden causar dafio
organico. Ademas, la activacion del complemento puede causar la deposicion de componentes del complemento
liticos en células hospedantes aledafias asi como también en dianas microbianas, produciendo la lisis de la célula
hospedante.

El sistema del complemento se ha implicado como contribuyente a la patogénesis de diversas enfermedades agudas
y cronicas, incluidos infarto de miocardio, revascularizacion que le sigue a accidente cerebrovascular, sindrome de
dificultad respiratoria aguda (ARDS), lesién de reperfusion, choque septicémico, fuga capilar que le sigue a
quemaduras térmicas, inflamaciéon post-derivacion cardiopulmonar, rechazo de trasplante, artritis reumatoidea,
esclerosis multiple, miastenia grave y enfermedad de Alzheimer. Practicamente en todas estas afecciones, el
complemento no es la causa, sino uno de los diversos factores implicados en la patogénesis. No obstante, la
activacion del complemento puede ser un mecanismo patolégico importante y representa un punto para el control
clinico en muchos de estos estados de enfermedad. El reconocimiento cada vez mayor de la importancia de la lesion
del tejido mediada por el complemento en una diversidad de estados de enfermedad subraya la necesidad de
farmacos eficaces inhibidores del complemento. No se ha aprobado ningin farmaco para uso en seres humanos que
se dirija especificamente e inhiba la activacion del complemento.

Actualmente, estda ampliamente aceptado que el sistema del complemento puede activarse a través de tres vias
distintas: la via clasica, la via de lectinas y la via alternativa. La via clasica es usualmente desencadenada por la
union de un anticuerpo a una particula extrafia (es decir, un antigeno) y por lo tanto requiere la exposicion previa a
ese antigeno para la generacion del anticuerpo especifico. Dado que la activacion de la via clasica esta asociada
con el desarrollo de una respuesta inmune, la via clasica es parte del sistema inmunolégico adquirido. En contraste,
tanto la ruta de las lectinas como la ruta alternativa son independientes de la inmunidad clonal y forman parte del
sistema inmunoldgico innato.

La primera etapa en la activacién de la via clasica es la unién de una molécula de reconocimiento especifica, C1q, a
IgG e IgM de unién a antigenos. La activacion del sistema del complemento produce la activacion secuencial de
cimogenos de serina proteasa. La C1q esta asociada con las proenzimas de serina proteasa C1r y C1s como un
complejo llamado C1 vy, tras la unién de C1qg a un complejo inmune, a la escision autoproteolitica del sitio Arg-lle de
C1r le sigue la activacion por C1r de C1s, que adquiere asi la capacidad de escindir C4 y C2. La escision de C4 en
dos fragmentos, denominados C4a y C4b, permite que los fragmentos C4b formen enlaces covalentes con los
grupos hidroxilo o amino adyacentes y la subsiguiente generacion de convertasa C3 (C4b2b) a través de la
interaccion no covalente con el fragmento C2b de C2 activada. La convertasa C3 (C4b2b) activa C3, lo que lleva a la
generacion de la convertasa C5 (C4b2b3b) y a la formacion del complejo de ataque a la membrana (C5b-9) que
puede causar lisis microbiana. Las formas activadas de C3 y C4 (C3b y C4b) se depositan covalentemente en las
superficies diana exdgenas, que son reconocidas por los receptores del complemento en multiples fagocitos.

Independientemente, el primer paso en la activacion del sistema del complemento por la via de lectinas es también
la unién de moléculas de reconocimiento especificas, seguida por la activacion de serina proteasas asociadas. No
obstante, en lugar de la uniéon de complejos inmunes por C1q, las moléculas de reconocimiento en la via de lectinas
son proteinas unidas a carbohidratos (lectina de unién a manano (MBL), H-ficolina, M-ficolina y L-ficolina) (J. Lu et
al., Biochim. Biophys. Acta 1572:387-400, 2002; Holmskov et al, Annu. Rev. Immunol. 21:547-578 (2003); Teh et al.,
Immunology 101:225-232 (2000)). Ikeda et al. fueron los primeros en demostrar que, al igual que C1q, la MBL podia
activar el sistema del complemento tras la unién a eritrocitos recubiertos con manano en un modo dependiente de
C4 (K. Ikeda et al., J. Biol. Chem. 262:7451-7454, 1987). La MBL, un miembro de la familia de la proteina colectina,
es una lectina dependiente del calcio que se une a carbohidratos con grupos 3 y 4-hidroxi orientados en el plano
ecuatorial del anillo piranosa. Por lo tanto, los ligandos prominentes para MBL son D-manosa y N-acetil-D-
glucosamina, mientras que los carbohidratos que no cumplen este requerimiento estérico tienen afinidad
indetectable hacia MBL (Weis, W.I., et al., Nature 360:127-134, 1992). La interaccion entre MBL y azlcares
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monovalentes es extremadamente débil, con constantes de disociacién tipicamente en el intervalo 2 mM. La MBL
logra unién firme y especifica a ligandos de glicano por interaccion con multiples residuos de monosacaridos
simultaneamente (Lee, R.T., et al., Archiv. Biochem. Biophys. 299:129-136, 1992). La MBL reconoce los patrones del
carbohidrato que comunmente decoran a microorganismos tales como bacterias, levadura, parasitos y ciertos virus.
En contraste, la MBL no reconoce la D-galactosa ni el acido sidlico, los penultimos y Ultimos azicares que
usualmente decoran glucoconjugados complejos "maduros” presentes en glucoproteinas de la superficie celular y en
el plasma de mamiferos. Se cree que esta especificidad de unién ayuda a proteger contra la autoactivacion. No
obstante, la MBL se une con gran afinidad a grupos de glicanos “precursores” de gran contenido de manosa en
glucoproteinas y glucolipidos unidos por N secuestrados en la reticula endoplasmatica y en el Golgi de células
mamiferas (Maynard, Y., et al., J. Biol. Chem. 257:3788-3794, 1982). En consecuencia, las células dafiadas son
dianas potenciales para la activacion de la via de lectinas mediante la unién a la MBL.

Las ficolinas poseen un tipo distinto de dominio de lectina que la MBL, llamado dominio de tipo fibrindgeno. Las
ficolinas se unen a residuos de azucar en un modo independiente del Ca++. En seres humanos, se han identificado
tres clases de ficolinas, L-ficolina, M-ficolina y H-ficolina. Ambas ficolinas del suero, L-ficolina y H-ficolina, tienen en
comun una especificidad hacia N-acetil-D-glucosamina; no obstante, la H-ficolina también se une a N-acetil-D-
galactosamina. La diferencia en la especificidad del aztcar de L-ficolina, H-ficolina y MBL significa que las diferentes
lectinas pueden ser complementarias y dirigir glucoconjugados diferentes aunque superpuestos. Este concepto es
respaldado por el informe reciente que indica que, de las lectinas conocidas en la via de lectinas, solamente L-
ficolina se une especificamente al acido lipoteicoico, un glucoconjugado de la pared celular que se halla en todas las
bacterias grampositivas (Lynch, N.J., et al., J. Immunol. 172:1198-1202, 2004). Las colectinas (es decir, MBL) y las
ficolinas no portan similitud importante en la secuencia de aminoacidos. No obstante, los dos grupos de proteinas
tienen organizaciones de dominios similares y, al igual que C1q, se agrupan en estructuras oligoméricas, que
maximizan la posibilidad de la unién a multiples sitios. Las concentraciones séricas de MBL son altamente variables
en poblaciones sanas, y esto es controlado genéticamente por el polimorfismo/mutaciones tanto en las regiones
promotoras con codificantes del gen de MBL. Como proteina de fase aguda, la expresion de MBL ademas aumenta
durante la inflamacién. La L-ficolina esta presente en el suero a concentraciones similares a la MBL. Por lo tanto, la
rama de L-ficolina de la via de lectinas es potencialmente comparable con la rama de MBL en cuanto a fuerza. La
MBL vy las ficolinas también pueden funcionar como opsoninas, que requieren la interaccion de estas proteinas con
receptores de fagocitos (Kuhlman, M., et al., J. Exp. Mecl. 169:1733, 1989; Matsushita, M., et al,. J. Biol. Chem.
271:2448-54, 1996). No obstante, las identidades del receptor o los receptores en las células fagociticas no han sido
establecidas.

La MBL humana forma una interaccion especifica y de gran afinidad a través de su dominio de tipo colageno con
serina proteasas de tipo C1r/C1s, denominadas serina proteasas asociadas a MBL (MASP). Hasta la fecha, se han
descrito tres MASP. Primero, se identificé una "MASP" de una sola enzima y se caracterizd como la enzima
responsable del inicio de la cascada del complemento (es decir, escision de C2 y C4) (Ji, Y.H., et al., J. Immunol.
150:571-578, 1993). Posteriormente, resultd que la MASP es de hecho una mezcla de dos proteasas: MASP-1 y
MASP-2 (Thiel, S., et al., Nature 386:506-510, 1997). No obstante se demostré que el complejo MBL-MASP-2 solo
es suficiente para la activacion del complemento (Vorup-Jensen, T., et al., J. Immunol. 165:2093-2100, 2000).
Asimismo, solamente la MASP-2 escindié C2 y C4 en altas tasas (Ambrus, G., et al., J. Immunol. 170:1374-1382,
2003). Por consiguiente, la MASP-2 es la proteasa responsable de activar C4 y C2 para generar la convertasa C3,
C4b2b. Esta es una diferencia importante del complejo C1, en donde la accién coordinada de dos serina proteasas
especificas (C1r y C1s) conduce a la activacion del sistema del complemento. Recientemente, se aisld una tercera
proteasa nueva, MASP-3 (Dahl, M.R., et al., Immunity 15:127-35, 2001). MASP-1 y MASP-3 son productos
alternativamente empalmados del mismo gen. Las funciones bioldgicas de MASP-1 y MASP-3 permanecen
irresueltas.

Las MASP son organizaciones de dominios idénticos a aquellos de C1r y C1s, los componentes enzimaticos del
complejo C1 (Sim, R.B., et al., Biochem. Soc. Trans. 28:545, 2000). Estos dominios incluyen un dominio morfogénico
veg/éseo de erizo de mar/C1r/C1s N-terminal (CUB), un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico, un
segundo dominio CUB, un tandem de los dominios de la proteina de control del complemento y un dominio de serina
proteasa. Como en las C1 proteasas, la activacion de MASP-2 ocurre a través de la escision de un enlace Arg-lle
adyacente al mismo dominio de la serina proteasa, que divide la enzima en cadenas A y B unidas a disulfuro, en
donde la ultima consiste en el dominio de serina proteasa. Recientemente, se describié una deficiencia
genéticamente determinada de MASP-2 (Stengaard-Pedersen, K., et al., New Eng. J. Mecl. 349:554-560, 2003). La
mutacién de nucledtidos sencillos conduce a un intercambio Asp-Gly en el dominio CUBI y torna la MASP-2 incapaz
de unirse a MBL.

La MBL esta también asociada con una proteina no enzimatica denominada proteina asociada a MBL de 19 kDa
(MAp19) (Stover, C.M., J. Immunol. 162:3481-90, 1999) o proteina pequefa asociada a MBL (sMAP) (Takahashi, M.,
et al., Int. Immunol. 11:859-863, 1999). La MAp19 se forma por el empalme alternativo del producto génico de MASP
2 y comprende los primeros dos dominios de MASP-2, seguidos por una secuencia extra de cuatro aminoacidos
Unicos. Los genes de MASP 1y MASP 2 estan ubicados en los cromosomas 3 y 1, respectivamente (Schwaeble, W.,
et al., Immunobiology 205:455-466, 2002).
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Varias lineas de evidencia sugieren que hay diferentes complejos de MBL-MASP y una gran fraccion de las MASP
totales en el suero no forma complejo con MBL (Thiel, S., et al., J. Immunol. 165:878-887, 2000). Tanto la ficolina H
como la L estan asociadas con MASP y activan la via del complemento de lectinas, al igual que la MBL (Dahl, M.R.,
et al., Immunity 15:127-35, 2001; Matsushita, M., et al., J. Immunol. 168:3502-3506, 2002). La via de lectinas y la via
clasica forman una convertasa C3 (C4b2b) y las dos vias convergen en esta etapa.

Se cree en gran medida que la via de lectinas tiene una funcién importante en la defensa del hospedante contra
infecciones. Los datos sélidos de la participacion de la MBL en la defensa del hospedante provienen del analisis de
pacientes con niveles séricos reducidos de MBL funcional (Kilpatrick, D.C., Biochim. Biophys. Acta 1572:401-413,
2002). Dichos pacientes exhiben susceptibilidad a infecciones fungicas y bacterianas recurrentes. Estos sintomas
por lo general son evidentes de manera temprana en la vida, durante una obvia vulnerabilidad a medida que se
disipa la titulacién de anticuerpos derivados de la madre, pero antes de que se desarrolle un repertorio completo de
respuestas de anticuerpos. Este sindrome a menudo proviene de mutaciones en varios sitios en la porcion de
colageno de la MBL, que interfieren con la formacion correcta de oligémeros de MBL. No obstante, ya que la MBL
puede funcionar como una opsonina independiente del complemento, no se sabe hasta qué grado el aumento de
susceptibilidad a infecciones se debe a la activacion del complemento.

Si bien existen muchos datos que implican tanto a la via del complemento clasica como a la alternativa en la
patogénesis de enfermedades humanas no infecciosas, la funcion de la via de lectinas esta ahora comenzando a ser
evaluada. Estudios recientes aportan datos que indican que la activacién de la via de lectinas puede ser responsable
de la activacion del complemento y de la inflamacion relacionada en lesidon de isquemia/ reperfusion. Collard et al.
(2000) indicaron que las células endoteliales cultivadas, sometidas a estrés oxidativo se unen a MBL y exhiben
deposicion de C3 tras la exposicion a suero humano (Collard, C.D., et al., Am. J. Pathol. 156:1549-1556, 2000). A su
vez, el tratamiento de sueros humanos con anticuerpos monoclonales anti-MBL bloqueantes inhibié la uniéon a MBL y
la activacion del complemento. Estos hallazgos se extendieron a un modelo de rata de isquemia de miocardio-
reperfusion en el que las ratas tratadas con anticuerpo bloqueante dirigido contra MBL de rata exhibieron
significativamente menos dafio del miocardio tras la oclusion de una arteria coronaria, que las ratas tratadas con un
anticuerpo control (Jordan, J.E., et al., Circulation 104:1413-1418, 2001). El mecanismo molecular de la unién de
MBL al endotelio vascular después de estrés oxidativo no esta del todo claro; un estudio reciente sugiere que la
activacion de la via de lectinas después del estrés oxidativo puede ser mediada por la uniéon de MBL a citoqueratinas
endoteliales vasculares y no a glucoconjugados (Collard, C.D., et al., Am. J. Pathol. 159:1045-1054, 2001). Otros
estudios han implicado a la via clasica y a la via alternativa en la patogénesis de la lesién de isquemia/reperfusion, y
la funcidn de la via de lectinas en esta enfermedad sigue siendo controvertida (Riedermann, N.C., et al., Am. J.
Pathol. 162:363-367, 2003).

En contraste con las vias clasica y de lectinas, no se han hallado iniciadores de la via alternativa que cumplan las
funciones de reconocimiento que efectian la C1q y las lectinas en las otras dos vias. Actualmente se acepta
ampliamente que la via alternativa es desencadenada espontaneamente por superficies externas y anormales
(bacterias, levadura, células infectadas por virus o tejido dafiado). Hay cuatro proteinas plasmaticas directamente
implicadas en la via alternativa: C3, factores B y D y properdina. La generacion proteolitica de C3b de C3 nativo se
requiere para que funcione la via alternativa. Dado que la convertasa C3 de la via alternativa (C3bBb) contiene C3b
como una subunidad esencial, la cuestion con respecto al origen de la primera C3b mediante la via alternativa ha
presentado un enigma y ha promovido una investigacion considerable.

C3 pertenece a la familia de proteinas (junto con C4 y a-2 macroglobulina) que contienen una rara modificacion post-
traduccién conocida como enlace tioéster El grupo tioéster esta compuesto por una glutamina cuyo grupo carbonilo
terminal esta unido al grupo sulfhidrilo de una cisteina a tres aminoacidos de distancia. Este enlace es inestable y el
grupo carbonilo electréfilo de la glutamina puede formar un enlace covalente con otras moléculas mediante los
grupos hidroxilo o amino. El enlace tioéster es razonablemente estable cuando se secuestra dentro de un bolsillo
hidréfilo de C3 intacta. Sin embargo, la escision proteolitica de C3 a C3a y C3b resulta en la exposicion del enlace
tioéster altamente reactivo en C3b y mediante este mecanismo, C3b se acopla covalentemente a una diana. Ademas
de su funcion bien documentada en la unién covalente de C3b a dianas del complemento, también se cree que el
tioéster de C3 tiene una funcidn pivotal en desencadenar la via alternativa. Segun la teoria “poco avanzada” y
ampliamente aceptada, la via alternativa es iniciada por la generacion de una convertasa de fase fluida, iC3Bb, que
se forma a partir de C3 con tioéster hidrolizado (iC3; C3(H20)) y factor B (Lachmann, P.J., et al., Springer Semin.
Immunopathol. 7:143-162, 1984). iC3 de tipo C3b se genera a partir de C3 nativa mediante hidrdlisis espontanea
lenta del tioéster interno en la proteina (Pangburn, M.K., et al., J. Exp. Med. 154:856-867, 1981). A través de la
actividad de la convertasa iC3Bb, las moléculas de C3b se depositan en la superficie diana, iniciando de este modo
la via alternativa.

Se sabe muy poco acerca de los iniciadores de activacion de la via alternativa. Se cree que los activadores incluyen
paredes de células de levadura (cimosano), muchos polisacaridos puros, eritrocitos de conejo, ciertas
inmunoglobulinas, virus, hongos, bacterias, células tumorales animales, parasitos y células dafiadas. La uUnica
caracteristica en comun con estos activadores es la presencia de carbohidrato, pero la complejidad y variedad de las
estructuras de los carbohidratos ha hecho dificil que se puedan establecer los determinantes moleculares
compartidos, los cuales se reconocen.
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La via alternativa puede también proporcionar un potente bucle de ampliaciéon para la convertasa C3 de la via de
lectinas/clasica (C4b2b), ya que cualquier C3b generado puede participar con el factor B en la formacién de la
convertasa C3 de la via alternativa (C3bBb) adicional. La convertasa C3 de la via alternativa se estabiliza mediante
la uniéon de properdina. La properdina extiende seis a diez veces la semivida de la convertasa C3 de la via
alternativa. La adicién de C3b a la convertasa C3 conduce a la formacion de la convertasa C5 de la via alternativa.

Se ha pensado que las tres vias (es decir, la clasica, la de lectinas y la alternativa) convergen en C5, que se escinde
para formar productos con multiples efectos proinflamatorios. Se ha hecho referencia a la via de convergencia como
la via del complemento terminal. C5a es la anafilatoxina mas potente, que induce alteraciones en el musculo liso y
en el tono vascular, asi como también permeabilidad vascular. Es también una poderosa quimiotaxina y un activador
de neutréfilos y monocitos. La activacion celular mediada por C5a puede ampliar significativamente las respuestas
inflamatorias, induciendo la liberaciéon de multiples mediadores inflamatorios adicionales, incluidas citocinas, enzimas
hidroliticas, metabolitos de acido araquidénico y especies de oxigeno reactivas. La escision de C5 conduce a la
formacion de C5b-9, también conocida como el complejo de ataque a la membrana (MAC). Existe ahora una fuerte
evidencia de que la deposicion de MAC sublitica puede cumplir una funcién importante en la inflamacion, ademas de
su funcién como complejo formador de poros liticos.

Hansen Troels et al, Diabetes Jun 2004, vol 53, n° 6, paginas 1570-1576 (2004) describen la participacion de MBL
en enfermedades.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona un anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 inhibidor de MASP-2 que se une
especificamente a una porciéon de la SEQ ID NO: 6 e inhibe selectivamente la activacion del complemento
dependiente de MASP-2 sin inhibir sustancialmente la activacion del complemento dependiente de C1q para usar en
el tratamiento de un sujeto que padece angiopatia diabética.

También se describe en la presente memoria el uso de dicho anticuerpo para el tratamiento de neuropatia diabética.

En la presente memoria se describe un método para inhibir los efectos adversos de la activacion del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto vivo. El método incluye la etapa de administrar a un sujeto que lo necesita, una
cantidad de un agente inhibidor de MASP-2 eficaz para inhibir la activacion del complemento dependiente de MASP-
2. En este contexto, la frase "activacion del complemento dependiente de MASP-2" se refiere a la activacion del
complemento de la ruta alternativa que ocurre mediante el sistema MASP-2 dependiente de lectina. En otro aspecto
de la invencion, el agente inhibidor de MASP-2 inhibe la activacion del complemento mediante el sistema MASP-2
dependiente de lectina sin inhibir sustancialmente la activacion del complemento a través del sistema dependiente
de C1q clasico, de modo tal que el sistema dependiente de C1g permanece funcional.

En la presente memoria se describe el agente inhibidor de MASP-2 que es un anticuerpo o un fragmento del mismo
anti-MASP-2. En realizaciones adicionales, el anticuerpo anti-MASP-2 tiene la funcion efectora reducida. En algunas
realizaciones, el agente inhibidor de MASP-2 es un péptido inhibidor de MASP-2 o un no péptido inhibidor de MASP-
2.

En la presente memoria se describen composiciones para inhibir los efectos adversos de la activacion del
complemento dependiente de MASP-2, que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
inhibidor de MASP-2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. También se proporcionan métodos para elaborar
medicamentos para usar en la inhibicién de los efectos adversos de la activacion del complemento dependiente de
MASP-2 en sujetos vivos que lo necesitan, que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico. También se proporcionan métodos para elaborar medicamentos
para uso en la inhibicién de la activacion del complemento dependiente de MASP-2 para el tratamiento de cada una
de las afecciones, enfermedades o trastornos que se describen a continuacién en este documento.

Los métodos, composiciones y medicamentos de la invencidon son utiles para inhibir los efectos adversos de la
activacion del complemento dependiente de MASP-2 in vivo en sujetos mamiferos, incluidos seres humanos que
padecen una afeccion o lesion patolégica aguda o crénica como se describira en mas detalle en la presente
memoria. Tales afecciones y lesiones incluyen, pero no se limitan a, activacion del complemento mediado por
MASP-2 en trastornos autoinmunes y/o afecciones inflamatorias asociados.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para el tratamiento de lesiones de reperfusion por
isquemia, tratando a un sujeto que experimenta una reperfusion isquémica, lo que incluye, de manera no taxativa,
después de la reparacion de un aneurisma adrtico, derivaciéon cardiopulmonar, renastomosis vascular en relacion
con, por ejemplo, trasplante de 6rgano (p. e€j., de corazén, pulmén, higado, rifidén) y/o reimplante de una
extremidad/digito, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, reanimacién hemodinamica después de
procedimientos de choque y/o quirtrgicos, con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor de
MASP-2 en un vehiculo farmacéutico.
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Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para la inhibicién de aterosclerosis, tratando a un
sujeto que sufre de o es propenso a aterosclerosis, con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor
de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que experimenta una afeccidn vascular que incluye, sin limitacion, afecciones
cardiovasculares, afecciones cerebrovasculares, afecciones periféricas (p. ej. musculoesqueléticas) afecciones
vasculares, afecciones renovasculares, vasculares mesentéricas/entéricas y revascularizacion a trasplantes y/o
reimplantes, tratando a dichos pacientes con una cantidad terapéuticamente eficaz de agente inhibidor de MASP-2.
Dichas afecciones incluyen, sin limitacion, el tratamiento de: vasculitis, incluida nefritis purpura de Henoch-Schonlein,
vasculitis asociada a lupus eritematoso sistémico, vasculitis asociada a artritis reumatoidea (también llamada artritis
reumatoidea maligna), vasculitis del complejo inmunolégico y enfermedad de Takayasu; cardiomiopatia dilatada;
angiopatia diabética; enfermedad de Kawasaki (arteritis); embolia gaseosa venosa (VGE); y/o restenosis que sigue a
la colocacion de un stent, aterectomia rotacional y/o angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA).

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece trastornos gastrointestinales inflamatorios, incluidos, aunque sin
limitarse a ello, pancreatitis, diverticulitis y trastornos intestinales que incluyen enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa
y sindrome de intestino irritable.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece una afecciéon pulmonar, lo que incluye, aunque sin limitacion,
sindrome de dificultad respiratoria aguda, lesidon pulmonar aguda relacionada con una transfusion, lesién pulmonar
aguda por isquemia/reperfusion, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, asma, granulomatosis de Wegener,
enfermedad antimembrana basal glomerular (enfermedad de Goodpasture), sindrome de aspiracion de meconio,
sindrome de bronquiolitis obliterante, fibrosis pulmonar idiopatica, lesién pulmonar aguda secundaria a quemadura,
edema pulmonar no cardiogénico, depresion respiratoria relacionada con transfusion y enfisema.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que se ha sometido, se esta sometiendo o se sometera a un procedimiento de
reperfusion extracorpéreo, incluidos, aunque sin limitarse a ello, hemodialisis, plasmaféresis, leucoféresis,
oxigenacion por membrana extracorporea (ECMO), precipitacion de LDL por oxigenacion por membrana
extracorporea inducida por heparina (HELP) y derivacion cardiopulmonar (CPB).

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece una afeccion musculoesquelética, lo que incluye, aunque sin
limitarse a ello, artrosis, artritis reumatoidea, artritis reumatoidea juvenil, gota, artropatia neuropatica, artritis
soriasica, espondilitis anquilosante u otras espondiloartropatias y artropatias cristalinas o lupus eritematoso
sistémico (SLE).

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece afecciones renales que incluyen, pero no se limitan a,
glomerulonefritis mesangioproliferativa, glomerulonefritis membranosa, glomerulonefritis membranoproliferativa
(glomerulonefritis mesangiocapilar), glomerulonefritis postinfecciosa aguda (glomerulonefritis poststreptocécica),
glomerulonefritis crioglobulinémica, nefritis lUpica, nefritis purpura de Henoch-Schonlein o nefropatia por IgA.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece una afeccién de la piel que incluye, aunque sin limitacion,
dermatosis bullosa autoinmune, espongiosis eosinofilica, penfigoide bulloso, epidermdlisis bullosa adquirida y herpes
gestacional, y otros trastornos de la piel, o provenientes de una lesion por quemadura térmica o quimica que implica
fuga capilar.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que ha recibido un trasplante de érgano u otro tejido, lo que incluye, aunque
sin limitarse a ello, alotrasplante o xenotrasplante de 6rganos enteros (p.ej., rifion, corazén, higado, pancreas,
pulmén, cérnea, etc.) o injertos (p. €j., valvulas, tendones, médula dsea, etc.).

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece un trastorno o lesién del sistema nervioso central o un trastorno o
lesion del sistema nervioso periférico que incluye, sin limitacion, esclerosis multiple (MS), miastenia grave (MG),
enfermedad de Huntington (HD), esclerosis lateral amiotrofica (ALS), sindrome de Guillain Barre, reperfusion que le
sigue a accidente cerebrovascular, discos degenerativos, traumatismo cerebral, enfermedad de Parkinson (PD),
enfermedad de Alzheimer (AD), sindrome de Miller-Fisher, traumatismo cerebral y/o desmielinacién por hemorragia y
meningitis.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece un trastorno de la sangre que incluye, aunque sin limitarse a ello,
septicemia o una afeccién que resulta de septicemia, incluidos, sin limitaciéon, septicemia severa, choque
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septicémico, sindrome de dificultad respiratoria aguda resultante de septicemia y sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica. Se dan a conocer métodos relacionados para el tratamiento de otros trastornos de la sangre, incluido
choque hemorragico, anemia hemolitica, purpura tromobictopénica trombética autoinmune (TTP), sindrome urémico
hemolitico (HUS) u otras afecciones destructivas de la médula/sangre.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece una afeccion urogenital que incluye, aunque sin limitarse a ello,
enfermedad de vejiga dolorosa, enfermedad de vejiga sensorial, cistitis abacteriana crénica y cistitis intersticial,
esterilidad masculina y femenina, disfuncién placentaria y aborto espontaneo y pre-eclampsia.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece diabetes no obesa (diabetes de tipo 1 o diabetes mellitus
insulinodependiente) o complicaciones de angiopatia, neuropatia o retinopatia por diabetes de tipo 1 o de tipo 2 (del
adulto).

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que recibe tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia, incluido sin limitacion
el tratamiento de afecciones cancerosas, administrando un inhibidor de MASP-2 a dicho paciente en forma
periquimioterapéutica o por perirradioterapia, es decir, antes y/o durante y/o después de la administracion de
agente(s) quimioterapéutico(s) y/o radioterapia. La administracion de la terapia periquimoterapéutica o por
perirradioterapia de inhibidores de MASP-2 puede ser util para reducir los efectos colaterales de la terapia
quimoterapéutica o la radioterapia. Incluso en otro aspecto de la invencién, se dan a conocer métodos para el
tratamiento de malignidades, administrando un agente inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable a un paciente que sufre una malignidad.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece un trastorno endocrino, administrando a dicho sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico. Las afecciones sujetas al
tratamiento de acuerdo con la presente invencion incluyen, a modo de ejemplo no limitativo, tiroiditis de Hashimoto,
estrés, ansiedad y otros trastornos hormonales potenciales que implican la liberacion regulada de prolactina, factor
de crecimiento o factor de crecimiento de tipo insulina y adrenocorticotropina de la glandula hipofisis.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para inhibir la activacién del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto que padece degeneracion macular relacionada con la edad u otra afeccion
oftalmolégica mediada por el complemento, administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico a un sujeto que padece dicha afeccion.

Breve descripcion de los dibujos

Los aspectos anteriores y muchas de las ventajas asociadas de esta invencion se apreciaran mas facilmente a
medida que los mismos se comprendan mejor por referencia a la siguiente descripcion detallada, tomada junto con
los dibujos adjuntos, en los que:

Los aspectos anteriores y muchas de las ventajas asociadas de esta invencion se apreciaran mas facilmente a
medida que los mismos se comprendan mejor por referencia a la siguiente descripcién detallada tomada junto con
los dibujos adjuntos, en los que:

la Figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra el nuevo descubrimiento de que la nueva via del complemento
alternativa requiere la activacion de MASP-2 dependiente de la via de lectinas para la activacion del complemento;

la Figura 2 es un diagrama que ilustra la estructura genémica de la MASP-2 humana;

la Figura 3A es un diagrama esquematico que ilustra la estructura de dominio de la proteina MASP-2 humana;
la Figura 3B es un diagrama esquematico que ilustra la estructura de dominio de la proteina MAp19 humana;
la Figura 4 es un diagrama que ilustra la estrategia de inactivacion de genes de MASP-2 murinos;

la Figura 5 es un diagrama que ilustra el constructo de minigen de MASP-2;

la Figura 6A presenta resultados que demuestran que la deficiencia de MASP-2 produce la pérdida de la activacion
de C4 mediada por la via de lectinas segun lo medido por la falta de deposicién de C4b en manano;

la Figura 6B presenta resultados que demuestran que la deficiencia de MASP-2 produce la pérdida de la activacion
de C4 mediada por la via de lectinas segun lo medido por la deposicion de C4b en cimosano;

la Figura 6C presenta resultados que demuestran niveles relativos de activacion de C4 en muestras de suero
obtenidas de MASP-2+/-; MASP-2-/- y de cepas de tipo salvaje segun lo medido por deposicién de C4b en manano y
en cimosano;
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la Figura 7A presentas resultados que demuestran que la deficiencia de MASP-2 produce la pérdida de activacion de
C3 mediada por la via de lectinas y mediada por la via alternativa, segun lo medido por la falta de deposicion de C3b
€en manano;

la Figura 7B presenta resultados que demuestran que la deficiencia de MASP-2 produce la pérdida de la activacion
de C3 mediada por la via de lectinas y por la via alternativa, segun lo medido por la falta de deposicion de C3b en
cimosano;

la Figura 8 presenta resultados que demuestran que la adicion de MASP-2 recombinante de murino a muestras de
suero MASP-2-/- recupera la activacion de C4 mediada por la via de lectinas in un modo dependiente de la
concentracion de proteinas, segun lo medido por la deposicion de C4b en manano;

la Figura 9 presenta que demuestran que la via clasica es funcional en la cepa de MASP-2-/-; y

la Figura 10 presenta resultados que demuestran que el sistema de activacién del complemento dependiente de
MASP-2 se activa en la fase de isquemia/reperfusion que le sigue a la reparacion de un aneurisma adrtico
abdominal.

Descripcion de la lista de secuencias

SEC ID NO: 1 ADNc de MAp19 humana

SEC ID NO: 2 proteina MAp19 humana (con lider)

SEC ID NO: 3 proteina MAp19 humana (madura)

SEC ID NO: 4 ADNc de MASP-2 humana

SEC ID NO: 5 proteina MASP-2 humana (con lider)

SEC ID NO: 6 proteina MASP-2 humana (madura)

SEC ID NO: 7 ADNg de MASP-2 humana (exones 1-6)

ANTIGENOS: (CON REFERENCIA A LA PROTEINA MADURA MASP-2)

SEC ID NO: 8 secuencia CUBI (aa 1-121)

SEC ID NO: 9 secuencia CUBEGF (aa 1-166)

SEC ID NO: 10 CUBEGFCUBII (aa 1-293)

SEC ID NO: 11 region EGF (aa 122-166)

SEC ID NO: 12 dominio de serina proteasa (aa 429 - 671)

SEC ID NO: 13 dominio de serina proteasa inactivo (aa 610-625 con Ser618 para la mutacion Ala)
SEC ID NO: 14 TPLGPKWPEPVFGRL (péptido CUBI)

SEC ID NO: 15 TAPPGYRLRLYFTHFDLELSHLCEYDFVKLSSGAKVLATLC GQ (péptido CUBI)
SEC ID NO: 16 TFRSDYSN (nucleo de la region de union a MBL)

SEC ID NO: 17 FYSLGSSLDITFRSDYSNEKPFTGF (regién de unién a MBL)

SEC ID NO: 18 IDECQVAPG (PEPTIDO EGF)

SEC ID NO: 19 ANMLCAGLESGGKDSCRGDSGGALYV (nucleo de la region de union a serina proteasa)
INHIBIDORES DE PEPTIDOS:

SEC ID NO: 20 ADNc de longitud total MBL

SEC ID NO: 21 proteina de longitud total MBL

SEC ID NO: 22 OGK-X-GP (unién de consenso)

SEC ID NO: 23 OGKLG

SEC ID NO: 24 GLR GLQ GPO GKL GPO G
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SEC ID NO: 25 GPO GPO GLR GLQ GPO GKL GPO GPO GPO

SEC ID NO: 26 GKDGRDGTKGEKGEPGQGLRGLQGPOGKLGPOG

SEC ID NO: 27 GAOGSOGEKGAOGPQGPOGPOGKMGPKGEOGDO (h-ficolina humana)

SEC ID NO: 28 GCOGLOGAOGDKGEAGTNGKRGERGPOGPOGKAGPOGPN GAOGEO (ficolina humana p35)
SEC ID NO: 29 LQRALEILPNRVTIKANRPFLVFI (sitio de escision C4)

INHIBIDORES DE EXPRESION:

SEC ID NO: 30 ADNc del dominio CUBI-EGF (nucleétidos 22-680 de SEC ID NO: 4)

SEC ID NO: 31 5' CGGGCACACCATGAGGCTGCTGACCCTCCTGGGC 3'

Nucleotidos 12-45 de SEC ID NO: 4 incluido el sitio de inicio de la traducciéon MASP-2 (sentido)

SEC ID NO: 325'G AC ATT ACCTTCCGCTCCG ACTCC A ACG AG A AG3'

Nucleotidos 361-396 de SEC ID NO: 4 que codifican una region que comprende la uniéon al sitio de MBL,MASP-2
(sentido)

SEC ID NO: 33 5 AGC AGCCCTG A AT ACCC ACGGCCGT ATCCC A A A3’
Nucleotidos 610-642 de SEC ID NO: 4 que codifican una region que comprende el dominio CUBII
CEBADORES DE CLONACION:

SEC ID NO: 34 CGGGATCCATGAGGCTGCTGACCCTC (5' PCR para CUB)
SEC ID NO: 35 GGAATTCCTAGGCTGCATA (3' PCR PARA CUB)

SEC ID NO: 36 GGA ATTCCT AC AGGGCGCT (3' PCR PARA CUBIEGF)

SEC ID NO: 37 GGAATTCCTAGTAGTGGAT (3' PCR PARA CUB IEGFCUBII)
SEC ID NOS: 38-47 son cebadores de clonacion para el anticuerpo humanizado
SEC ID NO: 48 es un enlace peptidico 9 aa

VECTOR DE EXPRESION:

SEC ID NO: 49 es el inserto del minigen MASP-2

SEC ID NO: 50 es el ADNc de MASP-2 murina

SEC ID NO: 51 es la proteina MASP-2 murina (con lider)

SEC ID NO: 52 es la proteina MASP-2 murina madura

SEC ID NO: 53 ADNc de MASP-2 de rata

SEC ID NO: 54 es la proteina MASP-2 de rata (con lider)

SEC ID NO: 55 es la proteina MASP-2 de rata madura

SEC ID NO: 56-59 son los oligonucleétidos para mutagénesis del sitio dirigido de MASP-2 humana que se usan para
generar MASP-2A humana

SEC ID NO: 60-63 son los oligonucleétidos para mutagénesis de sitio dirigido de MASP-2 murina que se usan para
generar MASP-2A murina

SEC ID NO: 64-65 son los oligonucleétidos para mutagénesis de sitio dirigido de MASP-2 de rata que se usan para
generar MASP-2A de rata

Descripcion detallada

La presente invencién se basa en el sorprendente descubrimiento de los presentes inventores de que la MASP-2 es
necesaria para iniciar la activacién de la via del complemento alternativa. A través del uso de un modelo de ratén
con genes inactivados de MASP-2-/-, los presentes inventores han demostrado que es posible inhibir la activacién de
la via del complemento alternativa mediante la via de MASP-2 mediada por lectinas, dejando la via clasica intacta,
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estableciendo asi la activacion de MASP-2 dependiente de lectinas como un requerimiento para la activacion del
complemento alternativa en ausencia de la via clasica. También se describe el uso de MASP-2 como diana
terapéutica para inhibir la lesién celular asociada con la activacién de la via del complemento alternativa mediada por
lectinas, dejando intacto el componente de la via clasica (dependiente de C1q) del sistema inmunoldgico.

|. Definiciones

A menos que se defina especificamente en este documento, todos los términos utilizados en la presente memoria
tienen el significado que entenderia el experto en la técnica de la presente invencioén. Las siguientes definiciones se
proveen con fines de claridad con respecto a los términos que se utilizan en la memoria y en las reivindicaciones
para describir la presente invencion.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "activacion del complemento dependiente de MASP-2" se
refiere a la activaciéon del complemento de la ruta alternativa que ocurre mediante la activacion de MASP-2
dependiente de lectina.

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "via alternativa" se refiere a la activacion del complemento
que es desencadenada, por ejemplo, por cimosano de paredes de células de hongos y levadura, lipopolisacarido
(LPS) de membranas exteriores gramnegativas y eritrocitos de conejo, como también de muchos polisacaridos
puros, eritrocitos de conejo, virus, bacterias, células tumorales animales, parasitos y células dafiadas, y que
tradicionalmente se ha creido que surge de la generacion proteolitica espontanea de C3b del factor del complemento
Cs.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresiéon "via de lectinas" se refiere a la activacion del
complemento que ocurre mediante la unién especifica de proteinas de union a los carbohidratos del suero y no del
suero, incluidas lectina de unién a manano (MBL) y ficolinas.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "via clasica" se refiere a la activacion del complemento
que es desencadenada por el anticuerpo unido a una particula extrafia y que requiere la uniéon de la molécula de
reconocimiento C1q.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "agente inhibidor de MASP-2" se refiere a cualquier
agente que inhibe o actia con la MASP-2 e inhibe eficazmente la activacion del complemento dependiente de
MASP-2, incluidos los anticuerpos anti-MASP-2 y sus fragmentos de union a MASP-2, péptidos naturales y
sintéticos, moléculas pequefias, receptores de MASP-2 solubles, inhibidores de expresion e inhibidores naturales
aislados. Los agentes de inhibiciéon de MASP-2 utiles en el método de la invencion pueden reducir la activacion del
complemento dependiente de MASP-2 por mas de 20%, tal como mas de 50%, tal como mas de 90%. En una
realizacion, el agente inhibidor de MASP-2 reduce la activacion del complemento dependiente de MASP-2 por mas
de 90% (es decir, resultando en la activacion del complemento de MASP-2 de solamente 10% o menos).

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "anticuerpo" abarca anticuerpos y sus fragmentos de
anticuerpos, derivados de cualquier mamifero que produzca anticuerpos (p. €j., raton, rata, conejo y primate,
incluidos seres humanos), que se une especificamente a polipéptidos de MASP-2 o sus porciones. Los anticuerpos
ilustrativos incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales y recombinantes; anticuerpos multiespecificos (p. €j.,
anticuerpos biespecificos); anticuerpos humanizados; anticuerpos murinos; anticuerpos quiméricos, anticuerpos
monoclonales de raton-humanos, de raton-primate, de primate-humano; y anticuerpos anti-idiotipo, y pueden ser
cualquier molécula intacta o sus fragmentos.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcion
derivada de o relacionada con un anticuerpo anti-MASP-2 de longitud total, que en general incluye la union al
antigeno o su region variable. Los ejemplos ilustrativos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab),, F(ab'). y Fv, fragmentos scFv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos de cadena sencilla
y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Tal como se emplea en la presente memoria, un fragmento de anticuerpo "Fv" o "scFv monocatenario" comprende
los dominios V4 y Vi de un anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una cadena de polipéptidos
sencilla. En general, el polipéptido Fv ademas comprende un enlazador de polipéptidos entre los dominios Vy y Vi,
que permite que el scFv forme la estructura deseada para unién del antigeno.

Tal como se emplea en la presente memoria, un "anticuerpo quimérico" es una proteina recombinante que contiene
los dominios variables y regiones determinantes de complementaridad derivadas de un anticuerpo de una especie
no humana (p. €j., roedor), mientras el resto de la molécula de anticuerpos deriva de un anticuerpo humano.

Tal como se emplea en la presente memoria, un "anticuerpo humanizado" es un anticuerpo quimérico que
comprende una secuencia minima que conforma regiones determinantes de complementaridad especificas de
inmunoglobulina humana que es trasplantada en un marco de anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados
son proteinas tipicamente recombinantes en las que solamente las regiones determinantes de complementaridad del
anticuerpo son de origen no humano.
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Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "lectina de union a manano" ("MBL") es equivalente a
proteina de unién a manano ("MBP").

Tal como se emplea en la presente memoria, el "complejo de ataque a la membrana" ("MAC") hace referencia a un
complejo de los cinco componentes principales terminales del complemento (C5-C9) que se inserta y rompe las
membranas. También se denomina C5b-9.

Tal como se emplea en la presente memoria, "un sujeto” incluye a todos los mamiferos, incluidos sin limitacion,
seres humanos, primates no humanos, perros, gatos, ovejas, cabras, vacas, conejos, cerdos y roedores.

Tal como se emplean en la presente memoria, los residuos de aminoacidos se abrevian de la siguiente manera:
alanina (Ala;A), asparagina (Asn;N), acido aspartico (Asp;D), arginina (Arg;R), cisteina (Cys;C), acido glutamico
(Glu;E), glutamina (GIn;Q), glicina (Gly;G), histidina (His;H), isoleucina (lle;l), leucina (Leu;L), lisina (Lys;K),
metionina (Met;M), fenilalanina (Phe;F), prolina (Pro;P), serina (Ser;S), treonina (Thr;T), triptéfano (Trp;W), tirosina
(Tyr;Y) y valina (Val;V).

En el sentido mas amplio, los aminoacidos naturales pueden dividirse en grupos en funcion de la caracteristica
quimica de la cadena lateral de los respectivos aminoacidos. Por aminoacido "hidréfobo" se entiende o bien lie, Leu,
Met, Phe, Trp, Tyr, Val, Ala, Cys o Pro. Por aminoacido "hidréfilo" se entiende o bien Gly, Asn, Gin, Ser, Thr, Asp,
Glu, Lys, Arg o His. Este agrupamiento de aminoacidos puede ademas dividirse en otra subclase de la siguiente
manera. Por aminoacido "hidréfilo no cargado" se entiende o bien Ser, Thr, Asn o Gin. Por aminoacido "acido" se
entiende o bien Glu o Asp. Por aminoacido "basico" se entiende o bien Lys, Arg o His.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "sustitucion de aminoacidos conservadores" se ilustra con
una sustitucion entre aminoacidos dentro de cada uno de los siguiente grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina, (2) fenilalanina, tirosina y triptéfano, (3) serina y treonina, (4) aspartato y glutamato, (5) glutamina y
asparagina, y (6) lisina, arginina e histidina.

El término "oligonucledtido”, tal como se emplea en la presente memoria, se refiere a un oligémero o polimero de
acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o sus miméticos. Este término también abarca aquellas
oligonucleobases compuestas por nucleétidos, azlcares y enlaces internucleosidicos covalentes (esqueleto)
naturales, asi como también oligonucleétidos que tienen modificaciones no naturales.

II. La via alternativa, una nueva comprension

La via alternativa del complemento fue descrita por primera vez por Louis Pillemer y sus colegas a principios de los
afios cincuenta en base a estudios en los que se usd cimosano elaborado a partir de las paredes celulares de
levadura para activar el complemento (Pillemer, L. et al., J. Exp. Med. 103:1-13, 1956; Lepow, |.H., J. Immunol.
125:471-478, 1980). Desde entonces, el cimosano es considerado el ejemplo candnico de un activador especifico de
la via alternativa en suero de seres humanos y de roedores (Lachmann, P.J., et al., Springer Semin. Immunopathol.
7:143-162, 1984; Van Dijk, H., et al., J. Immunol. Methods 85:233-243, 1985; Pangbum, M.K., Methods in Enzymol.
162:639-653, 1988). Un ensayo practico y muy utilizado para la activacion de la via alternativa consiste en incubar
suero en pocillos plasticos recubiertos con cimosano y determinar la cantidad de deposicion de C3b en la fase sdlida
después de la incubacion. Como se espera, hay una deposicion sustancial de C3b en los pocillos recubiertos con
cimosano después de la incubacion con suero de ratéon normal (Figura 7B). Sin embargo, la incubacion de suero de
ratones deficientes de MASP-2 homocigotos en pocillos recubiertos con cimosano produce una reduccion sustancial
en la deposicion de C3b en comparacion con aquella del suero normal. Asimismo, el uso del suero de ratones
heterocigotos para deficiencia del gen MASP 2 en este ensayo produce niveles de deposicion de C3b que son
intermedios entre aquellos obtenidos con suero de ratones deficientes de MASP-2 homocigotos y suero de ratones
normales. Los resultados paralelos también se obtienen usando pocillos recubiertos con manano, otro tipo de
polisacarido conocido por activar la via alternativa (Figura 7A). Dado que los ratones normales y los deficientes de
MASP-2 comparten la misma informacién genética, excepto por el gen MASP 2, estos resultados inesperados
demuestran que la MASP-2 cumple una funcién esencial en la activacion de la via alternativa.

Estos resultados ofrecen una fuerte evidencia de que la via alternativa no es una via independiente, auténoma de la
activacion del complemento como se describe esencialmente en todos los libros de texto médicos y en los articulos
de revision recientes sobre el complemento. La vision actual y ampliamente sostenida es que la via alternativa se
activa en la superficie de ciertas dianas particuladas (microbios, cimosano, eritrocitos de conejo) a través de la
ampliacion de la activacion de C3 espontanea "poco avanzada". Sin embargo, la ausencia de activacion importante
de la via alternativa en el suero de ratones con genes inactivados de MASP-2 por dos "activadores" conocidos de la
via alternativa hace que sea improbable que la "teoria poco avanzada" describa un mecanismo fisiolégico importante
de activacion del complemento.

Ya que se sabe que la proteasa MASP-2 tiene una funcion especifica y bien definida como enzima responsable del
inicio de la cascada del complemento de lectina, estos resultados implican la activacion de la via de lectinas por
cimosano y manano como un primer paso critico para la activacion subsiguiente de la via alternativa. C4b es un
producto de activacion generado por la via de lectinas, pero no por la via alternativa. De conformidad con este
concepto, la incubacién de suero de ratéon normal con pocillos recubiertos con cimosano o manano produce la
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deposicion de C4b en los pocillos y esta deposicion de C4b se reduce sustancialmente cuando los pocillos
recubiertos se incuban con suero de ratones deficientes de MASP-2 (Figuras 6A, 6B y 6C).

La ruta alternativa, ademas de su funcién ampliamente aceptada como una via independiente para la activacion del
complemento, puede también proporcionar un bucle de ampliacién para la activacion del complemento inicialmente
desencadenada por las vias clasica y de lectinas (Liszewski, M.K. y J.P. Atkinson, 1993, en Fundamental
Immunology, Tercera Edicion, editado por W.E. Paul, Raven Press, Ltd., Nueva York; Schweinie, J.E., et al., J. Clin.
Invest. 84:1821-1829, 1989). En este mecanismo de ampliacion mediado por la via alternativa, la convertasa C3
(C4b2b) generada por activacion o bien de las cascadas del complemento clasica o de lectinas escinde C3 en C3a 'y
C3b, y proporciona asi C3b que puede participar en la formaciéon de C3bBb, la convertasa C3 de la via alternativa.
La explicacion probable de la ausencia de activacion de la via alternativa en suero de genes inactivados de MASP-2
es que se requiere la via de lectinas para la activacion del complemento inicial por cimosano, manano y otros
"activadores" putativos de la via alternativa, mientras que la via alternativa cumple una funcién crucial en la
ampliacion de la activacion del complemento. En otros términos, la via alternativa es un bucle de ampliacién de
proaccion dependiente de las vias del complemento de lectinas y clasica para la activacion, en lugar de una cascada
lineal independiente.

En lugar de que la cascada del complemento se active a través de tres vias distintas (vias clasica, alternativa y de
lectinas) como se contempld anteriormente, nuestros resultados indican que es mas preciso visualizar el
complemento como compuesto por dos sistemas principales, que corresponden, en una primera aproximacion, a las
ramas innata (lectina) y adquirida (clasica) del sistema de defensas inmunolégico del complemento. Las lectinas
(MBP, M-ficolina, H-ficolina y L-ficolina) son las moléculas de reconocimiento especificas que desencadenan el
sistema del complemento innato, y el sistema incluye el bucle de ampliacion de la via de lectinas y la via alternativa
asociada. C1q es la molécula de reconocimiento especifica que desencadena el sistema de complemento adquirido
y el sistema incluye el bucle de ampliacion de la via clasica y de la via alternativa asociada. Hacemos referencia a
estos dos sistemas de activacion principales del complemento como el sistema del complemento dependiente de
lectinas y el sistema del complemento dependiente de C1q, respectivamente.

Ademas de su funcion esencial en la defensa inmune, el sistema del complemento contribuye al dafio del tejido en
muchas afecciones clinicas. Por lo tanto, existe una necesidad imperativa de desarrollar inhibidores del
complemento terapéuticamente eficaces para prevenir estos efectos adversos. Al reconocer que el complemento
esta compuesto por dos sistemas principales de activacion del complemento, se llega a la conclusion de que seria
muy conveniente inhibir especificamente solamente el sistema de activacion del complemento que causa una
patologia particular sin desactivar por completo las capacidades de defensa inmunes del complemento. Por ejemplo,
en los estados de enfermedad en los que la activacién del complemento es mediada predominantemente por el
sistema del complemento dependiente de lectinas, seria ventajoso inhibir especificamente solamente este sistema.
Esto dejaria intacto el sistema de activacion del complemento dependiente de C1q para manejar el procesamiento
del complejo inmunolégico y ayudar en la defensa del hospedante contra las infecciones.

El componente de proteina preferido para dirigir en el desarrollo de agentes terapéuticos a fin de inhibir
especificamente el sistema del complemento dependiente de lectinas es MASP-2. De todos los componentes de
proteinas del sistema del complemento dependiente de lectinas (MBL, H-ficolina, M-ficolina, L-ficolina, MASP-2, C2-
C9, Factor B, Factor D y properdina), solamente la MASP-2 es uUnica para el sistema del complemento dependiente
de lectinas y requerida para que el sistema funcione. Las lectinas (MBL, H-ficolina, M-ficolina y L-ficolina) son
también componentes Unicos en el sistema del complemento dependiente de lectinas. No obstante, la pérdida de
uno cualquiera de los componentes de lectina no necesariamente inhibiria la activacién del sistema debido a la
redundancia de lectinas. Seria necesario inhibir las cuatro lectinas con el fin de garantizar la inhibicién del sistema de
activacion del complemento dependiente de lectinas. Asimismo, ya que también se sabe que la MBL vy las ficolinas
tienen actividad opsénica independiente del complemento, la inhibiciéon de la funcién de las lectinas resultaria en la
pérdida de este mecanismo beneficioso de defensa del hospedante contra las infecciones. En cambio, esta actividad
opsoénica de las lectinas independiente del complemento permaneceria intacta si la MASP-2 fuese la diana
inhibidora. Un beneficio agregado de la MASP-2 como diana terapéutica para inhibir el sistema de activacion del
complemento dependiente de lectinas es que la concentracion en el plasma de MASP-2 esta entre las mas bajas de
cualquier proteina del complemento (~ 500 ng/ml); por lo tanto, correspondientemente a las bajas concentraciones
de inhibidores de MASP-2 de gran afinidad, se puede requerir la obtencion de una inhibicién total (Moller-Kristensen,
M., et al., J. Immunol Methods 282:159-167, 2003).

[ll. Funcion de masp-2 en distintas enfermedades y afecciones y método terapéutico que emplea agentes inhibidores
de masp-2

Enfermedades y afecciones vasculares

El endotelio esta muy expuesto al sistema inmunoldgico y es particularmente vulnerable a las proteinas del
complemento presentes en el plasma. Se ha demostrado que la lesién vascular mediada por el complemento
contribuye a la patofisiologia de varias enfermedades del sistema cardiovascular, incluida la aterosclerosis (Seifert,
P.S., et al., Atherosclerosis 73:91-104, 1988), lesién de isquemia y reperfusion (Weisman, H.F., Science 249:146-51,
1990) e infarto de miocardio (Tada, T., et al., Virchows Arch 430:327-332, 1997). Los datos indican que la activacion
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del complemento puede extenderse a otras afecciones vasculares.

Por ejemplo, hay datos de que la activacién del complemento contribuye a la patogénesis de muchas formas de
vasculitis, incluyendo: nefritis por purpura de Henoch-Schonlein, vasculitis asociada a lupus eritematoso sistémico,
vasculitis asociada a artritis reumatoidea (también llamada artritis reumatoidea maligna), vasculitis del complejo
inmune y enfermedad de Takayasu. La nefritis por purpura de Henoch-Schonlein es una forma de vasculitis
sistémica de los vasos pequefios con patogénesis inmune, en donde la activacion del complemento a través de la
via de lectinas que produce dafio endotelial inducido por C5b-9 es reconocida como un mecanismo importante
(Kawana, S., et al., Arch. Dermatol. Res. 282:183-7, 1990; Endo, M., et al., Am J. Kidney Dis. 35:401-7, 2000). El
lupus eritematoso sistémico (SLE) es un ejemplo de enfermedades autoinmunes que afecta mdltiples 6rganos,
incluida la piel, los rifiones, articulaciones, superficies serosas y el sistema nervioso central, y frecuentemente se
asocia con vasculitis severa. Los anticuerpos anti-endoteliales IgG y los complejos de IgG capaces de unirse a las
células endoteliales estan presentes en los sueros de pacientes con SLE activo, y los depdsitos de complejos
inmunes de IgG y complemento se hallan en las paredes de los vasos sanguineos de pacientes con vasculitis por
SLE (Cines, D.B., et al., J. Clin. Invest. 73:611-25, 1984). La artritis reumatoidea asociada con vasculitis, también
llamada artritis reumatoidea maligna (Tomooka, K., Fukuoka Igaku Zasshi 80:456-66, 1989), vasculitis del complejo
inmune, vasculitis asociada con hepatitis A, vasculitis leucocitoclastica y la artritis conocida como enfermedad de
Takayasu, forman otro grupo pleomorfico de enfermedades humanas en las que la citotoxicidad dependiente del
complemento contra células endoteliales y de otros tipos cumple una funcién documentada (Tripathy, N.K., et al., J.
Rheumatol. 28:805-8, 2001).

Las pruebas también indican que la activacién del complemento cumple una funcién en la cardiomiopatia dilatada.
La cardiomiopatia dilatada es un sindrome caracterizado por agrandamiento cardiaco y funcion sistolica deteriorada
del corazén. Datos recientes indican que la inflamacién constante del miocardio puede contribuir al desarrollo de la
enfermedad. Se sabe que C5b-9, el complejo de ataque a la membrana terminal del complemento, se correlaciona
en gran medida con la deposicién de inmunoglobulina y la expresion de TNF-alfa en el miocardio. En biopsias de
miocardio de 28 pacientes con cardiomiopatia dilatada, se demostré la acumulacion de C5b-9 en el miocardio,
indicando que la activacion crénica del complemento mediada por inmunoglobulina en el miocardio puede contribuir,
en parte, a la progresion de la cardiomiopatia dilatada (Zwaka, T.P., et al., Am. J. Pathol. 161(2):449-57, 2002).

Se describe el tratamiento de una afeccidon vascular, incluidas afecciones cardiovasculares, afecciones
cerebrovasculares, afecciones vasculares periféricas (p. e€j., musculoesquelética), afecciones renovasculares y
afecciones vasculares mesentéricas/entéricas, administrando una composicion que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico. Dichas afecciones para las
cuales se cree que la invencidon es adecuada incluyen, aunque sin limitarse a ello: vasculitis, incluida nefritis por
purpura de Henoch-Schonlein, vasculitis asociada a lupus eritematoso sistémico, vasculitis asociada a artritis
reumatoidea (también llamada artritis reumatoidea maligna), vasculitis del complejo inmune y enfermedad de
Takayasu; cardiomiopatia dilatada, angiopatia diabética; enfermedad de Kawasaki (arteritis); y embolia gaseosa
venosa (VGE). Ademas, dado que la activacion del complemento ocurre como consecuencia de traumatismo luminal
y de respuesta inflamatoria a cuerpo extrafio asociada con procedimientos de intervencion cardiovascular, se cree
que las composiciones inhibidoras de MASP-2 de la presente invencién pueden también utilizarse en la inhibicion de
restenosis que le sigue a la colocacion de un stent, aterectomia rotacional y/o angioplastia coronaria transluminal
percutanea (PTCA), o bien solas o combinadas con otros agentes inhibidores de restenosis tales como aquellos
descritos en la patente de EE. UU. nim. 6.492.332 para Demopulos.

El agente inhibidor de MASP-2 se puede administrar al sujeto por administracion intra-arterial, intravenosa,
intramuscular, intratecal, intracraneal, subcutanea u otra administracion, potencialmente por via oral para inhibidores
no peptidérgicos. La administracion se puede repetir periédicamente segun lo determinado por el médico para un
efecto terapéutico optimo. Para la inhibicion de restenosis, la composicién inhibidora de MASP-2 se puede
administrar antes y/o durante y/o después de la colocacion de un o del procedimiento de aterectomia o angioplastia.
Alternativamente, la composicién inhibidora de MASP-2 puede revestirse o incorporarse al stent.

Diabetes y afecciones crénicas

La micronagiopatia retiniana diabética se caracteriza por un aumento de la permeabilidad, leucostasis, micro
trombosis y apoptosis de las células capilares, que pueden ser todas causadas o promovidas por la activacion del
complemento. Las estructuras glomerulares y los microvasos endoneuriales de pacientes con diabetes exhiben
signos de activacion del complemento. La reduccion de la disponibilidad o efectividad de inhibidores de del
complemento en la diabetes ha sido sugerida por los hallazgos de que un alto contenido de glucosa in vitro reduce
selectivamente en la superficie de las células endoteliales, la expresion de CD55 y CD59, los dos inhibidores que
son proteinas de la membrana anclada a glucosilfosfatidilinositol (GPI), y de que CD59 se somete a glucacion no
enzimatica que obstaculiza su funcién inhibidora del complemento.

Los estudios de Zhang et al. (Diabetes 51:3499-3504, 2002), investigaron la activacion del complemento como un
rasgo de la retinopatia diabética no proliferativa humana y su asociacién con cambios en las moléculas inhibidoras.
Se descubrié que la deposicién de C5b-9, el producto terminal de activacién del complemento, ocurre en la pared de
los vasos retinianos de donantes de ojo humano con diabetes de tipo 2, pero no en los vasos de donantes no
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diabéticos de la misma edad. C1q y C4, los componentes del complemento Unicos para la via clasica, no se
detectaron en las retinas diabéticas, lo que indica que C5b-9 se generé mediante la via alternativa. Los donantes
diabéticos demostraron una reduccién prominente en los niveles retinianos de CD55 y CD59, los dos inhibidores del
complemento vinculados a la membrana plasmatica por anclajes de GPI. Se observé activacion del complemento
similar en vasos retinianos, asi como también reduccion selectiva en los niveles de CD55 y CD59 retinianos, en ratas
con una duracién de 10 semanas de diabetes inducida por estreptozotocina. Por consiguiente la diabetes parece
causar regulacion defectuosa de los inhibidores de la regulacion del complemento y activacién del complemento que
preceden a la mayoria de las otras manifestaciones de microangiopatia retiniana diabética.

Gerl et al. (Investigative Ophthalmology and Visual Science 43:1104-08, 2000) determinaron la presencia de
componentes del complemento activados en los ojos afectados por retinopatia diabética. Estudios de
inmunohistoquimica hallaron amplios depositos de complejos C5b-9 del complemento, que fueron detectados en los
coriocapilares inmediatamente subyacentes a la membrana de Bruch y rodeando densamente los capilares en las 50
muestras de retionopatia deiabética. La tincién para C3d se correlacioné positivamente con la tincién de C5b-9, lo
cual es indicativo de que la activacién del complemento habia ocurrido in situ. Asimismo, se detecto tincidon positiva
para vitronectina, que forma complejos estables con C5b-9 extracelular. En cambio, no hubo tincidn positiva para la
proteina reactiva C (CRP), lectina de unién a manano (MBL), C1q o C4, indicando que la activacion del
complemento no ocurrié a través de una via dependiente de C4. Por lo tanto, la presencia de C3d, C5b-9 y
vitronectina indica que la activacion del complemento tiene lugar hasta concretarse, posiblemente a través de la via
alternativa en los coriocapilares de los ojos afectados por la retinopatia diabética.

La activacion del complemento puede ser un factor causal en las secuelas patolégicas que puede contribuir a la
enfermedad del tejido ocular y al deterioro visual. Por consiguiente, el uso de un inhibidor del complemento puede
ser una terapia eficaz para reducir o bloquear el dafio a los microvasos que tiene lugar en la diabetes.

La diabetes mellitus insulino dependiente (IDDM, también denominada diabetes de tipo |) es una enfermedad
autoimune asociada con la presencia de diferente tipos de autoanticuerpos (Nicoloff et al., Clin. Dev. Immunol.
11:61-66, 2004). La presencia de estos anticuerpos y de los antigenos correspondientes en la circulacion provoca la
formacion de complejos inmunes circulantes (CIC), que se conocen por persistir en la sangre por periodos de tiempo
prolongados. La deposicion de CIC en los vasos sanguineos pequefios tiene el potencial de producir
microangiopatia con consecuencias clinicas debilitantes. Existe una correlacion entre los CIC y el desarrollo de
complicaciones microvasculares en nifios diabéticos. Estos hallazgos sugieren que los niveles elevados de IgG de
CIC se asocian con el desarrollo de nefropatia diabética temprana y que un inhibidor de la via del complemento
podria ser eficaz para bloquear la nefropatia diabética (Kotnik, et al., Croat. Med. J. 44:707-11, 2003). A su vez, la
formacioén de proteinas del complemento en direccién 3’ y el compromiso de la via alternativa probablemente sean
factores que contribuyan a la funcién general de los islotes en IDDM, y se espera el uso de un inhibidor del
complemento para reducir el dafio potencial o limitar la muerte celular (Caraher, et al., J. Endocrinol. 162:143-53,
1999).

En la presente memoria se describen métodos para inhibir la activacién del complemento dependiente de MASP-2
en un sujeto que padece diabetes no obesa (IDDM) o complicaciones de IDDM o diabetes del adulto (tipo 2) por
angiopatia, neuropatia o retinopatia, administrando una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un inhibidor de MASP-2 en un vehiculo farmacéutico. El agente inhibidor de MASP-2 se puede administrar
al sujeto por la ruta sistémica, tal como por administracion intra-arterial, intravenosa, intramuscular, subcutanea u
otra administracion parenteral, o potencialmente por administracion oral para agentes no peptidérgicos.
Alternativamente, la administracion puede ser local al sitio de los sintomas angiopaticos, neuropaticos o
retinopaticos. El agente inhibidor de MASP-2 se puede administrar periédicamente por un periodo de tiempo extenso
para el tratamiento o el control de una afeccién crénica, o por administracion Unica o una serie de administraciones
para el tratamiento de una afeccion aguda.

IV. Agentes inhibidores de MASP-2

Se describen métodos para inhibir los efectos de la activacién del complemento dependiente de MASP-2. Los
agentes inhibidores de MASP-2 se administran en una cantidad eficaz para inhibir la activacion del complemento
dependiente de MASP-2 en un sujeto vivo. En la practica, los agentes inhibidores de MASP-2 representativos
incluyen moléculas que inhiben la actividad biolégica de MASP-2 (tal como los inhibidores de moléculas pequefias,
anticuerpos anti-MASP-2 o péptidos bloqueantes que interactian con MASP-2 o interfieren con una interaccion
proteina-proteina) y moléculas que reducen la expresion de MASP-2 (tales como las moléculas de acido nucleico
antisentido de MASP-2, moléculas de ARNi especificas de MASP-2 y ribozimas de MASP-2), previniendo asi que la
MASP-2 active las vias del complemento alternativas. Los agentes inhibidores de MASP-2 se pueden usar solos
como terapia primaria o combinados con otros agentes terapéuticos como terapia adyuvante para potenciar los
beneficios terapéuticos de otros tratamientos médicos.

La inhibiciéon de la activacion del complemento dependiente de MASP-2 se caracteriza por al menos uno de los
siguientes cambios en un complemento del sistema del complemento que ocurre como resultado de la
administracion de un agente inhibidor de MASP-2 de acuerdo con los métodos de la invencion: la inhibicion de la
generacion o produccion de productos del sistema de activacion del complemento dependientes de MASP-2 C4b,
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C3a, Cha y/o C5b-9 (MAC) (medida, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 2), la reduccion de la activacion
del complemento alternativa evaluada en un ensayo hemolitico que emplea glébulos rojos de conejo o cobaya
insensibilizados, la reduccion de escision de C4 y deposicion de C4b (medida, por ejemplo, como se describe en el
Ejemplo 2) o la reduccion de la escision de C3 y la deposicion de C3b (medida, por ejemplo, como se describe en el
Ejemplo 2).

Por cosiguiente, se utilizan agentes inhibidores de MASP-2 que son eficaces para inhibir el sistema de activacion del
complemento dependiente de MASP-2. Los agentes inhibidores de MASP-2 utiles en la practica de este aspecto del
método incluyen, por ejemplo, anticuerpos anti-MASP-2 y sus fragmentos, péptidos inhibidores de MASP-2,
moléculas pequefias, receptores solubles de MASP-2 y los inhibidores de expresion. Los agentes inhibidores de
MASP-2 pueden inhibir el sistema de activacién del complemento dependiente de MASP-2 bloqueando la funcién
biolégica de la MASP-2. Por ejemplo, un agente inhibidor puede bloquear eficazmente las interacciones de una
proteina MASP-2 a otra, interferir con la dimerizacion o el ensamblaje de MASP-2, bloquear la unién a Ca2+, interferir
con el sitio activo de serina proteasa MASP-2, o pueden reducir la expresion de la proteina MASP-2.

Los agentes inhibidores de MASP-2 inhiben selectivamente la activacion del complemento de MASP-2, dejando
funcionalmente intacto el sistema de activacion del complemento dependiente de C1q.

En una realizacién, el agente inhibidor de MASP-2 util en los métodos de la invencion es un agente inhibidor de
MASP-2 especifico que se une especificamente a un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 6 con una afinidad
de por lo menos 10 veces mas que otros antigenos del sistema del complemento. En ofra realizacién, un agente
inhibidor de MASP-2 se une especificamente a un polipéptido que comprende la SEC ID NO: 6 con una afinidad de
union, por lo menos, por lo menos 100 veces mas que otros antigenos en el sistema del complemento. La afinidad
de unién del agente inhibidor de MASP-2 se puede determinar usando un ensayo de union adecuado.

El polipéptido de MASP-2 exhibe una estructura molecular similar a MASP-1, MASP-3, y C1r y C1s, las proteasas
del sistema del complemento C1. La molécula de ADNc expuesta en la SEC ID NO: 4 codifica un ejemplo
representativo de MASP-2 (que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID NO: 5) y
proporciona el polipéptido de MASP-2 humano con una secuencia lider (aa 1-15) que se escinde después de la
segregacion, resultando en la forma madura de MASP-2 humana (SEC ID NO: 6). Como se muestra en la FIGURA
2, el gen MASP 2 humano abarca doce exones. El ADNc de MASP-2 humano es codificado por los exones B, C, D,
F, G, H, I, J, Ky L. Un empalme alternativo produce la proteina de 20 kDa denominada proteina asociada a MBL 19
("MAp19") (SEC ID NO: 2), codificada por (SEC ID NO: 1) que surge de los exones B, C, D y E, como se muestra en
la FIGURA 2. La molécula de ADNc expuesta en la SEC ID NO:50 codifica la MASP-2 de murino (que consiste en la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID NO: 51) y proporciona el polipéptido de MASP-2 murino con una
secuencia lider que se escinde después de la segregacion, resultando en la forma madura de MASP-2 murina (SEC
ID NO: 52). La molécula de ADNc expuesta en la SEC ID NO: 53 codifica la MASP-2 de rata (que consiste en la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID NO: 54) y proporciona el polipéptido MASP-2 de rata con una
secuencia lider que se escinde después de la segregacion, resultando en la forma madura de MASP-2 de rata (SEC
ID NO: 55).

Los expertos en la técnica reconoceran que las secuencias descrita en las SEC ID NO: 4, SEC ID NO: 50 y SEC ID
NO: 53 representan alelos sencillos de MASP-2 humana, murina y de rata, respectivamente, y que se espera que
ocurran la variacion alélica y el empalme alternativo. Las variantes alélica de las secuencias de nucleotidos que se
muestran en las SEC ID NO: 4, SEC ID NO: 50 y SEC ID NO: 53, incluidas aquellas que contienen mutaciones
silenciosas y en las que las mutaciones producen cambios en las secuencias de aminoacidos, se encuentran dentro
del alcance de la presente invencion. Las variantes alélicas de la secuencia de MASP-2 se pueden clonar por sonda
de ADNCc o bibliotecas gendmicas de distintos individuos de acuerdo con procedimientos estandar.

Los dominios de la proteina MASP-2 humana (SEC ID NO: 6) se muestran en la FIGURA 3A e incluyen un dominio
de la proteina morfogénica C1r/C1s/de erizo de mar Vegf/6sea N-terminal (CUBI) (aa 1-121 de SEC ID NO: 6), un
dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (aa 122-166), un segundo dominio CUBI (aa 167-293), ademas de
un tandem de dominios de proteinas de control del complemento y un dominio de serina proteasa. EI empalme
alternativo del gen MASP 2 resultante en MAp19 que se muestra en la FIGURA 3B. MAp19 es una proteina no
enzimatica que contiene la region CUBI-EGF N-terminal de MASP-2 con cuatro residuos adicionales (EQSL)
derivados del exén E, como se muestra en la FIGURA 2.

Se ha demostrado que varias proteinas se unen a, o interactian con MASP-2 a través de interacciones de proteina a
proteina. Por ejemplo, se sabe que MASP-2 se une y forma complejos dependientes del Ca®" con proteinas lectina
MBL, H-ficolina y L-ficolina. Se ha demostrado que cada complejo MASP-2/lectina activa el complemento a través de
la escision dependiente de MASP-2 de las proteinas C4 y C2 (lkeda, K., et al., J. Biol. Chem. 262:7451-7454, 1987;
Matsushita, M. et al., J. Exp. Med. 176:1497-2284, 2000; Matsushita, M., et al., J. Immunol. 168:3502-3506, 2002).
Los estudios han demostrado que los dominios CUBI-EGF de MASP-2 son esenciales para la asociacion de MASP-2
con MBL (Thielens, N.M., et al., J. Immunol. 166:5068, 2001). Se ha demostrado también que los dominios
CUBIEGFCUBII median la dimerizacion de MASP-2, que se requiere para la formacion de un complejo activo de
MBL (Wallis, R., et al., J. Biol. Chem. 275:30962-30969, 2000). En consecuencia, se pueden identificar agentes
inhibidores de MASP-2 que se unen a o interfieren con la regiones diana de MASP-2 conocidas por ser importantes
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para la activacion del complemento dependiente de MASP-2.
Anticuerpos anti-MASP-2

En algunas realizaciones de este aspecto de la invencion, el agente inhibidor de MASP-2 comprende un anticuerpo
anti-MASP-2 que inhibe el sistema de activacion del complemento dependiente de MASP-2. Los anticuerpos anti-
MASP-2 utiles en este aspecto de la invencion incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales o recombinantes
derivados de cualquier mamifero que produzca anticuerpos y pueden ser fragmentos multiespecificos, quiméricos,
humanizados, anti-idiotipo y de anticuerpos. Los fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2,
fragmentos de Fv, fragmentos de scFv y anticuerpos monocatenarios como se describe en este documento.

Se han descrito varios anticuerpos anti-MASP-2 en la bibliografia, algunos de los cuales se mencionan a
continuacion en la TABLA 1. Estos anticuerpos anti-MASP-2 previamente descritos se pueden ensayar por su
capacidad de inhibir el sistema de activacion del complemento dependiente de MASP-2 usando los ensayos aqui
descritos. Una vez que se identifica un anticuerpo anti-MASP-2 que funciona como un agente inhibidor de MASP-2,
se puede usar para producir anticuerpos anti-idiotipo y usarse para identificar otras moléculas de unién a MASP-2,
como se describira en mas detalladamente a continuacion.

Tabla 1: Anticuerpos especificos de MASP-2 de la bibliografia

ANTIGENO TIPO DE ANTICUERPO REFERENCIA

MASP-2 recombinante |Policlonal de rata Peterson, S.V., et al., Mol.

Immunol. 37:803-811, 2000

Fragmento CCP1/2-SP  |MoAb de rata (subclase IgG1) Moller-Kristensen, M., et al.,

(MoAb 8B5)

recombinante humano J. of Immunol. Methods 282159-167, 2003
MAp19 (MoAb 6G12) MoAb de rata Moller-Kristensen, M., et al.,

recombinante humano

(reaccion cruzada con  |(subclase I9G1) J. of Immunol. Methods 282:159-167, 2003
MASP-2)

MASP-2 MoAb de ratén Peterson, S.V., et al., Mol.

Immunol. 35:409

Anticuerpos anti-MASP-2 con funcion efectora reducida

En algunas realizaciones de este aspecto de la invencion, los anticuerpos anti-MASP-2 tienen funcién efectora
reducida para reducir la inflamaciéon que puede surgir de la activacién de la via del complemento clasica. Se ha
demostrado que la capacidad de las moléculas de IgG de desencadenar la via del complemento clasica reside
dentro de la porcidon Fc de la molécula (Duncan, A.R., et al., Nature 332:738-740 1988). Las moléculas IgG en las
que la porcién Fc de la molécula ha sido extraida por escisidon enzimatica estan desprovistas de esta funcion
efectora (véase Harlow, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1988). Por
consiguiente, los anticuerpos con funcion efectora reducida pueden generarse como consecuencia de la ausencia de
la porcién Fc de la molécula, teniendo una secuencia Fc genéticamente modificada que minimiza la funcién efectora,
o siendo o bien el isotipo IgG2 o IgG4 humano.

Los anticuerpos con funcién efectora reducida pueden producirse por manipulacién bioldgica molecular estandar de
la porcion Fc de las cadenas pesadas de IgG, como se describe en el Ejemplo 9 del presente documento y también
en Jolliffe, et al., hit'l Rev. Immunol. 10:241-250, 11993, y en Rodrigues, et al., J. Immunol. 151:6954-6961, 1998.
Los anticuerpos con funcién efectora reducida también incluyen los isotipos IgG2 e IgG4 humanos que tienen la
capacidad reducida de activar el complemento y/o interactuar con los receptores de Fc (Ravetch, J.V., et al., Annu.
Rev. Immunol. 9:457-492, 1991; Isaacs, J.D., et al., J. Immunol. 148:3062-3071, 1992; van de Winkel, J.G., et al.,
Immunol. Today 14:215-221, 1993). Los anticuerpos humanizados o completamente humanos especificos de MASP-
2 humana comprendidos por los isotipos IgG2 o IgG4 se pueden producir mediante uno de los diversos métodos
conocidos por el experto en la técnica, como se describe en Vaughan, T.J., et al., Nature Biotechnical 16:535-539,
1998.

Produccién de anticuerpos anti-MASP-2
Los anticuerpos anti-MASP-2 se pueden producir usando polipéptidos MASP-2 (p. je., MASP-2 de longitud total) o
usando péptidos que portan el epitopo de MASP-2 antigénico (p. €j., una porcion del polipéptido MASP-2). Los
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péptidos inmunogénicos pueden ser tan pequefios como de tan solo cinco residuos de aminoacidos. Por ejemplo, el
polipéptido MASP-2, incluida la secuencia de aminoacidos completa de SEC ID NO: 6, se pueden usar para inducir
anticuerpos anti-MASP-2 Utiles en el método de la invencién. Dominios de MASP-2 particulares conocidos por estar
implicados en las interacciones proteina-proteina, tal como los dominios CUBI y CUBIEGF, asi como también la
region que abarca el sitio activo de serina proteasa, se pueden expresar como polipéptidos recombinantes, como se
describe en el Ejemplo 5, y usarse como antigenos. A su vez, los péptidos que comprenden una porcion de por lo
menos 6 aminoacidos del polipéptido MASP-2 (SEC ID NO: 6) son también utiles para inducir anticuerpos MASP-2.
Ejemplos adicionales de antigenos derivados de MASP-2 utiles para inducir los anticuerpos de MASP-2 se dan a
conocer en la TABLA 2 a continuacion. Los péptidos y polipéptidos MASP-2 utilizados para crear anticuerpos se
pueden aislar como polipéptidos naturales o como péptidos recombinantes o sintéticos y como polipéptidos
recombinantes cataliticamente inactivos, tal como MASP-2A, como se describe en mas detalle en los Ejemplos 5-7.
En algunas realizaciones de este aspecto de la invencion, los anticuerpos anti-MASP-2 se obtienen usando una
cepa de ratén transgénico, como se describe en los Ejemplos 8 y 9 como se describira en detalle a continuacion.

Los antigenos utiles para producir anticuerpos anti-MASP-2 también incluyen polipéptidos de fusién, tales como
fusiones de MASP-2 o su porcidon con un polipéptido de inmunoglobulina o con proteina unida a maltosa. El
inmunogeno del polipéptido puede ser una molécula de longitud total o su porcidn. Si la porcién del polipéptido es de
tipo hapteno, dicha porcién puede unirse o enlazarse ventajosamente a un vehiculo macromolecular (como una
hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina de suero bovino (BSA) o toxoide de tétano) para inmunizacion.

Tabla 2: Antigenos derivados de MASP-2

SEC ID NO: Secuencia de aminoacidos

SEC ID NO: 6 Proteina MASP-2 humana

SEC ID NO: 51 Proteina MASP-2 murina

SEC ID NO: 8 Dominio CUBI de MASP-2 humana (aa 1-121 de SEC ID NO: 6)

SEC ID NO: 9 Dominios CUBIEGF de MASP-2 humana (aa 1-166 de SEC ID NO: 6)

SEC ID NO: 10 Dominios CUBIEGFCUBII de MASP-2 humana (aa 1-293 de SEC
IDNO: 6)

SEC ID NO: 11 Dominio EGF de MASP-2 humana (aa 122-166 de SEC ID NO: 6)

SEC ID NO: 12 Rc())miBn)io serina proteasa de MASP-2 humana (aa 429-671 de SEC ID

SEC ID NO: 13 GKDSCRGDAGGALVFL Forma mutante inactivada de serina-proteasa
(aa 610-625 de SEC ID NO: 6 con Ser 618 mutado)

SEC ID NO: 14 TPLGPKWPEPVFGRL Péptido CUBI humano

SEC ID NO: 15: TAPPGYRLRLYFTHFDLEL |Péptido CUBI humano
SHLCEYDFVKLSSGAKVL ATLCGQ

SEC ID NO: 16: TFRSDYSN Region de unién a MBL en el dominio CUBI humano
SEC ID NO: 17: Region de unién a MBL en el dominio CUBI humano
FYSLGSSLDITFRSDYSNEKPFTGF

SEC ID NO: 18 IDECQVAPG Péptido EGF

SEC ID NO: 19 Péptido del sitio activo serina-proteasa

ANMLCAGLESGGKDSCRGDSGGALV

Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales contra MASP-2 se pueden preparar inmunizando a un animal con el polipéptido MASP-
2 o0 con su porcién inmunogénica, usando métodos conocidos por aquellos con experiencia en la técnica. Véase, por
ejemplo, Green, et al., "Production of Polyclonal Antisera", en Immunochemical Protocols (Manson, ed.), pagina 105,
y como se describe en el Ejemplo 6. La inmunogenicidad de un polipéptido MASP-2 se puede incrementar a través
del uso de un adyuvante, incluidos geles minerales, tales como hidréxido de aluminio o adyuvante de Freund
(completo o incompleto), sustancias activas superficiales tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
emulsiones oleosas, hemocianina de lapa californiana y dinitrofenol. Los anticuerpos policlonales tipicamente se
generan en animales tales como caballos, vacas, perros, pollos, ratas, ratones, conejos, cobayas, cabras u ovejas.
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Alternativamente, un anticuerpo anti-MASP-2 util en la presente invencién puede también derivar de un primate
subhumano. Las técnicas generales para generar diagnostica y terapéuticamente anticuerpos Utiles en babuinos se
pueden encontrar, por ejemplo, en Goldenberg et al., publicacion de patente internacional nium. WO 91/11465, y en
Losman, M.J., et al., Int. J. Cancer 46:310, 1990. Los sueros que contienen anticuerpos inmunolégicamente activos
se producen luego de la sangre de dichos animales inmunizados, usando procedimientos convencionales conocidos
en la técnica.

Anticuerpos monoclonales

En algunas realizaciones, el agente inhibidor de MASP-2 es un anticuerpo monoclonal anti-MASP-2. Los anticuerpos
monoclonales anti-MASP-2 son altamente especificos, dirigiéndose contra un solo epitopo de MASP-2. Tal como se
emplea en la presente invencion, el modificador "monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo se obtiene de una
poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se interpretara que requiere la produccion del
anticuerpo por ningun método particular. Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener usando cualquier técnica
que proporcione la producciéon de moléculas de anticuerpos por lineas celulares continuas en cultivo, tal como el
método del hibridoma descrito por Kohler, G., et al., Nature 256:495, 1975, o se pueden elaborar por métodos de
ADN recombinante (véase, p. €j., la patente de EE. UU. nim. 4.816.567 para Cabilly). Los anticuerpos monoclonales
pueden también aislarse de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson, T., et al.,
Nature 352:624-628, 1991, y Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991. Dichos anticuerpos pueden ser de
cualquier clase de inmunoglobulina, incluidas IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquiera de sus subclases.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden obtener inyectando a un mamifero adecuado (p. €j., un ratén
BALB/c) una composicion que comprende un polipéptido de MASP-2 o su porcién Después de un periodo de tiempo
predeterminado, los esplenocitos se extraen del ratén y se suspenden en un medio de cultivo celular. Los
esplenocitos luego se condensan con una linea celular inmortal para formar un hibridoma. Los hibridomas formados
se desarrollan en cultivo celular y se estudian por su capacidad de producir anticuerpo monoclonal contra MASP-2.
Un ejemplo que describe mejor la produccién de anticuerpos monoclonales anti-MASP-2 se provee en el Ejemplo 7.
(Véase también Current Protocols in Immunology, Vol. 1., John Wiley & Sons, paginas 2.5.1-2.6.7, 1991).

Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden obtener mediante el uso de ratones transgénicos que han sido
modificados para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a una exposicion antigénica. En esta
técnica, los elementos de locus de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana se introducen en cepas de
ratones de lineas de células madre derivadas de embriones que contienen rupturas dirigidas de los locus de cadena
pesada y de cadena ligera de la inmunoglobulina endégena. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos
humanos especificos para antigenos humanos, tales como los antigenos de MASP-2 descritos en este documento, y
los ratones se pueden usar para producir hibridomas que segregan el anticuerpo de MASP-2 humano, condensando
células B de dichos animales a lineas celulares adecuadas de mieloma usando tecnologia de Kohler-Milstein
convencional, como se describe en el Ejemplo 7. Los ratones transgénicos con un genoma de inmunoglobulina
humana se comercializan (p. €j., de Abgenix, Inc., Fremont, CA y Medarex, Inc., Annandale, N.J.). Los métodos para
obtener anticuerpos humanos de ratones transgénicos se describen, por ejemplo, en Green, L.L., et al., Nature
Genet. 7:13, 1994; Lonberg, N., et al., Nature 368:856, 1994; y Taylor, L.D., et al., Int. Immun. 6:579, 1994.

Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar y purificar de cultivos de hibridoma mediante una diversidad de
técnicas bien consolidadas. Dichas técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad con Proteina A
Sepharose, cromatografia de exclusion de tamafo y cromatografia de intercambio i6nico (véase, por ejemplo,
Coligan en las paginas 2.7.1-2.7.12 y en las paginas 2.9.1-2.9.3; Baines et al., "Purification of Immunoglobulin G
(IgG)", en Methods in Molecular Biology, The Humana Press, Inc., Vol. 10, paginas 79-104, 1992).

Una vez producidos, los anticuerpos policlonales, monoclonales o derivados de fagos se ensayan primero por su
union a MASP-2 especifica. Se puede utilizar una diversidad de ensayos conocidos por los expertos en la técnica
para detectar anticuerpos que se unen especificamente a MASP-2. Los ensayos ilustrativos incluyen
inmunotransferencia Western o analisis de inmunoprecipitacion por métodos convencionales (p. €j., como se
describe en Ausubel et al.), inmunoelectroforesis, ensayos inmunosorbentes unidos a enzimas, membrana de
transferencia puntual, ensayos de inhibicion o competiciéon y ensayos sandwich (como se describe en Harlow y Land,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Una vez que se identifican los
anticuerpos que se unen especificamente a MASP-2, los anticuerpos anti-MASP-2 se ensayan por su capacidad de
funcionar como agentes inhibidores de MASP-2 en uno de varios ensayos tales como, por ejemplo, un ensayo de
escision de C4 especifica de lectinas (descrito en el Ejemplo 2), un ensayo de deposicion de C3b (descrito en el
Ejemplo 2) o un ensayo de deposicion de C4b (descrito en el Ejemplo 2).

El experto en la técnica puede determinar facilmente la afinidad de los anticuerpos monoclonales anti-MASP-2
(véase, p. €j., Scatchard, A., NY Acad. Sci. 51:660-672, 1949). En una realizacion, los anticuerpos monoclonales
anti-MASP-2 utiles para los métodos de la invencion se unen a MASP-2 con una afinidad de unién de <100 nM,
preferiblemente <10 nM y lo mas preferiblemente <2 nM.

Anticuerpos quiméricos/humanizados
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Los anticuerpos monoclonales utiles en el método de la invencion incluyen anticuerpos quiméricos en los que una
porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a las secuencias correspondientes en los anticuerpos
derivados de una especie particular o perteneciente a una clase o subclase de anticuerpos particular, mientras que
el resto de la cadena(s) es idéntica u homologa a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de
otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como también fragmentos de dichos
anticuerpos (patente estadounidense nium. 4.816.567 para Cabilly, y Morrison, S.L., et al., Proc. Nat'l Acacl. Sci. EE,
UU. 81:6851-6855, 1984).

Una forma de anticuerpo quimérico util en la invencién es un anticuerpo anti-MASP-2 monoclonal humanizado. Las
formas humanizadas de anticuerpos no humanos (p. €j., murinos) son anticuerpos quiméricos, que contienen la
secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos monoclonales humanizados se
producen transfiriendo las regiones determinantes de complementaridad (CDR) no humanas (p. €j. de ratén), de
cadenas variables pesadas y ligeras de la inmunoglobulina del ratén a un dominio variable humano. Tipicamente, los
residuos de anticuerpos humanos se sustituyen luego en las regiones marco de las contrapartes no humanas.
Asimismo, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo del
receptor o en el anticuerpo del donante. Estas modificaciones se realizan para refinar mas el desempefio del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera practicamente todo de por lo menos uno, y
habitualmente dos dominios variables, en donde todos o practicamente todos los bucles corresponden a aquellos de
una inmunoglobulina no humana y todas o practicamente todas las regiones marco Fv son aquellas de una
secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente comprendera también por lo
menos una porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente aquella de una inmunoglobulina
humana. Para mas detalles, véanse Jones, P.T., et al., Nature 321:522-525, 1986; Reichmann, L., et al., Nature
332:323-329, 1988; y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596, 1992.

Los anticuerpos humanizados utiles en la invencion incluyen anticuerpos monoclonales humanos que incluyen por lo
menos una region CDR3 de unién a MASP-2. Ademas, las porciones de Fc se pueden reemplazar como para
producir IgA o IgM, ademas de anticuerpos de IgG humanos. Dichos anticuerpos humanizados tendran utilidad
clinica particular porque reconoceran especificamente MASP-2 humana, pero no evocaran una respuesta inmune en
seres humanos contra el anticuerpo propiamente dicho. En consecuencia, son mas adecuados para
administraciones in vivo en seres humanos, especialmente cuando es necesaria la administracion repetida o a largo
plazo.

Un ejemplo de la generacion de un anticuerpo anti-MASP-2 humanizado de un anticuerpo monoclonal anti-MASP-2
murino se provee en el Ejemplo 10. Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales también se describen, por
ejemplo, en Jones, P.T., et al., Nature 321:522, 1986; Carter, P., et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. EE. UU. 89:4285,
1992; Sandhu, J.S., Crit. Rev. Biotech. 12:437, 1992; Singer, 1., et al., J. Immun. 150:2844, 1993; Sudhir (ed.),
Antibody Engineering Protocols, Humana Press, Inc., 1995; Kelley, "Engineering Therapeutic Antibodies," en Protein
Engineering: Principles and Practice, Cleland et al. (eds.), John Wiley & Sons, Inc., paginas 399-434, 1996; y en la
patente estadounidense ndm. 5.693.762 para Queen, 1997. Ademas, existen entidades comerciales que sintetizan
anticuerpos humanizados de regiones especificas de anticuerpos murinos, como Protein Design Labs (Mountain
View, CA).

Anticuerpos recombinantes

Los anticuerpos anti-MASP-2 también se pueden preparar usando métodos recombinantes. Por ejemplo, los
anticuerpos humanos se pueden preparar usando bibliotecas de expresion de inmunoglobulina humana (disponibles,
por ejemplo, de Stratagene, Corp., La Jolla, CA) para producir fragmentos de anticuerpos humanos (Vjj, VI, Fv, Fd,
Fab o F(ab')2)- Estos fragmentos se usan luego para construir anticuerpos humanos completos similares a aquellos
usados para producir anticuerpos quiméricos.

Anticuerpos anti-idiotipo

Una vez que se identifican los anticuerpos anti-MASP-2 con la actividad inhibidora deseada, estos anticuerpos se
pueden utilizar para generar anticuerpos anti-idiotipo que se asemejan a una porciéon de MASP-2 usando técnicas
conocidas en el campo. Véase, p. €j., Greenspan, N.S., et al., FASEB J. 7:437, 1993. Por ejemplo, los anticuerpos
que se unen a MASP-2 e inhiben competitivamente una interaccién de las proteinas MASP-2 requerida para la
activacion del complemento se pueden utilizar para generar anti-idiotipos que se asemejan al sitio de unién a MBL
en la proteina MASP-2 y por ende se unen y neutralizan un ligando de unién de MASP-2, tal como, por ejemplo,
MBL.

Fragmentos de inmunoglobulina

Los agentes inhibidores de MASP-2 utiles en el método de la invencion abarcan no solamente moléculas de
inmunoglobulina intactas, sino también fragmentos conocidos, incluidos fragmentos de Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2 y
Fv, scFv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos de cadena sencilla y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Se sabe bien en la técnica que solamente una pequefia porcién de una molécula de anticuerpo, el paratopo, esta
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implicada en la union del anticuerpo a su epitopo (véase, p. €j., Clark, W.R., The Experimental Foundations of
Modern Immunology, Wiley & Sons, Inc., NY, 1986). Las regiones pFc' y Fc del anticuerpo son efectoras de la via del
complemento clasica, pero no estan implicadas en la unién al antigeno. Un anticuerpo del cual la region pFc' ha sido
enzimaticamente escindida, o que ha sido producido sin la regién pFc', se denomina fragmento F(ab')2 y retiene
ambos sitios de union al antigeno de un anticuerpo intacto. Un fragmento de F(ab')2 aislado se denomina fragmento
monoclonal bivalente debido a sus dos sitios de unién al antigeno. De modo similar, un anticuerpo del cual la regién
Fc ha sido enzimaticamente escindida, o que ha sido producido sin la region Fc, se denomina fragmento Fab, y
retiene uno de los sitios de unidn al antigeno de una molécula de anticuerpo intacta.

Los fragmentos de anticuerpo se pueden obtener por hidrdlisis proteolitica, tal como por digestion de pepsina o
papaina de anticuerpos enteros por métodos convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo se pueden
producir por escision enzimatica de anticuerpos con pepsina para proveer un fragmento 5S denominado F(ab')2-
Este fragmento puede ademas escindirse empleando un agente reductor de tiol para producir fragmentos
monovalentes 3.5S Fab'. Opcionalmente, la reaccién de escision puede realizarse usando un grupo bloqueante para
los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de enlaces disulfuro. Como alternativa, una escision enzimatica que
usa pepsina produce dos fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos se
describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU. num. 4.331.647 para Goldenberg; Nisonoff, A., et al., Arch.
Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, R.R., Biochem. J. 73:119, 1959; Edelman, et al., en Methods in
Enzymology, 1:422, Academic Press, 1967; y en Coligan en las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10.-2.10.4.

En algunas realizaciones, el uso de los fragmentos de anticuerpo que carecen de la region Fc se prefieren para
evitar la activacion de la via del complemento clasica que se inicia tras la unién de Fc al receptor de Fcy. Hay varios
métodos mediante los cuales uno puede producir un MoAb que evita las interacciones con el receptor de Fcy. Por
ejemplo, la regién Fc de un anticuerpo monoclonal puede eliminarse quimicamente usando digestion parcial por
enzimas proteoliticas (tales como digestion de ficina), generando asi, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos de
union al antigeno, tales como fragmentos Fab o F(ab)2 (Mariani, M., et al., Mol. Immunol. 28:69-71, 1991).

Alternativamente, el isotipo de IgG humano y4 IgG, que no se une a los receptores de Fcy, se puede usar durante la
construccién de un anticuerpo humanizado como se describe en este documento. Los anticuerpos, anticuerpos
monocatenarios y dominios de unién al antigeno que carecen del dominio Fc pueden también modificarse usando
técnicas recombinantes como se describe en la presente memoria.

Fragmentos de anticuerpos monocatenarios

Alternativamente, uno puede crear moléculas de unién a péptidos sencillos especificas de MASP-2 en donde las
regiones Fv de las cadenas pesada y ligera estan conectadas. Los fragmentos Fv pueden estar conectados por un
enlazador peptidico para formar una proteina de unién al antigeno monocatenaria (scFv). Estas proteinas de unién
al antigeno monocatenarias se preparan construyendo un gen estructural que comprende secuencias de ADN que
codifican los dominios Vi y VL que estan conectados por un oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un
vector de expresion, que posteriormente se introduce en una célula hospedante tal como E. coli. Las células
hospedantes recombinantes sintetizan una cadena de polipéptido sencilla con un péptido enlazador que une los dos
dominios V. Los métodos para producir scFv se describen, por ejemplo, en Whitlow, et al., "Methods: A Companion
to Methods in Enzymology" 2:97, 1991; Bird, et al., Science 242:423, 1988; patente estadounidense nim. 4.946.778
para Ladner; Pack, P., et al., Bio/Technology 11:1271, 1993.

Como un ejemplo ilustrativo, un scFv especifico de MASP-2 se puede obtener exponiendo los linfocitos al polipéptido
de MASP-2 in vitro y seleccionando bibliotecas que exhiben anticuerpos en fago o vectores similares (por ejemplo, a
través del uso de proteina o péptido de MASP-2 inmovilizado o marcado). Los genes que codifican los polipéptidos
que tienen dominios de union a polipéptidos de MASP-2 potenciales se pueden obtener ensayando bibliotecas de
péptidos aleatorias exhibidas en fago o en bacterias tales como E. coli. Estas bibliotecas que exhiben péptidos
aleatorios se pueden usar para detectar péptidos que interactian con MASP-2. Las técnicas para crear y detectar
dichas bibliotecas que exhiben péptidos se conocen en la técnica (patente estadounidense nim. 5.223.409 para
Lardner; patente estadounidense nim. 4.946.778 para Ladner; patente estadounidense num. 5.403.484 para
Lardner; patente estadounidense num. 5.571.698 para Lardner; y Kay et al., Phage Display of Peptides and Proteins
Academic Press, Inc., 1996), y las bibliotecas que exhiben péptidos aleatorios y kits para ensayar dichas bibliotecas
estan comercialmente disponibles, por ejemplo, de CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, Calif), Invitrogen Inc.
(San Diego, Calif.), New England Biolabs, Inc. (Beverly, Mass.) y Pharmacia LKB Biotechnology Inc. (Piscataway,
N.J.).

Otra forma de un fragmento de anticuerpo anti-MASP-2 util en este aspecto de la invencion es un péptido que
codifica una regién determinante de complementaridad (CDR) que se une a un epitopo en un antigeno de MASP-2 e
inhibe la activacion del complemento dependiente de MASP-2. Los péptidos CDR ("unidades de reconocimiento
minimo") se pueden obtener construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Dichos genes se
preparan, por ejemplo, usando la reacciéon en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable de ARN de
células que producen anticuerpos (véase, por ejemplo, Larrick et al., Methods: A Companion to Methods en
Enzymology 2:106, 1991; Courtenay-Luck, "Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies" en Monoclonal
Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ritter et al. (eds.), pagina 166, Cambridge University
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Press, 1995; y Ward et al., "Genetic Manipulation and Expression of Antibodies", en Monoclonal Antibodies:
Principles and Applications, Birch et al. (eds.), pagina 137, Wiley-Liss, Inc., 1995).

Los anticuerpos de MASP-2 descritos en este documento se administran a un sujeto que lo necesita para inhibir la
activacion del complemento dependiente de MASP-2. En algunas realizaciones, el agente inhibidor de MASP-2 es
un anticuerpo anti-MASP-2 monoclonal de gran afinidad humano o humanizado con funcién efectora reducida.

Vehiculos farmacéuticos y vehiculos de administracion

En general, las composiciones del agente inhibidor de MASP-2 de la presente invencion, combinadas con cualquier
otro agente terapéutico seleccionado, estan adecuadamente contenidas en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El vehiculo es no tdxico y biocompatible y se selecciona como para no afectar perjudicialmente la
actividad bioldgica del agente inhibidor de MASP-2 (y cualquier otro agente combinado con estos). Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables ilustrativos para péptidos se describen en la patente estadounidense num. 5.211.657
para Yamada. Los anticuerpos anti-MASP-2 y los péptidos inhibidores utiles en la invencién se pueden formular en
preparaciones en formas soélida, semisdlida, en gel, liquida o gaseosa, tal como comprimidos, capsulas, polvos,
granulos, unglientos, disoluciones, supositorios, inhalantes e inyecciones que permiten la administracion oral,
parenteral o quirargica. La invencién también contempla la administracion local de las composiciones recubriendo los
dispositivos médicos y similares.

Los vehiculos adecuados para administracion parenteral por inyeccion, infusidn o irrigacion, o tépica incluyen agua
destilada, disolucion salina fisiolégica tamponada con fosfato, disoluciones de Ringer normales o lactadas, disolucion
de dextrosa, disolucion de Hank o propanodiol. Ademas, los aceites estériles, fijos pueden emplearse como
disolvente o medio de suspensién. Para este propdsito, puede emplearse cualquier aceite biocompatible incluidos
mono o diglicéridos. Ademas, los acidos grasos tales como acido oleico encuentran uso en la preparacion de
inyectables. El vehiculo y el agente se pueden combinar como un liquido, suspensién, gel polimerizable o no
polimerizable, pasta o balsamo.

El vehiculo puede comprender también un vehiculo de administracion para sostener (es decir, extender, demorar o
regular) la administraciéon del agente(s) o para potenciar la administracion, absorcion, estabilidad o farmacocinética
del agente(s) terapéutico. Dicho vehiculo de administracion puede incluir, a modo de ejemplo no limitativo,
microparticulas, microesferas, nanoesferas o nanoparticulas compuestas por proteinas, liposomas, carbohidratos,
compuestos organicos sintéticos, compuestos inorganicos, hidrogeles poliméricos o copoliméricos y micelas
poliméricas. Los sistemas de administraciéon adecuados de hidrogel y micelas incluyen los copolimeros de
PEO:PHB:PEO y los complejos de copolimero/ciclodextrina descritos en el documento WO 2004/009664 A2 y PEO y
los complejos de PEO/ciclodextrina descritos en el documento US 2002/0019369 A1. Dichos hidrogeles se pueden
inyectar localmente en el sitio de accion destinado o por via subcutanea o intramuscular para formar una formulacion
de liberacion sostenida.

Para administracion intra-articular, el agente inhibidor de MASP-2 se puede transportar en los vehiculos liquidos o
geles anteriormente descritos que son inyectables, en los vehiculos de administracion sostenida anteriormente
descritos que son inyectables o en acido hialurénico o un derivado de acido hialuroénico.

Para administracion oral de agentes no peptidérgicos, el agente inhibidor de MASP-2 se puede transportar en una
carga o diluyente inerte tal como sacarosa, almidén de maiz o celulosa.

Para administracion topica, el agente inhibidor de MASP-2 se puede transportar en un ungiento, locién, crema, gel,
gota, supositorio, aerosol, liquido o polvo, o en gel o sistemas de administracién microcapsular mediante un parche
transdérmico.

Diversos sistemas de administracion nasal y pulmonar, incluidos aerosoles, inhaladores dosificadores, inhaladores
en polvo seco y nebulizadores estan siendo desarrollados y pueden adaptarse adecuadamente para administracion
de la presente invencién en un vehiculo de administracion en aerosol, inhalante o nebulizador, respectivamente.

Vehiculos farmacéuticos para anticuerpos y péptidos

Mas especificamente con respecto a anticuerpos anti-MASP-2 y péptidos inhibidores, las formulaciones ilustrativas
pueden administrarse por via parenteral como formulaciones inyectables de una disolucion o suspension del
compuesto en un diluyente fisioldgicamente aceptable con un vehiculo farmacéutico que puede ser un liquido estéril
tal como agua, aceites, disolucion salina, glicerol o etanol. Adicionalmente, las sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes, tensioactivos, sustancias tamponantes de pH y similares pueden estar
presentes en composiciones que comprenden anticuerpos anti-MASP-2 y péptidos inhibidores. Los componentes
adicionales de las composiciones farmacéuticas incluyen petréleo (tal como de origen animal, vegetal o sintético),
por ejemplo, aceite de soja y aceite mineral. En general, los glicoles tales como propilenglicol o polietilenglicol son
vehiculos liquidos preferidos para disoluciones inyectables.

Los anticuerpos anti-MASP-2 y péptidos inhibidores pueden también administrarse en la forma de una inyeccion de
liberacién lenta o preparacion de implante que se puede formular en un modo tal como para permitir una liberaciéon
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sostenida o pulsatil de los agentes activos.
Modos de administracion

Las composiciones farmacéuticas que comprenden agentes inhibidores de MASP-2 se pueden administrar en una
diversidad de formas dependiendo de si lo mas adecuado es un modo local o sistémico de administracion para la
afeccion que se esté tratando. Ademas, como se describié anteriormente en la presente invencién con respecto a los
procedimientos de reperfusion extracorporea, los agentes inhibidores de MASP-2 se pueden administrar a través de
la introduccion de las composiciones de la presente invencion a la sangre o el plasma recirculante. A su vez, las
composiciones de la presente invencion se pueden administrar recubriendo o incorporando las composiciones en un
dispositivo médico.

Administracion sistémica

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresiéon "administracion sistémica" tiene como fin incluir, aunque
sin limitarse a ello, las rutas orales y parenterales, incluida la ruta intramuscular (IM), subcutanea, intravenosa (IV),
intra-arterial, de inhalacién, sublingual, bucal, tépica, transdérmica, nasal, rectal, vaginal y otras rutas de
administracion, que resulta eficazmente en la dispersion del agente administrado a uno o multiples sitios de accion
terapéutica prevista. Las rutas preferidas de administracion sistémica para las presentes composiciones incluyen la
ruta intravenosa, intramuscular, subcutanea y de inhalacion. Se ha de apreciar que la ruta de administracion
sistémica exacta para los agentes seleccionados utilizados en las composiciones particulares de la presente
invencion se determinara en parte en funcién de la susceptibilidad del agente a las vias de transformacion
metabdlica asociadas con una ruta de administracion determinada. Por ejemplo, los agentes peptidérgicos pueden
administrarse de la forma mas adecuadas por rutas que no sean la ruta oral.

Los anticuerpos y polipéptidos inhibidores de MASP-2 se pueden administrar a un sujeto que lo necesita por
cualquier medio adecuado. Los métodos de administracion de anticuerpos y polipéptidos de MASP-2 incluyen la
administracion por las rutas de administracion oral, pulmonar, parenteral (p. ej., inyeccion intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa (IV) o subcutanea), inhalacién (como mediante la formulacion de un polvo fino),
transdérmica, nasal, vaginal, rectal o sublingual, y se pueden formular en formas de dosificacion adecuadas para
cada ruta de administracion.

A modo de ejemplo representativo, los anticuerpos y péptidos inhibidores de MASP-2 se pueden introducir a un
cuerpo vivo por aplicacion a una membrana corporal capaz de absorber los polipéptidos, por ejemplo, las
membranas nasales, gastrointestinales y rectales. Los polipéptidos tipicamente se aplican a la membrana
absorbente junto con un potenciador de penetracion. (véanse, p. €j., Lee, V.H.L., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys.
5:69, 1988; Lee, V.H.L., J. Controlled Release 13:213, 1990; Lee, V.H.L., Ed., Peptide and Protein Drug Delivery,
Marcel Dekker, Nueva York (1991); DeBoer, A.G., et al., J. Controlled Release, 13:241, 1990). Por ejemplo, STDHF
es un derivado sintético de acido fusidico, un tensioactivo esteroideo que es similar en estructura a las sales biliares,
y se ha utilizado como potenciador de penetracion para administracion nasal. (Lee, W.A., Biopharm. 22, Nov./Dic.
1990.)

Los anticuerpos y polipéptidos inhibidores de MASP-2 se pueden introducir en asociacion con otra molécula, tal
como un lipido, para proteger a los polipéptidos de la degradacion enzimatica. Por ejemplo, la unién covalente de los
polimeros, especialmente polietilenglicol (PEG), se ha utilizado para proteger a ciertas proteinas de la hidrolisis
enzimatica en el cuerpo y prolongar asi la semivida (Fuertges, F., et al., J. Controlled Release 11:139, 1990). Se han
descrito muchos sistemas poliméricos para la administracion de proteinas (Bae, Y.H., et al., J. Controlled Release
9:271, 1989; Hori, R., et al., Pharm. Res. 6:813, 1989; Yamakawa, |., et al., J. Pharm. Sci. 79:505, 1990; Yoshihiro, I.,
et al., J. Controlled Release 10:195, 1989; Asano, M., et al., J. Controlled Release 9:111, 1989; Rosenblatt, J., et al.,
J. Controlled Release 9:195, 1989; Makino, K., J. Controlled Release 12:235, 1990; Takakura, Y., et al., J. Pharm.
Sci. 78:117, 1989; Takakura, Y., et al., J. Pharm. Sci. 78:219, 1989).

Recientemente, se han desarrollado liposomas con mejor estabilidad y semivida en la circulacién en suero (véase, p.
ej., la patente estadounidense nim. 5.741.516 para Webb). Asimismo, se han revisado diversos métodos de
preparaciones de liposomas y de tipo liposomas como vehiculos de farmacos potenciales (véanse, p. €j., la patente
estadounidense num. 5.567.434 para Szoka; patente estadounidense num. 5.552.157 para Yagi; patente
estadounidense num. 5.565.213 para Nakamori; patente estadounidense num. 5.738.868 para Shinkarenko; y
patente estadounidense nim. 5.795.587 para Gao).

Para aplicaciones transdérmicas, los anticuerpos y polipéptidos inhibidores de MASP-2 se pueden combinar con
otros ingredientes adecuados, tales como vehiculos y/o adyuvantes. No hay limitaciones con respecto a la
naturaleza de dichos otros ingredientes, excepto que deben ser farmacéuticamente aceptables para la
administracion prevista, y no pueden degradar la actividad de los ingredientes activos de la composicion. Los
ejemplos de vehiculos adecuados incluyen unglientos, cremas, geles o suspensiones, con o sin colageno purificado.
Los anticuerpos y polipéptidos inhibidores de MASP-2 pueden también impregnarse en parches transdérmicos,
yesos y vendas, preferiblemente en forma liquida o semiliquida.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar sistémicamente en forma periddica en intervalos
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determinados para mantener un nivel deseado de efecto terapéutico. Por ejemplo, las composiciones se pueden
administrar por inyeccion subcutanea, cada dos a cuatro semanas o en intervalos menos frecuentes. El esquema de
dosificaciéon sera determinado por el médico, teniendo en cuenta diversos factores que pueden influir en la accion de
la combinacién de agentes. Estos factores incluiran el grado de progreso de la afeccion que se esté tratando, la
edad, el sexo y el peso del paciente, y otros factores clinicos. La dosis para cada agente individual variara como una
funcién del agente inhibidor de MASP-2 que se incluya en la composicion, ademas de la presencia y naturaleza de
cualquier vehiculo de administracion de farmacos (p. €j., un vehiculo de liberacion sostenida). A su vez, la cantidad
de la dosis se podra ajustar para que represente una variacion en la frecuencia de la administracion y en la conducta
farmacocinética del agente(s) administrado.

Esquemas de tratamiento

En aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas se administran a un sujeto susceptible a, o que
conlleva riesgo de, una afeccién asociada con la activacion del complemento dependiente de MASP-2 en una
cantidad suficiente para eliminar o reducir el riego de desarrollar sintomas de la afeccién. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones farmacéuticas se administran a un sujeto del que se sospecha que padece, o que ya
padece, una afecciéon asociada con la activaciéon del complemento dependiente de MASP-2 en una cantidad
terapéuticamente eficaz suficiente para aliviar, o por lo menos reducir parcialmente, los sintomas de la afeccion. En
ambos esquemas profilacticos y terapéuticos, las composiciones que comprenden agentes inhibidores de MASP-2
se pueden administrar en varias dosis hasta lograr un resultado terapéutico suficiente en el sujeto. La aplicacion de
las composiciones inhibidoras de MASP-2 de la presente invencién se puede llevar a cabo por administracion Unica
de la composicién, o en una secuencia limitada de administraciones, para el tratamiento de una afeccion aguda, p.
€j., lesion por reperfusién u otra lesiéon traumatica. Alternativamente, la composicion se puede administrar en
intervalos periddicos durante un periodo de tiempo extendido para el tratamiento de afecciones cronicas, p. €.,
artritis o psoriasis.

Los usos y composiciones de la presente invencion se pueden usar para inhibir la inflamaciéon y procesos
relacionados que tipicamente resultan de procedimientos médicos y quirtrgicos diagnosticos y terapéuticos. Para
inhibir dichos procedimientos, la composicién inhibidora de MASP-2 de la presente invencién se puede aplicar en un
peri-procedimiento. Tal como se emplea en la presente memoria "peri-procedimiento” se refiere a la administracion
de la composicion inhibidora pre-procedimiento y/o intra-procedimiento y/o post-procedimiento, es decir, antes del
procedimiento, antes y durante el procedimiento, antes y después del procedimiento, antes, durante y después del
procedimiento, durante el procedimiento, durante y después del procedimiento, o después del procedimiento. La
aplicacién peri-procedimiento se puede llevar a cabo por administracion local de la composicion al sitio quirdrgico o
del procedimiento, como por inyeccién o irrigacion continua o intermitente del sitio o por administracion sistémica.
Los métodos adecuados para la administracion peri-operatoria local de disoluciones del agente inhibidor de MASP-2
se describen en las patentes estadounidenses num. 6.420.432 para Demopulos y 6.645.168 para Demopulos. Los
métodos adecuados para administracion local de composiciones condroprotectoras incluido el agente(s) inhibidor de
MASP-2 se describen en la solicitud de patente internacional PCT WO 01/07067 A2. Los métodos y composiciones
adecuados para administracion sistémica dirigida de composiciones condroprotectoras, incluido el agente(s)
inhibidor de MASP-2, se describen en la solicitud de patente internacional PCT WO 03/063799 A2.

VI. Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran simplemente el mejor modo contemplado ahora para practicar la invencion, pero no
deben interpretarse como limitativos de la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la generacion de una cepa de ratdon deficiente de MASP-2 (MASP-2-/-) pero suficiente de
MAp19 (MAp19+/+).

Materiales y métodos: Se disefié el vector de direccionamiento pKO-NTKV 1901 para alterar los tres exones que
codifican el extremo C-terminal de MASP-2 murina, incluido el exén que codifica el dominio de serina proteasa, como
se muestra en la FIGURA 4. Se usé PKO-NTKV 1901 para transfectar la linea celular ES, E14.1a (SV129 Ola). Se
seleccionaron clones resistentes a neomicina y sensibles a timidina cinasa. Se seleccionaron 600 clones ES y, de
estos, se identificaron cuatro clones diferentes y se verificd por analisis que contenian el evento de direccionamiento
selectivo y la recombinacién esperada, como se muestra en la FIGURA 4. Las quimeras se generaron a partir de
estos cuatros clones positivos por transferencia de embriones. Las quimeras luego se retrocruzaron en el fondo de
genes C57/BL6 para crear machos transgénicos. Los machos transgénicos se cruzaron con hembras para generar
F1 en donde 50% de la descendencia mostré heterocigosidad para el gen MASP-2 alterado. Los ratones
heterocigotos se entrecruzaron para generar descendencia deficiente de MASP-2 de homocigotos, resultando en
ratones heterocigotos y de tipo salvaje en la proporcién de 1:2:1, respectivamente.

Resultados y fenotipo: Los ratones deficientes de MASP-2-/- homocigotos resultantes se hallaron viables y fértiles, y
se verificd que eran deficientes de MASP-2 por analisis Southern para confirmar el correcto evento de
direccionamiento, por analisis Northern para confirmar la ausencia de ARNm de MASP-2 y por analisis Western para
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confirmar la ausencia de la proteina MASP-2 (no se muestran los datos). La presencia de ARNm de MAp19 y la
ausencia de ARNm de MASP-2 se confirmaron ademas usando RT-PCR resuelta en tiempo en una maquina
LightCycler. Los ratones MASP-2-/- contintian expresando MAp19, MASP-1 y ARNm y proteina MASP-3 como se
espera (no se muestran los datos). La presencia y abundancia de ARNm en los ratones MASP-2-/- para Properdina,
Factor B, Factor D, C4, C2 y C3 se evalud por andlisis LightCycler y se hallé idéntico a aquel de los controles de la
camada de tipo salvaje (no se muestran los datos). El plasma de los ratones MASP-2-/- homocigotos es totalmente
deficiente de la activacion del complemento mediada por la via de lectinas y la activacion del complemento mediada
por la via alternativa, como se describe en mas detalle en el Ejemplo 2.

Generacion de una cepa de MASP-2-/- en un fondo C57BL6 puro: Los ratones MASP-2-/- se retrocruzan con una
linea C57BL6 pura por nueve generaciones antes del uso de la cepa MASP-2-/- como modelo animal experimental.

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra que se requiere MASP-2 para la activacion del complemento mediante la via alternativa y la
via de lectinas.

Métodos y materiales:

Ensayo de escision de C4 especifica de la via de lectinas: Se ha descrito un ensayo de escision de C4 por Petersen,
et al., J. Immunol. Methods 257:107 (2001) que mide la activacion de la via de lectinas resultante de acido
lipoteicoico (LTA) de S. aureus, que se une a L-ficolina. El ensayo descrito en el Ejemplo 11 se adapt6 para medir la
activacion de la via de lectinas mediante MBL recubriendo la placa con LPS y manano o cimosano antes de afiadir
suero de ratones MASP-2 -/- como se describe a continuacién. El ensayo también se modificd para eliminar la
posibilidad de la escision de C4 debido a la via clasica. Esto se logré utilizando un tampén de dilucion de muestras
que contenia NaCl 1 M, lo cual permite la unién de gran afinidad de los componentes de reconocimiento de la via de
lectinas a sus ligandos, pero evita la activacion de C4 enddgena, excluyendo asi la participacion de la via clasica al
disociar el complejo C1. En sintesis, en las muestras de suero de ensayo modificadas (diluidas en gran cantidad de
sal (tampon de NaCl 1 M) se afiaden placas recubiertas con ligando, seguidas de la adicién de una cantidad
constante de C4 purificada en un tampdn con una concentracion fisiologica de sal. Los complejos de reconocimiento
unidos que contienen MASP-2 escinden C4, generando la deposicion de C4b.

Métodos de ensayo:

1) Placas de microtitulacion Nunc Maxisorb (Maxisorb, Nunc, Cat. No. 442404, Fisher Scientific) se recubrieron con 1
p/ml de manano (M7504 Sigma) o cualquier otro ligando (p. €j., los mencionados a continuacién) diluido en tampon
de recubrimiento (NazCO3 15 mM, NaHCO3 35 mM, pH 9,6).

Se emplearon los siguientes reactivos en el ensayo:

V]

. manano (1 pg/pocillo manano (M7504 Sigma) en 100 pl tampdn de recubrimiento):

(o2

. cimosano (1 ug/pocillo cimosano (Sigma) en 100 pl tampdn de recubrimiento);

(2]

. LTA (1 pg/pocillo en 100 pl tampdn de recubrimiento o 2 pg/pocillo en 20 pl metanol)

o

. 1 ug de Mab 4H5 especifico de H-ficolina en tampdn de recubrimiento

e. PSA de Aerococcus viridans (2 pg/pocillo en 100 ul tampdn de recubrimiento)

-

100 pl/pocillo de S. aureus DSM20233 fijada a formalina (ODss50=0,5) en tampdn de recubrimiento.
2) Las placas se incubaron durante toda la noche a 4 °C.

3) Después de incubar durante toda la noche, los sitios de unién a la proteina residual se saturaron incubando las
placas con tampén bloqueador HSA-TBS al 0,1% (0,1% (p/v) HSA en Tris-CL 10 mM, NaCl 140 mM, NaNs 1,5 mM,
pH 7,4) durante 1-3 horas; luego lavando las placas 3X con TBS/tween/Ca>* (TBS con 0,05% Tween 20 y CaCl, 5
mM, MgClz 1 mM, pH 7,4).

4) Las muestras de suero a ensayar se diluyeron en tampon de union a MBL (NaCl 1 M) y las muestras diluidas se
afiadieron a las placas y se incubaron durante la noche a 4 °C. Los pocillos que recibieron solamente tampon se
usaron como controles negativos.

5) Después de la incubacion durante la noche a 4 °C, las placas se lavaron 3X con TBS/tween/Ca®*. C4 humano
(100 pl/pocillo de 1 ug/ml diluido en BBS (barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7.4)) se
afiadio luego a las placas y se incubé durante 90 minutos a 37 °C. Las placas se lavaron nuevamente 3X con
TBS/tween/Ca®".

6) Se detecto la deposicion de C4b con un C4c antihumano de pollo conjugado a fosfatasa alcalina (diluido 1:1000

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 628 867 T3

en TBS/tween/Ca®", que se afadio a las placas y se incubé durante 90 minutos a temperatura ambiente. Las placas
se lavaron luego nuevamente 3X con TBS/tween/Ca®*.

7) Se detectd fosfatasa alcalina afiadiendo 100 ul de disolucién de sustrato de p-nitrofenil fosfato, incubando a
temperatura ambiente durante 20 minutos y leyendo la OD405 en una lectora de placas de microtitulacion.

Resultados: Las FIGURAS 6A-B muestran la cantidad de deposicion de C4b en manano (FIGURA 6A) y cimosano
(FIGURA 6B) en diluciones en suero de MASP-2+/+ (cruces), MASP-2+/- (circulos cerrados) y MASP-2-/- (triangulos
cerrados). La FIGURA 6C muestra la actividad relativa de la convertasa C4 en las placas recubiertas con cimosano
(barras blancas) o manano (barras sombreadas) de ratones MASP-2-/+ (n=5) y ratones MASP-2-/- (n=4) en relacién
con ratones de tipo salvaje (n=5) en base a la medicion de la cantidad de deposicion de C4b normalizado al suero de
tipo salvaje. Las barras de error representan la desviacion estandar. Como se muestra en las FIGURAS 6A-C, el
plasma de ratones MASP-2-/- es totalmente deficiente de la activaciéon del complemento mediada por la via de
lectinas en placas recubiertas con manano y cimosano. Estos resultados demuestran claramente que MASP-2, pero
no MASP-1 ni MASP-3, es el componente efector de la via de lectinas.

Ensayo de deposicion de C3b:

1) Se recubren placas de microtitulacion Nunc Maxisorb (Maxisorb, Nunc, cat. No. 442404, Fisher Scientific) con 1
pg/pocillo manano (M7504 Sigma) o cualquier otro ligando diluido en tampdn de recubrimiento (Na;CO3 15 mM,
NaHCO3; 35 mM, pH 9,6) y se incuba durante toda la noche a 4 °C.

2) Se saturan sitios de unién a proteina residual incubando la placa con tampén de bloqueo HSA-TBS al 0,1% (0,1%
(p/v) HSA en Tris-CL 10 mM, NaCl 140 mM, NaN3 1,5 mM, pH 7,4) durante 1-3 horas.

3) Las placas se lavan en TBS/tw/Ca"" (TBS con 0,05% Tween 20 y CaCl, 5 mM) y se afiade BBS diluido a las
muestras de suero (barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,4). Los pocillos que reciben
solamente tampdn se usan como controles negativos. Un conjunto control de muestras de suero obtenidas de
ratones MASP-2-/- de tipo salvaje se despojan de C1q antes del uso en el ensayo. El suero de los ratones
despojados de C1q se prepard usando Dynabeads acoplados a la proteina A (Dynal Biotech, Oslo, Noruega)
recubiertas con C1q IgG antihumano de conejo (Dako, Glostmp, Dinamarca), de acuerdo con las instrucciones del
proveedor.

4) Después de incubar durante toda la noche a 4 °C y de otro lavado con TBS/tw/Ca’", se detecta C3 convertida y
unida con anticuerpo C3c antihumano policlonal (Dako A 062) diluido en TBS/tw/Ca++ a 1:1000). El anticuerpo
secundario es IgG anticonejo de cabra (molécula entera) conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma Immunochemicals A-
3812) diluido 1:10.000 en TBS/tw/Ca’". La presencia de la via del complemento alternativa (AP) se determina por
adicién de 100 pl disolucion de sustrato (conjuntos de comprimidos de nitrofenilfosfato Sigma Fast, Sigma) y se
incuba a temperatura ambiente. La hidrdlisis se supervisa cuantitativamente midiendo la absorcién a 405 nm en una
lectora de placas de microtitulacién. Se prepara una curva estandar para cada analisis, usando diluciones en serie
de muestras de plasma/suero.

Resultados: Los resultados que se muestran en las FIGURAS 7A y 7B son de sueros mezclados de varios ratones.
Las cruces representan suero de MASP-2+/+, los circulos rellenos representan suero de MASP-2+/+ desprovistos de
C1q, los cuadrados abiertos representan suero de MASP-2-/- y los triangulos abiertos representan suero de MASP-
2-/- desprovistos de C1q. Como se muestra en las FIGURAS 7A-B, el suero de los ratones MASP-2-/- ensayados en
un ensayo de deposicion de C3b produce niveles muy bajos de activacion de C3 en placas recubiertas de manano
(FIGURA 7A) y cimosano (FIGURA 7B). Este resultado demuestra claramente que se requiere MASP-2 para
contribuir a la generacion inicial de C3b proveniente de C3 para iniciar la via del complemento alternativa. Este es un
resultado sorprendente en funcién de la vision ampliamente aceptada de que los factores del complemento C3, el
factor B, el factor D y properdina forman una via alternativa funcional independiente en la que C3 puede someterse a
un cambio de configuracién conformacional espontaneo a una forma de "tipo C3b" que luego genera convertasa de
fase fluida iC3Bb y deposita moléculas C3b en las superficies de activacion tales como cimosano.

MASP-2 recombinante reconstituye la activacion de C4 dependiente de la vias de lectinas en suero de ratones
MASP-2-/-

Con el fin de establecer que la ausencia de MASP-2 fue la causa directa de la pérdida de la activacion de C4
dependiente de lectinas en los ratones MASP-2-/-, se examino el efecto de afiadir proteina MASP-2 recombinante a
muestras de suero en el ensayo de escision de C4 anteriormente descrito. Se produjeron proteinas recombinantes
de MASP-2 murina funcionalmente activa y MASP-2A murina cataliticamente inactiva (en donde el residuo serina del
sitio activo en el dominio de serina proteasa se sustituy6 con el residuo alanina), y se purificaron como se describe a
continuacion en el Ejemplo 5. El suero agrupado de ratones 4 MASP-2 -/- se pre-incubd con concentraciones de
proteina en aumento de MASP-2 murina recombinante o MASP-2A murina recombinante inactiva y se ensayo la
actividad de la convertasa C4 como se describi6 anteriormente.

Resultados: Como se muestra en la FIGURA 8, la adicion de la proteina MASP-2 recombinante murina
funcionalmente activa (se muestra como triangulos abiertos) al suero obtenido de los ratones MASP-2 -/- restauro la
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activacion de C4 dependiente de la via de lectinas en un modo dependiente de la concentracién de la proteina,
mientras que la proteina MASP-2A murina cataliticamente inactiva (se muestra como asteriscos) no restauré la
activacion de C4. Los resultados que se muestran en la FIGURA 8 se normalizan a la activacion de C4 observada
con el suero de raton de tipo salvaje mezclado (se muestra como una linea de puntos).

Ejemplo 3

Este ejemplo describe la generacién de una cepa de ratén transgénico que es MASP-2-/- murina, MAp19+/+ y que
expresa un transgen de MASP-2 humano (gen inactivado de MASP-2 murina (knock-out) y gen modificado de
MASP-2 humana (knock-in).

Materiales y métodos: Se construyd un minigen que codifica MASP-2 humana llamado "mini hMASP-2" (SEC ID NO:
49) como se muestra en la FIGURA 5, que incluye una regién promotora del gen MASP 2 humano, incluidos los
primeros 3 exones (ex6n 1 a exén 3) seguido de secuencia de ADNc que representa la secuencia codificadora de los
siguiente 8 exones, codificando asi la proteina MASP-2 de longitud total promovida por su promotor endogeno. El
constructo de mini hMASP-2 se inyect6 en huevos fertilizados de MASP-2-/- con el fin de reemplazar el gen MASP 2
murino deficiente por el de MASP-2 humana expresada en forma transgénica.

Ejemplo 4
Este ejemplo describe el aislamiento de la proteina MASP-2 humana en la forma de proenzima de suero humano.

Método de aislamiento de MASP-2 humana: Se ha descrito un método para aislar MASP-2 de suero humano en
Matsushita et al., J. Immunol. 165:2637-2642, 2000. En sintesis, se pasa el suero humano por una columna de
manano de levadura-Sepharose usando tampoén de imidazol 10 mM (pH 6,0) que contiene NaCl 0,2 M, CaCl, 20
mM, NPGB 0,2 mM, p-APMSFy 20 uM 2% mannitol. Las proenzimas MASP-1 y MASP-2 forman complejo con MBL y
se eluye con el tampdn anteriormente mencionado que contiene manosa 0,3 M. Para separar las proenzimas MASP-
1y MASP-2 de MBL, se aplican preparaciones que contienen el complejo a anti-MBL-Sepharose y luego se eluyen
las MASP con tampdn de imidazol que contiene EDTA 20 mM y NaCl 1 M. Finalmente, las proenzimas MASP-1 y
MASP-2 se separan unas de otras pasando por anti-MASP-1-Sepharose en el mismo tampdn que se uso para anti-
MBL-Sepharose. Se recupera la MASP-2 en los efluentes, mientras que MASP-1 se eluye con tampén de glicina 0,1
M (pH 2,2).

Ejemplo 5

Este ejemplo describe la expresion recombinante y la produccion de proteinas de MASP-2 humana, de rata y murina
recombinante de longitud total, polipéptidos derivados de MASP-2 y formas mutantes cataliticamente activadas de
MASP-2

Expresion de MASP-2 humana, murina y de rata de longitud total:

La secuencia de ADNc de longitud total de MASP-2 humana (SEC ID NO: 4) también se subcloné en el vector de
expresion mamifero pCl-Neo (Promega), que promueve la expresion eucariota bajo el control de la region del
potenciador/promotor de CMV (se describe en Kaufman R.J. et al., Nucleic Acids Research 19:4485-90, 1991;
Kaufman, Methods in Enzymology, 185:537-66 (1991)). El ADNc de ratén de longitud total (SEC ID NO: 50) el ADNC
de MASP-2 de rata (SEC ID NO: 53) se subclonaron cada uno en el vector de expresion pED. Los vectores de
expresion de MASP-2 se transfectaron luego a la linea celular de ovario de hamster chino adherente DXB1 usando
el procedimiento de transfeccién de fosfato de calcio estandar descrito en Maniatis et al., 1989. Las células
transfectadas con estos constructos se desarrollaron muy lentamente, implicando que la proteasa codificada es
citotoxica.

En otro planteamiento, el constructo del minigen (SEC ID NO: 49) que contiene ADNc humano de MASP-2
promovido por su promotor enddgeno se transfecta transitoriamente a células de ovario de hamster chino (CHO). La
proteina MASP-2 humana se segrega en el medio de cultivo y se aisla como se describe a continuacion.

Expresion de MASP-2 cataliticamente inactiva de longitud total:

Fundamentos: La MASP-2 es activada por la escisidon autocatalitica después de que los subcomponentes de
reconocimiento MBL o ficolinas (o bien L-ficolina, H-ficolina o M-ficolina) se unen a su respectivo patrén de
carbohidrato. La escision autocatalitica que resulta en la activacion de MASP-2 a menudo sucede durante el
procedimiento de aislamiento de MASP-2 de suero, o durante la purificacion que le sigue a la expresion
recombinante. Con el fin de obtener una preparacion de proteinas mas estable para uso como antigeno, se cre6 una
forma cataliticamente inactiva de MASP-2, disefiada como MASP-2A,que reemplaza el residuo serina que esta
presente en la triada catalitica del dominio de proteasa con un residuo alanina en rata (SEC ID NO: 55 Ser617 a
Ala617); en raton (SEC ID NO: 52 Ser617 a Ala617); o en ser humano (SEC ID NO: 3 Ser618 a Ala618).

Con el fin de generar proteinas MASP-2A humanas y murinas cataliticamente inactivas, se llevé a cabo mutagénesis
dirigida al sitio usando los oligonucleétidos que se exponen en la TABLA 5. Los oligonucleétidos de la TABLA 5 se

26



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 628 867 T3

disefiaron para renaturalizar a la region del ADNc humano y murino que codifica la serina enzimaticamente activa y
el oligonucledtido que contienen una incompatibilidad con el fin de cambiar el codén de serina al codén de alanina.
Por ejemplo, se usaron oligonucleétidos PCR de SEC ID NOS:56-59 en combinacion con ADNc de MASP-2 humana
(SEC ID NO: 4) para ampliar la region desde el coddn de partida hasta la serina enzimaticamente activa y desde la
serina hasta el coddn finalizador para generar la lectura abierta completa de la MASP-2A mutada que contiene la
mutacion Ser618 a Ala618. Los productos de PCR se purificaron después de la electroforesis en gel de agarosa, y
se generaron superposiciones de adenosina sencillas usando un procedimiento de factor de cola estandar. La
MASP-2A con cola de adenosina se cloné luego al vector pGEM-T easy, transformada en E. coli.

Se genero una proteina MASP-2A de rata cataliticamente inactiva convirtiendo a cinasa y renaturalizando la SEC ID
NO: 64 y la SEC ID NO: 65 combinando estos dos oligonucleétidos en cantidades molares equivalentes, calentando
a 100 °C durante 2 minutos y enfriando lentamente hasta temperatura ambiente. El fragmento renaturalizado
resultante tiene extremos compatibles con Pst1 y Xba1 y se insertd en lugar del fragmento Pst1-Xba1 de ADNc de
MASP-2 de rata de tipo salvaje (SEC ID NO: 53) para generar MASP-2A de rata.

5 'GAGGTGACGCAGGAGGGGCATTAGTGTTT 3' (SEC ID NO: 64)
5' CTAGAAACACTAATGCCCCTCCTGCGTCACCTCTGCA 3' (SEC ID NO: 65)

Se subclond MASP-2A humana, murina y de rata o bien en uno de los vectores de expresion de mamifero pED o
pCl-Neo y se transfecto en la linea celular de ovario de hamster chino DXB1 como se describe a continuacion.

En otro planteamiento, la forma cataliticamente inactiva de MASP-2 se construye usando el método descrito en
Chen et al., J. Biol. Chem., 276(28):25894-25902, 2001. En sintesis, el plasmido que contiene el ADNc de MASP-2
humano de longitud total (descrito en Thiel et al., Nature 386:506, 1997) se digiere con Xho1y EcoR1y el ADNC de
MASP-2 (descrito en la presente como SEC ID NO: 4) se clona en los correspondientes sitios de restriccion del
vector de transferencia del baculovirus pFastBac1 (Life Technologies, NY). El sitio activo de serina proteasa de
MASP-2 en Ser618 se altera luego a Ala618 sustituyendo los oligonucleétidos bicatenarios que codifican el
aminoacido de la regién peptidica 610-625 (SEC ID NO: 13) con los aminoacidos de la regién nativa 610 a 625 para
crear un polipéptido de longitud total de MASP-2 con un dominio de proteasa inactiva. Construccion de plasmidos de
expresion que contienen regiones de polipéptidos derivados de Masp-2 humana.

Los siguientes constructos se producen usando el péptido de sefiales de MASP-2 (residuos 1-15 de SEC ID NO: 5)
para segregar diversos dominios de MASP-2. Se prepara un constructo que expresa el dominio humano CUBI de
MASP-2 (SEC ID NO:8) por PCR ampliando la regién que codifica los residuos 1-121 de MASP-2 (SEC ID NO: 6)
(correspondientes al dominio N-terminal de CUBI). Se prepara un constructo que expresa el dominio humano
CUBIEGF de MASP-2 (SEC ID NO: 9) por PCR ampliando la region que codifica los residuos 1-166 de MASP-2
(SEC ID NO: 6) (correspondientes al dominio N-terminal de CUBIEGF). Se prepara un constructo que expresa el
dominio humano CUBIEGFCUBII de MASP-2 (SEC ID NO: 10) por PCR ampliando la regidon que codifica los
residuos 1-293 de MASP-2 (SEC ID NO: 6) (correspondientes al dominio N-terminal de CUBIEGFCUBII). Los
dominios precedentemente mencionados se amplian por PCR usando Ventr polimerasa y pBS-MASP-2 como
molde, de acuerdo con métodos de PCR establecidos. La secuencia del cebador 5' del cebador sentido (5'-
CGGGATCCATGAGGCTGCTGACCCTC-3' SEC ID NO: 34) introduce un sitio de restriccion BamH/ (subrayado) en
el extremo 5' de los productos de PCR. Los cebadores antisentido para cada uno de los dominios de MASP-2, que
se exponen a continuacion en la TABLA 5 estan disefiados para introducir un codon finalizador (negrita) seguido por
un sitio EcoRlI (subrayado) al final de cada producto de PCR. Una vez ampliados los fragmentos de ADN se digieren
con BamHI 'y EcoRl y se clonan en los sitios correspondientes del vector pFastBacl. Los constructos resultantes se
caracterizan por mapeo de restriccion y se confirman por secuenciacion de ADNds.

TABLA 5: Cebadores de PCR para MASP-2)

Dominio de MASP-2 Cebador PCR en 5' Cebador PCR en 3'
SEC ID NO:8 CUBI (aa 1-121 de SEC ID 5'CGGGATCCATGA 5'GGAATTCCTAGGCTGCAT A (SEC
NO: 6) GGCTGCTGACCCT C-3' (SEC |ID NO: 35)
ID NO: 34)
SEC ID NO: 9 CUBIEGF (aa 1-166 de SEC |5 'CGGGATCCATGA 5'GGA ATTCCTAC AGGGCGC T-3'
ID NO: 6) GGCTGCTGACCCT C-3' (SEC |(SEC ID NO: 36)
ID NO: 34)
SEC ID NO: 10 5'CGGGATCCATGA 5'GG AATTCCTAGTAGTGGAT 3'
GGCTGCTGACCCT C-3' (SEC |(SEC ID NO: 37)
CUBIEGFCUBII (aa 1-293 de SEC ID NO:6) ||D NO: 34)
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Dominio de MASP-2 Cebador PCR en 5' Cebador PCR en 3'

SEC ID NO: 4 MASP-2 humana 5'ATGAGGCTGCTG 5 'TTAAAATCACTAATTATG
ACCCTCCTGGGCC TTC 3' TTCTCGATC 3' (SEC ID NO: 59)
(SEC ID NO: 56) hMASP- hMASP-2_inverso
2_directo

SEC ID NO: 4 ADNc de MASP-2 humana |5 CAGAGGTGACGC 5'GTGCCCCTCCTGCGTCAC CTCTG

AGGAGGGGCAC 3'(SECID  |3'(SEC ID NO: 57) hMASP-
NO: 58) hMASP-2_ala_directo |2_ala_inverso

SEC ID NO:50 ADNc de MASP-2 murina 5'ATGAGGCTACTC 5'TTAGAAATTACTTATT AT
ATCTTCCTGGS3' (SEC ID NO: |GTTCTCAATCCS3' (SEC ID NO: 63)
60) mMMASP-2_directo mMASP-2_inverso

SEC ID NO:50 ADNc de MASP-2 murina 5 CCCCCCCTGCGT 5 CTGCAGAGGTGACGCAG

CACCTCTGCAG3' (SEC ID GGGGGG 3' (SEC ID NO: 61)
NO: 62) mMASP-2_ala_directo |mMASP-2_ala_inverso

Expresion eucariota recombinante de MASP-2 y produccion de proteina MASP-2A de ratéon, rata y ser humano
enzimaticamente inactiva

Los constructos de expresion de MASP-2 y MASP-2A anteriormente descritos se transfectaron en células DXB1
usando el procedimiento de transfeccion de fosfato de calcio estandar (Maniatis et al., 1989). MASP-2A se produjo
en medio libre de suero para garantizar que las preparaciones no estuviesen contaminadas con otras proteinas del
suero. Se cosecho el medio de células confluentes todos los segundos dias (cuatro veces en total). El nivel de
MASP-2 A recombinante promedié en aproximadamente 1,5 mg/litro de medio de cultivo para cada una de las tres
especies.

Purificacion de la proteina MASP-2A: Se purific6 MASP-2A (mutante Ser-Ala anteriormente descrito) por
cromatografia de afinidad en columnas MBP-A-agarosa. Esta estrategia permitio la rapida purificacion sin el uso de
marcas externas. MASP-2A (100-200 ml de medio diluido con un volumen equivalente de tampén de carga (Tris-Cl
50 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 150 mM y CaCl, 25 mM) se cargd a una columna de afinidad de MBP-agarosa (4
ml) pre-equilibrada con 10 ml de tampdn de carga. Después de lavar con otros 10 ml de tampén de carga, la
proteina se eluy6 en fracciones de 1 ml con Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 1,25 M y EDTA 10 mM. Las
fracciones que contenian MASP-2A se identificaron por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. En caso de ser
necesario, se purific6 MASP-2A adicionalmente por cromatografia de intercambio i6nico en una columna MonoQ
(HR 5/5). Se dializ6 la proteina con Tris-Cl 50 mM a pH 7,5, que contenia NaCl 50 mM y se cargé a una columna
equilibrada en el mismo tampoén. Después del lavado, se eluyd MASP-2A con un gradiente de NaCl de 0,05-1 M en
10 ml.

Resultados: Se obtuvieron rendimientos de 0,25-0,5 mg de la proteina MASP-2A a partir de 200 ml de medio. La
masa molecular de 77,5 kDa determinada por MALDI-MS es mayor que el valor calculado del polipéptido no
modificado (73,5 kDa) debido a la glucosilacién. La unién de glicanos en cada uno de los sitios de N-glucosilacion
representa la masa observada. MASP-2A migra como una sola banda en los geles de SDS-poliacrilamida,
demostrando que no se procesa de manera proteolitica durante la biosintesis. La masa molecular promedio en peso
determinada por ultracentrifugacion de equilibrio concuerda con el valor calculado para los homodimeros del
polipéptido glucosilado.

Produccién de polipéptidos de MASP-2 recombinantes humanos

Otro método para producir polipéptidos recombinantes derivados de MASP-2 y MASP2A se describe en Thielens,
N.M., et al., J. Immunol. 166:5068-5077, 2001. En sintesis, células de insecto Spodoptera frugiperda (células Sf9
Ready-Plaque de Novagen, Madison, WI) se desarrollan y mantienen en medio libre de suero Sf900ll (Life
Technologies) enriquecido con 50 IU/ml de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina (Life Technologies). Las células
de insecto Trichoplusia ni (High Five) (provistas por Jadwiga Chroboczek, Institut de Biologie Structurale, Grenoble,
Francia) se mantienen en medio TCIOO (Life Technologies) que contiene FCS al 10% (Dominique Dutscher,
Brumath, Francia) enriquecido con 50 IU/ml de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina. Se generan baculovirus
recombinantes usando el sistema Bac-to-Bac (Life Technologies). EI ADN de bacmido se purifica usando el sistema
de purificacion Qiagen midiprep (Qiagen) y se usa para transfectar las células de insecto Sf9 usando Cellfectin en
medio SFM Sf900 Il (Life Technologies) como se describe en el protocolo del fabricante. Se recogen particulas
recombinantes del virus 4 dias después, se titulan por ensayo de placas del virus y se amplian como lo describen
King y Possee, en The Baculovirus Expression System: A Laboratory Guide, Chapman and Hall Ltd., Londres, pag.
111-114, 1992.
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Las células High Five (1,75 x 10’ células/175-cm® matraz de cultivo de tejido) se infectan con los virus
recombinantes que contienen los polipéptidos de MASP-2 a una multiplicidad de la infecciéon de 2 en medio SFM
Sf900 Il a 28° C durante 96 h. Los sobrenadantes se recogen por centrifugacion y se afiade diisopropil
fosforofluoridato a una concentracion final de 1 mM.

Los polipéptidos de MASP-2 se segregan en el medio de cultivo. Los sobrenadantes de cultivo se dializan contra
NaCl 50 mM, CaCl, 1 mM, hidrocloruro de trietanolamina 50 mM, pH 8,1, y se cargan a 1,5 ml/min a una columna Q-
Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech) (2,8 x 12 cm) equilibrada en el mismo tampodn. La elucién se
realiza aplicando un gradiente lineal de 1,2 litros a NaCl 350 mM en el mismo tampodn. Las fracciones que contienen
los polipéptidos de MASP-2 recombinantes se identifican por analisis Western blot, se precipitan por adicion de
(NH4)2S04 a 60% (p/v) y se dejan durante la noche a 4 °C. Los sedimentos se resuspenden en NaCl 145 mM, CaCl,
1 mM, hidrocloruro de trietanolamina 50 mM, pH 7,4 y se aplican a una columna TSK G3000 SWG (7,5 x 600 mm)
(Tosohaas, Montgomeryville, PA) equilibrada en el mismo tampén. Los polipéptidos purificados luego se concentran
hasta 0,3 mg/ml por ultrafiltracion en microconcentradores Microsep (p.m. limite de corte = 10.000) (Filtron, Karistein,
Alemania).

Ejemplo 6
Este ejemplo describe un método para producir anticuerpos monoclonales contra polipéptidos de MASP-2.
Materiales y métodos:

Antigenos de MASP-2: Se produce antisuero de MASP-2 antihumano policlonal inmunizando a conejos con los
siguientes polipéptidos de MASP-2 aislados: MASP-2 humana (SEC ID NO: 6) aislada de suero como se describe en
el Ejemplo 4; MASP-2 humana recombinante (SEC ID NO: 6), MASP-2A que contiene el dominio de proteasa
inactivo (SEC ID NO: 13), como se describe en los Ejemplos 4-5; y CUBI recombinante (SEC ID NO:8), CUBEGFI
(SEC ID NO: 9) y CUBEGFCUBII (SEC ID NO: 10) expresados como se describié anteriormente en el Ejemplo 5.

Anticuerpos policlonales: Conejos de seis semanas de vida, imprimados con BCG (vacuna bacillus Calmette-Guerin)
se inmunizan por inyeccion de 100 ug de polipéptido MASP-2 a 100 pg/ml en disolucion salina estéril. Las
inyecciones se aplican cada 4 semanas con titulacion de anticuerpo monitoreada por ensayo ELISA como se
describe en el Ejemplo 7. Se recogen sobrenadantes de cultivo para purificacién de anticuerpos por cromatografia
de afinidad de la proteina A.

Ejemplo 7

Este ejemplo describe un método para producir anticuerpos monoclonales murinos contra polipéptidos de MASP-2
de rata o humanos.

Materiales y métodos:

Ratones macho A/J (Harlan, Houston, Tex.), 8-12 semanas de vida, reciben inyecciones subcutaneas de 100 ug de
polipéptidos rMASP-2 o rMASP-2A humanos o de rata (preparados como se describe en el Ejemplo 4 o en el
Ejemplo 5) en adyuvante de Freund completo (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) en 200 pl de disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4. En intervalos de dos semanas, los ratones reciben dos veces inyecciones
subcutaneas de 50 ug de polipéptido rMASP-2 o rMASP-2A humano o de rata en adyuvante de Freund incompleto.
En la cuarta semana, los ratones reciben una inyeccion de 50 ug de polipéptido rMASP-2 o rMASP-2A de rata o
humano en PBS y se fusionan 4 dias después.

Para cada fusién, se preparan suspensiones unicelulares del bazo de un ratén inmunizado y se usan para la fusién
con células de mieloma Sp2/0. Se fusionan 5x10° de las células Sp2/0, y 5x10° de las células de bazo se fusionan
en medio que contiene 50% polietilenglicol (P.M. 1450) (Kodak, Rochester, N.Y.) y dimetilsulféxido al 5% (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.). Las células luego se ajustan hasta una concentracion de 1,5x105 células de bazo por
200 pl de la suspension en medio Iscove (Gibco, Grand Island, N.Y.), enriquecido con suero bovino fetal al 10%, 100
unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, hipoxantina 0,1 mM, aminopterina 0,4 uM y timidina 16 pM.
Se afiaden 200 ul de la suspension celular a cada pocillo de aproximadamente veinte placas de microcultivo de 96
pocillos. Después de aproximadamente diez dias, los sobrenadantes de cultivo se extraen para estudio de
reactividad con el factor de MASP-2 purificado en un ensayo ELISA.

Ensayo de ELISA: Pocillos de placas de microensayo Immulon 2 (Dynatech Laboratories, Chantilly, Va.) se recubren
afadiendo 50 yl de hMASP-2 purificada a 50 ng/ml de rMASP-2 rata (o rMASP-2A) durante la noche a temperatura
ambiente. La baja concentracion de MASP-2 para el recubrimiento permite la seleccién de anticuerpos de gran
afinidad. Después de extraer la disolucion de recubrimiento agitando la placa, se afiaden 200 yl de BLOTTO (leche
en polvo desnatada) en PBS a cada pocillo durante una hora para bloquear los sitios no especificos. Una hora
después, los pocillos se lavan con un tampén PBST (PBS que contiene 0,05% Tween 20). Se recogen 50 ul de
sobrenadantes de cultivo de cada pocillo de fusiéon y se mezclan con 50 yl de BLOTTO y luego se afiaden a los
pocillos individuales de las placas de microensayo. Después de una hora de incubacion, los pocillos se lavan con
PBST. Los anticuerpos murinos unidos se detectan luego por reaccion con IgG antirratdon de cabra conjugada
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(especifico de Fc) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, Pa.) y se diluyen a 1:2.000 en BLOTTO. La
disolucion de sustrato de peroxidasa que contiene 0,1% 3,3,5,5 tetrametil benzidina (Sigma, St. Louis, Mo.) y
0,0003% peroxido de hidrogeno (Sigma) se afiade a los pocillos para desarrollo de color durante 30 minutos. La
reaccion finaliza por adicién de 50 ul de H,SO4 2M por pocillo. Se lee la densidad éptica a 450 nm de la mezcla de
reaccion con una lectora de ELISA BioTek (BioTek Instruments, Winooski, Vt.).

Ensayo de unién a MASP-2:

Los sobrenadantes de cultivo con un resultado positivo en el ensayo ELISA de MASP-2 descrito anteriormente se
pueden ensayar en un ensayo de union para determinar la afinidad de unién que tienen los agentes inhibidores de
MASP-2 para MASP-2. También se puede usar un ensayo similar para determinar si los agentes inhibidores se unen
a otros antigenos en el sistema del complemento.

Se recubren pocillos de placas de microtitulacion de poliestireno (placas de unidon medianas de 96 pocillos, Coming
Costar, Cambridge, MA) con MASP-2 (20 ng/100 ul/pocillo, Advanced Research Technology, San Diego, CA) en
disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4 durante la noche a 4 °C. Después de aspirar la disolucion de
MASP-2, los pocillos se bloquean con PBS que contiene 1% de albumina de suero bovino (BSA; Sigma Chemical)
durante 2 h a temperatura ambiente. Los pocillos sin recubrimiento de MASP-2 sirven como controles de fondo.
Alicuotas de sobrenadantes de hibridoma o MoAbs anti-MASP-2 purificados, en concentraciones variables en
disolucién de bloqueo, se afiaden a los pocillos. Después de una incubacion de 2 h a temperatura ambiente, los
pocillos se enjuagan abundantemente con PBS. Se detecta MoAb anti-MASP-2 unido a MASP-2 por adicion de I1gG
anti-ratén de cabra conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical) en disolucion de bloqueo, que se deja incubar durante
1 hora a temperatura ambiente. La placa se enjuaga nuevamente en forma abundante con PBS, y se afiaden 100 pl
de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametil benzidina (TMB) (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). La
reaccion de TMB se inactiva por adicion de 100 ul de acido fosférico 1M, y la placa se lee a 450 nm en una lectora
de microplacas (SPECTRA MAX 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Los sobrenadantes de cultivo de las células positivas se ensayan luego por su capacidad de inhibir la activacion del
complemento en un ensayo funcional tal como el ensayo de escision de C4 descrito en el Ejemplo 2. Las células en
pocillos positivos se clonan luego por dilucion limitativa. Se ensayan los MoAb nuevamente para reactividad con
hMASP-2 en un ensayo ELISA como se describié previamente. Los hibridomas seleccionados se desarrollan en
matraces giratorios y el sobrenadante de cultivo se recoge para purificacion de anticuerpos por cromatografia de
afinidad de la proteina A.

Ejemplo 8

Este ejemplo describe la generacion de un ratén con genes inactivados MASP-2-/- que expresa MASP-2 humana
para uso como modelo en el que seleccionar los agentes inhibidores de MASP-2.

Materiales y métodos: Se cruzan un ratén MASP-2-/- descrito en el Ejemplo 1 y un ratén MASP-2-/- que expresa un
constructo del transgen de MASP-2 humano (genes modificados de MASP-2) descrito en el Ejemplo 3, y la progenie,
que consiste en MASP-2-/- murino, MAp19+ murino, MASP-2+ murino, se usa para identificar agentes inhibidores de
MASP-2 humana.

Dichos modelos animales se pueden usar como sustratos de prueba para la identificacion y eficacia de agentes
inhibidores de MASP-2 tales como anticuerpos anti-MASP-2 humanos, péptidos y no péptidos inhibidores de MASP-
2 y composiciones que comprenden agentes inhibidores de MASP-2. Por ejemplo, el modelo animal se expone a un
compuesto o agente que se sabe desencadena la activacion del complemento dependiente de MASP-2 y un agente
inhibidor de MASP-2 se administra al modelo animal en un tiempo y concentracion suficientes para producir una
reduccion de los sintomas de la enfermedad en el animal expuesto.

Ademas, los ratones MASP-2-/- murino, MAp19+, MASP-2+ humano se pueden usar para generar lineas celulares
que contienen uno o mas tipos de células implicadas en una enfermedad asociada a MASP-2 que se pueden usar
como modelo de cultivo celular para ese trastorno. La generacion de lineas celulares continuas de animales
transgénicos se conoce en la técnica, véase, por ejemplo Small, J.A., et al., Mol. Cell Biol., 5:642-48, 1985.

Ejemplo 9

Este ejemplo describe un método para producir anticuerpos humanos contra MASP-2 humana en un raton con
genes inactivados de MASP-2 que expresa MASP-2 humana e inmunoglobulinas humanas.

Materiales y métodos:

Se genero un raton MASP-2-/- como se describe en el Ejemplo 1. Se construy6 luego un ratén que expresa MASP-2
humana como se describe en el Ejemplo 3. Un ratdbn MASP-2-/- homocigoto y un ratén MASP-2-/- que expresa
MASP-2 humana se cruzan cada uno con un ratén derivado de una linea de células madre embrionaria modificada
para contener alteraciones dirigidas de locus de la cadena ligera y la cadena pesada de inmunoglobulina endégena y
expresion de por lo menos un segmento del locus de inmunoglobulina humana. Preferiblemente, el segmento del
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locus de inmunoglobulina humana incluye secuencias no reordenadas de los componentes de las cadenas pesada y
ligera. Tanto la inactivacion de los genes de inmunoglobulina endégena como la introduccion de genes de
inmunoglobulina exdgena se pueden lograr por recombinacion homologa dirigida. Los mamiferos transgénicos
resultantes de este proceso son capaces de reordenar funcionalmente las secuencias del componente de
inmunoglobulina y expresar un repertorio de anticuerpos de diversos isotipos codificados por genes de
inmunoglobulina humana, sin expresar genes de inmunoglobulina endégena.

La produccion y propiedades de los mamiferos que tienen estas propiedades se describe, por ejemplo, en Thomson,
A.D., Nature 148:1547-1553, 1994, y en Sloane, B.F., Nature Biotechnology 14:826, 1996. Las cepas genéticamente
modificadas de ratones en los que los genes de anticuerpo de ratén son inactivados y funcionalmente reemplazados
con genes de anticuerpo humano se comercializa (p. ej., XenoMousi®, disponible de Abgenix, Fremont CA). Los
ratones de la descendencia resultante son capaces de producir MoAb humano contra MASP-2 humana que son
adecuados para uso en terapia humana.

Ejemplo 10

Este ejemplo describe la generacion y produccion de anticuerpos anti-MASP-2 murinos humanizados y fragmentos
de anticuerpos.

Se genera un anticuerpo monoclonal murino anti-MASP-2 en ratones macho A/J, como se describe en el Ejemplo 7.
El anticuerpo murino luego se humaniza como se describe a continuacién para reducir su inmunogenicidad
reemplazando las regiones constantes murinas con sus contrapartes humanas para genera un fragmento de IgG y
Fab quimérico del anticuerpo, que es Util para inhibir los efectos adversos de la activacion del complemento
dependiente de MASP-2 en sujetos humanos de acuerdo con la presente invencion.

1. Clonacién de genes de regiones variables anti-MASP-2 de células de hibridoma murino. Se aisla ARN total de las
células de hibridoma que segregan MoAb anti-MASP-2 (obtenido como se describe en el Ejemplo 7) usando RNAzol
segun el protocolo del fabricante (Biotech, Houston, Tex.). EI ADNc de la primera cadena se sintetiza de ARN total
usando oligo dT como el cebador. Se efectia analisis PCR usando los cebadores 3’ derivados de la regiéon C
constante de inmunoglobulina, y conjuntos de cebadores degenerados derivados del péptido lider o de la primera
region marco de genes V4 0 Vk murinos como los cebadores 5'.

El anadlisis de PCR anclado se lleva a cabo como lo describen Chen y Platsucas (Chen, P.F., Scancl. J. Immunol.
35:539-549, 1992). Para la clonacion del gen Vi, se prepara ADNc bicatenario usando un cebador Not1-MAK1 (5 '-
TGCGGCCGCTGTAGGTGCTGTCTTT-3' SEC ID NO: 38). Los adaptadores renaturalizados AD1 (5'-
GGAATTCACTCGTTATTCTCGGA-3' SEC ID NO: 39) y AD2 (5-TCCGAGAATAACGAGTG-3' SEC ID NO:40) se
ligan a ambos términos 5'y 3' del ADNc bicatenario. Los adaptadores en los extremos 3' se extraen por digestion de
Not1. El producto digerido luego se usa como molde en PCR con el oligonucleétido AD1 como el cebador 5' y MAK2
(5'-CATTGAAAGCTTTGGGGTAGAAGTTGTTC-3' SEC ID NO: 41) como el cebador 3'. Los fragmentos de ADN de
aproximadamente 500 bp se clonan en pUC19. Se seleccionan varios clones para analisis de secuencias a fin de
verificar que la secuencia clonada abarque la regidon constante de inmunoglobulina murina esperada. Los
oligonucledtidos Not1-MAK1 y MAK2 derivan de la region Vk y tienen 182 y 84 bp, respectivamente, en direccion 3’
del primer par de bases del gen C kappa. Se eligen clones que incluyen Vk completo y el péptido lider.

Para la clonacion del gen Vs, se prepara ADNc wusando el cebador Not1 MAGI (5-
CGCGGCCGCAGCTGCTCAGAGTGTAGA-3' SEC ID NO: 42). Los adaptadores renaturalizados AD1 y AD2 se ligan
a ambos términos 5' y 3' del ADNc bicatenario. Los adaptadores en los extremos 3' se extraen por digestion de Not1.
El producto digerido se usa como molde en PCR con el oligonucledtdo AD1 y MAG2 (5-
CGGTAAGCTTCACTGGCTCAGGGAAATA-3' SEC ID NO: 43) como cebadores. Los fragmentos de ADN de 500 a
600 bp de longitud se clonan en pUC19. Los oligonucledtidos Not1-MAG1 y MAG2 derivan de la region Cy.7.1
murina y tienen 180 y 93 bp, respectivamente, en direccion 3’ desde el primer bp del gen Cy.7.1 murino. Se eligen
clones que incluyen el Vy completo y el péptido lider.

2. Construccion de vectores de expresion para IgG y Fab de MASP-2 quiméricos. Se usaron los genes Vy y Vk
clonados anteriormente descritos como moldes en una reacciéon PCR para afiadir el consenso Kozak al extremo 5'y
el donante de empalme al extremo 3' de la secuencia de nucleétidos. Después de analizar las secuencias para
confirmar la ausencia de errores de la reaccion PCR, los genes Vy y Vk se insertan en cassettes de vectores de
expresion que contienen C.y1 y C. kappa humanos, respectivamente, para dar pSV2neoVy-huCy1 y pSV2neoV-
huCy. Los ADN de plasmido purificados en gradientes de CsCl de los vectores de cadena pesada y ligera se usan
para transfectar células COS por electroporacion. Después de 48 horas, el sobrenadante de cultivo se ensaya por
ELISA para confirmar la presencia de aproximadamente 200 ng/ml de IgG quimérica. Las células se cosechan y se
prepara ARN total. EI ADNc de la primera cadena se sintetiza a partir del ARN total usando oligo dT como el
cebador. Este ADNc se usa como molde en la reaccion PCR para generar los fragmentos de ADN, Fd y kappa. Para
el gen Fd, se lleva a cabo una reaccion PCR usando 5-AAGAAGCTTGCCGCCACCATGGATTGGCTGTGGAACT-3'
(SEC ID NO: 44) como e cebador 5 'y un ~cebador 3 derivado de CH1 (5-
CGGGATCCTCAAACTTTCTTGTCCACCTTGG-3' SEC ID NO: 45). Se confirma que la secuencia de ADN contiene
Vi y Vk y el dominio CH1 de IgG1 humana. Después de la digestion con las enzimas correctas, los fragmentos de
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ADN Fd se insertan en los sitios de restriccion Hindlll y BamHI del cassette del vector de expresion pSV2dhfr-TUS
para dar pSV2dhfrFd. El plasmido pSV2 se comercializa y consiste en segmentos de ADN de diversas fuentes: ADN
pBR322 (linea delgada) contiene el origen pBR322 de replicacién de ADN (pBR ori) y el gen de resistencia a
lactamasa ampicilina (Amp); ADN SV40, representado por sombreado y marcado mas gruesos, contiene el origen
SV40 de replicacion de ADN (SV40 ori), promotor temprano (5' a los genes dhfr y neo), y la sefial de poliadenilacion
(3' a los genes dhfr y neo). La sefial de poliadenilacion derivada de SV40 (pA) también esta dispuesta en el extremo
3' del gen Fd.

Para el gen kappa, se lleva a cabo reaccion PCR usando 5-A AG A A AGCTTGCCGCC ACC ATGTTCTC ACT
AGCTCT - 3 (SEC ID NO: 46) como el cebador 5 y un cebador 3 derivado de Ck (5-
CGGGATCCTTCTCCCTCTAACACTCT-3' SEC ID NO: 47). Se confirma que la secuencia de ADN contiene las
regiones Vy completa y Vk humana. Después de la digestion con enzimas de restriccion correctas, los fragmentos de
ADN kappa se insertan en los sitios de restriccion Hindlll y BamHI del cassette del vector de expresion pSV2neo-
TUS para dar pSV2neoK. La expresion de ambos genes Fd y .kappa es promovida por elementos potenciadores y
promotores derivados de HCMV. Ya que el gen Fd no incluye el residuo de aminoacidos cisteina implicado en el
enlace disulfuro intercadenas, este Fab quimérico recombinante contiene cadenas pesada y ligera no
covalentemente unidas. Este Fab quimérico esta disefiado como cFab.

Para obtener Fab recombinante con un enlace disulfuro inter-cadena pesada vy ligera, el gen Fd anteriormente
mencionado se puede extender para incluir la secuencia codificadora de 9 aminoacidos adicionales (EPKSCDKTH
SEC ID NO: 48) de la region bisagra de IgGl humana. El segmento de ADN BstEll-BamHI que codifica 30
aminoacidos en el extremo 3' del gen Fd se puede reemplazar con los segmentos de ADN que codifican el Fd
extendido, resultando en pSV2dhfrFd/9aa.

3. Expresion y purificacion de IgG anti-MASP-2 quimérica

Para generar lineas celulares que segregan IgG anti-MASP-2 quimérica, se transfectan células NSO con ADN de
plasmido purificado de pSV2neoVy-huC.yl y pSV2neoV-huC kappa por electroporacion. Las células transfectadas se
seleccionan en presencia de 0,7 mg/ml G418. Las células se desarrollan en un matraz giratorio de 250 ml usando
medio que contiene suero.

El sobrenadante de cultivo de un matraz de cultivo centrifugo de 100 ml se carga en una columna de 10 ml
PROSEP-A (Bioprocessing, Inc., Princeton, N.J.). La columna se lava con 10 volumenes de lecho de PBS. El
anticuerpo unido se eluye con tampoén de citrato 50 mM, pH 3,0. Se afiade un volumen equivalente de Hepes 1 M,
pH 8,0 a la fraccidon que contiene el anticuerpo purificado para ajustar el pH a 7,0. Se extraen las sales residuales
por intercambio de tampones con PBS por ultrafiltracién de la membrana Millipore (P.M. valor de corte: 3.000). La
concentracion de proteina del anticuerpo purificado se determina por el método BCA (Pierce).

4. Expresion y purificacion de Fab anti-MASP-2 quimérico

Para generar lineas celulares que segregan Fab anti-MASP-2 quimérico, se transfectan células CHO con ADN de
plasmido purificado de pSV2dhfrFd (o pSV2dhfrFd/9aa) y pSV2neokappa, por electroporacion. Las células
transfectadas se seleccionan en presencia de G418 y metotrexato. Las lineas celulares seleccionadas se amplian en
concentraciones en aumento de metotrexato. Las células se subclonan en forma unicelular por dilucion limitativa.
Las lineas celulares subclonadas unicelulares de gran produccion se desarrollan luego en un cultivo giratorio de 100
ml que usa medio libre de suero.

Se purifica Fab anti-MASP-2 quimérico por cromatografia de afinidad, usando un MoAb anti-idiopatico de ratén a
MoAb de MASP-2. Un MoAB de MASP-2 anti-idiopatico se puede preparar inmunizando a ratones con MoAb anti-
MASP-2 murino conjugado con hemocianina de lapa californiana (KLH) y seleccionando la unién de MoAb especifica
que se puede completar con MASP-2 humana. Para la purificaciéon, 100 ml de sobrenadante de cultivos giratorios de
células CHO que producen cFab o cFab/9aa se cargan a una columna de afinidad acoplada con un MoAb de MASP-
2 anti-idiotipo. La columna luego se lava a fondo con PBS antes de eluir el Fab unido con dietilamina 50 mM, pH
11,5. Se extraen las sales residuales por intercambio de tampones como se describié precedentemente. La
concentracion de proteina del Fab purificado se determina por el método BCA (Pierce).

La capacidad de la IgG de MASP-2 quimérica, cFab y cFAb/9aa para inhibir las vias del complemento dependientes
de MASP-2 se puede determinar usando los ensayos que se describen en el Ejemplo 2.

Ejemplo 11

Este ejemplo describe un ensayo de escisién de C4 in vitro que se utiliza como estudio funcional para identificar
agentes inhibidores de MASP-2 capaces de bloquear la activacion del complemento dependiente de MASP-2-via L-
ficolina/P35, H-ficolina, M-ficolina o manano.

Ensayo de escisién de C4: Un ensayo de escision de C4 ha sido descrito por Petersen, S.V., et al., J. Immunol.
Methods 257:107, 2001, el cual mide la activacion de la via de lectinas resultante de acido lipoteicoico (LTA) de S.
aureus que se une a L-ficolina.
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Reactivos: Se prepara S. aureous (DSM20233) fijada a formalina de la siguiente manera:

se desarrollan bacterias durante toda la noche a 37 °C en medio de sangre y soja triptico, se lava tres veces con
PBS, luego se fija durante 1 h a temperatura ambiente en PBS/0,5% formalina y se lava otras tres veces con PBS,
antes de resuspenderse en tampon de recubrimiento (Na2Cos 15 mM, NaHCO3; 35 mM, pH 9,6).

Ensayo: Los pocillos de una placa de microtitulacion Nunc MaxiSorb (Nalgene Nunc International, Rochester, NY) se
recubren con: 100 pl de S. aureus DSM20233 fijada a formalina (ODsso = 0,5) en tampdn de recubrimiento con 1 ug
de L-ficolina en tampdn de recubrimiento.

Después de incubar durante toda la noche, los pocillos se bloquean con albumina de suero humano al 0,1% (HSA)
en TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4), luego se lavan con TBS que contiene 0,05% Tween 20 y CaCl; 5
mM (tampoén de lavado). Las muestras de suero humano se diluyen en Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, CaCl, 10 mM,
0,05% Triton X-100, 0,1% HSA, pH 7,4, lo que previene la activacion de C4 enddgena y disocia el complejo C1
(compuesto por C1q, C1r y C1s). Los agentes inhibidores de MASP-2, incluidos MoAb anti-MASP-2 y péptidos
inhibidores se anaden a las muestras de suero en concentraciones variables. Las muestras diluidas se afiaden a la
placa y se incuban durante la noche a 4° C. Después de 24 horas, las placas se lavan a fondo con tampon de
lavado, luego se afiaden a cada pocillo 0,1 ug de C4 humana purificada (obtenida como se describe en Dodds, A.W.,
Methods Enzymol. 223:46, 1993) en 100 (pl de barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl; 2 mM, MgCl; 1 mM, pH 7,4.
Después de 1,5 h a 37 °C, las placas se lavan nuevamente y se detecta la deposicion de C4b usando C4c
antihumano de pollo conjugado a fosfatasa alcalina (se obtiene de Immunsystem, Uppsala, Suecia) y se mide
usando el sustrato colorimétrico fosfato de p-nitrofenilo.

Ensayo de C4 en manano: El ensayo anteriormente descrito se adapta para medir la activacion de la via de lectinas
mediante MBL recubriendo la placa con LSP y manano antes de afadir suero mezclado con diversos agentes
inhibidores de MASP-2.

Ensayo de C4 en H-ficolina (Hakata Ag): El ensayo anteriormente descrito se adapta para medir la activacion de la
via de lectinas mediante H-ficolina recubriendo la placa con LPS y H-ficolina antes de afiadir suero mezclado con
diversos agentes inhibidores de MASP-2.

Ejemplo 12
El siguiente ensayo demuestra la presencia de activacion de la via clasica en ratones de tipo salvaje y MASP-2-/-.

Métodos: Se generaron complejos inmunes in situ recubriendo placas de microtitulacion (Maxisorb, Nunc, cat. No.
442404, Fisher Scientific) con 0,1% de albumina de suero humana en Tris 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 durante 1
hora a temperatura ambiente seguido de incubacion durante la noche a 4 °C con antisuero de suero completo anti
oveja (Scottish Antibody Production Unit, Carluke, Escocia) diluido 1:1000 en TBS/tween/Ca?*. Las muestras de
suero se obtuvieron de ratones de tipo salvaje y MASP-2-/- y se afiadieron a las placas recubiertas. Se prepararon
muestras control en las que C1q se despojé de las muestras de suero de tipo salvaje y MASP-2-/-. El suero de raton
despojado de C1q se preparé usando Dynabeads acoplada a proteina A (Dynal Biotech, Oslo, Noruega) recubierta
con C1q IgG antihumana de conejo (Dako, Glostrap, Dinamarca), segun las instrucciones del proveedor. Las placas
se incubaron durante 90 minutos a 37 °C. El C3b unido se detecté con un anticuerpo policlonal anti-C3c humano
(Dako A 062) diluido en TBS/tw/ Ca’™ a 1:1000. El anticuerpo secundario es IgG anti-conejo de cabra.

Resultados: La FIGURA 9 expone los niveles relativos de deposicion de C3b en placas recubiertas con IgG en suero
de tipo salvaje, suero de MASP-2-/-, suero de MASP-2-/- despojado de C1q de tipo salvaje y suero de MASP-2-/-
despojado de C1q. Estos resultados demuestran que la via clasica esta intacta en la cepa de raton MASP-2-/-.

Ejemplo 13

El siguiente ensayo se usa para estudiar si un agente inhibidor bloquea la via clasica, analizando el efecto de un
agente inhibidor de MASP-2 bajo condiciones en las que la via clasica es iniciada por complejos inmunes.

Métodos: Para ensayar el efecto de un agente inhibidor de MASP-2 en condiciones de activacion del complemento
en las que la via clasica es iniciada por complejos inmunes, muestras de 50 pl por triplicado que contienen 90% NHS
se incuban a 37° C en presencia de 10 pg/ml de complejo inmune (IC) o PBS, y también se incluyen muestras por
triplicado paralelas (+/-IC) que contienen anticuerpo monoclonal anti-properdina 200 nM durante la incubacion a 37
°C. Después de una incubacién de dos horas a 37 °C, se afiade EDTA 13 mM a todas las muestras para detener la
activacion adicional del complemento, y las muestras se enfrian inmediatamente a 5 °C. Las muestras luego se
conservan a -70 °C antes de ensayarse para productos de activacion del complemento (C3a y sC5b-9) usando kits
ELISA (Quidel, Catalogos num. A015 y A009) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ejemplo de referencia 14

Este ejemplo demuestra que el sistema de activacion del complemento de MASP-2 dependiente de lectinas se activa
en la fase de isquemia/reperfusion que le sigue a una reparacion de aneurisma aoértico abdominal.
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Fundamento y disefio experimental: Los pacientes que se someten a una reparacion de aneurisma adrtico
abdominal (AAA) estan sujetos a una lesién de isquemia-reperfusion, que es mediada en gran medida por la
activacion del complemento. Investigamos la funciéon de la via de activacion del complemento de lectinas
dependiente de MASP-2 en lesion de isquemia y reperfusion en pacientes que se someten a una reparacion de AAA.
El consumo de lectina de unién a manano (MBL) en suero se usé para medir la cantidad de activacion de la via de
lectinas dependiente de MASP-2 que ocurrié durante la reperfusion.

Aislamiento de muestras del suero de pacientes: Se incluyé en este estudio un total de 23 pacientes que se
sometieron a reparacion de AAA infrarrenal electiva y 8 pacientes control que se sometieron a cirugia abdominal
mayor.

Para los pacientes que se sometieron a reparacion de AAA, se tomaron muestras de sangre sistémicas de la arteria
radial de cada paciente (con una via arterial) en cuatro puntos de tiempo definidos durante el procedimiento: punto
de tiempo 1: induccién de anestesia; punto de tiempo 2: justo antes del pinzamiento arterial; punto de tiempo 3: justo
antes de la extraccion de la pinza aortica; y punto de tiempo 4: durante la reperfusion.

Para los pacientes control que se sometieron a cirugia abdominal mayor, se tomaron muestras de sangre sistémicas
en la induccion de la anestesia y dos horas después del comienzo del procedimiento.

Ensayo de los niveles de MBL: Se ensay6 la muestra de plasma de cada paciente para niveles de lectina unida a
manano (MBL) usando técnicas de ELISA.

Resultados: Los resultados de este estudio se exponen en la FIGURA 10, que presenta un grafico que muestra el
cambio medio en porcentaje en los niveles de MBL (eje y) en cada uno de los diversos puntos de tiempo (eje x). Los
valores de partida para MBL son 100%, en donde se muestran reducciones relativas en lo sucesivo. Como se
muestra en la FIGURA 10, los pacientes con AAA (n=23) exhiben una reduccion significativa en los niveles de MBL
en plasma, promediando aproximadamente 41% de reduccion al momento de la isquemia/reperfusion que le sigue a
AAA. En contraste, en pacientes control (n=8) sometidos a cirugia abdominal mayor, se observé solamente un
consumo leve de MBL en las muestras de plasma.

Los datos presentados proveen una fuerte indicacion de que la via de lectinas dependiente de MASP-2 del sistema
del complemento se activa en la fase de isquemia/reperfusion que le sigue a la reparacion de AAA. La reduccion de
los niveles de MBL parece estar asociada a la lesion de isquemia-reperfusion porque los niveles de MBL caen
significativa y rapidamente cuando el vaso mayor pinzado se reperfunde después del final de la operacion. En
contraste, los sueros control de pacientes que se someten a cirugia abdominal mayor sin un ataque de isquemia-
reperfusion importante solamente exhiben una ligera disminucién de los niveles de MBL en plasma. En vista de la
contribucién bien establecida de la activacion del complemento en la lesién de reperfusién, concluimos que la
activacion de la via de lectinas dependiente de MASP-2 en células endoteliales isquémicas es un factor importante
en la patologia de la lesion de isquemia/reperfusion. Por consiguiente, se esperaria que un bloqueo o una reduccién
transitoria en la via de lectinas dependiente de MASP-2 de la activacién del complemento tuviese un impacto
terapéutico beneficioso significativo para mejorar el resultado de los procedimientos clinicos y de las enfermedades
que implican ataque isquémico transitorio, p. €j., infarto de miocardio, infarto de intestino, quemaduras, trasplantes y
accidentes cerebrovasculares.

Ejemplo de referencia 15

Este ejemplo describe el uso de la cepa MASP-2-/- como un modelo animal para ensayar los agentes inhibidores de
MASP-2 (tiles para tratar la artritis reumatoidea.

Antecedentes y fundamentos: Modelo de artritis murina: Ratones transgénicos (tg) receptores de células T (TCR
K/BxN son un modelo recientemente desarrollado de artritis inflamatoria (Kouskoff, V., et al., Cell 87:811-822, 1996;
Korganow, A.S., et al., Immunity 10:451-461, 1999; Matsumoto, |., et al., Science 286:1732-1735, 1999; Maccioni M.
et al., J. Exp. Med. 195(8): 1071-1077, 2002). Los ratones K/BxN desarrollan espontaneamente una enfermedad
autoinmune con la mayoria de las caracteristicas clinicas, histoldgicas e inmunoldégicas de la RA en seres humanos
(Ji, H., et al., Immunity 16:157-168, 2002). El receptor murino es especifico de las articulaciones, pero es iniciado y
luego perpetuado por autorreactividad de las células T, luego B a glucosa-6-fosfato isomerasa ("GPI"), un antigeno
que se expresa en forma ubicua. Asimismo, la transferencia de suero (o Igs anti-GPI purificados) de ratones K/BxN
artriticos a animales sanos provoca artritis al cabo de varios dias. También se ha demostrado que los anticuerpos
anti-GPI policlonales o una agrupacion de anticuerpos anti-GPl monoclonales del isotipo IgGl inducen artritis cuando
se inyectan en receptores sanos (Maccioni et al., 2002). El modelo murino es relevante a RA humana, ya que se ha
descubierto que el suero de pacientes con RA también contiene anticuerpos anti-GPI, lo cual no sucede en
individuos normales. Se ensay6 un raton deficiente de C5 en este sistema y se hallé que bloquea el desarrollo de
artritis (Ji, H., et al., 2002, supra). Hubo también una fuerte inhibicién de la artritis en ratones nulos de C3, lo que
implica a la via alternativa, no obstante, los ratones nulos de MBP-A desarrollaron artritis. En los ratones, sin
embargo, la presencia de MBP-C puede compensar la pérdida de MBP-A.

En base a las observaciones descritas en este documento, la MASP-2 cumple una funcién esencial en el inicio de
las vias de lectinas y alternativa, el modelo artritico K/BxN es util para estudiar los agentes inhibidores de MASP-2
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que son eficaces para uso como agentes terapéuticos para tratar la RA.

Métodos: Se obtiene el suero de ratones K/BxN artriticos a los 60 dias de vida, se mezcla y se inyecta (150-200 pl

i.p.) en receptores MASP-2-/- (obtenidos como se describe en el Ejemplo 1); y en las camadas control con o sin
agentes inhibidores de MASP-2 (MoAb, péptidos inhibidores y similares descritos en este documento) en los dias 0 y
2. Un grupo de ratones normales también se pre-trata con un agente inhibidor de MASP-2 por dos dias antes de
recibir la inyeccion de suero. Un grupo mas de ratones recibe una inyeccion de suero en el dia 0, seguida por un
agente inhibidor de MASP-2 en el dia 6. Se evalta un indice clinico con el paso del tiempo con un punto para cada
pata afectada, 2 punto para una pata con solamente inflamacion leve. El espesor del tobillo se mide también con
una pinza (el espesor se define como la diferencia desde la medicion del dia 0).

Ejemplo de referencia 16

Este ejemplo describe un ensayo para inhibicién del dafio al tejido mediado por el complemento en un modelo ex
vivo de corazones de conejo perfundidos con plasma humano.

Antecedentes y fundamentos: La activacion del sistema del complemento contribuye al rechazo hiperagudo de
xenoinjertos. Estudios previos han demostrado que el rechazo hiperagudo puede ocurrir en ausencia de anticuerpos
antidonantes mediante la activacion de la via alternativa (Johnston, P.S., et al., Transplant Proc. 23:877-879, 1991).

Métodos: Para determinar si los agentes inhibidores anti-MASP-2 aislados, tales como anticuerpos anti-MASP-2
obtenidos como se describe en el Ejemplo 7 son capaces de inhibir la via del complemento en dafio al tejido, los
fragmentos de MoAb y anticuerpos anti-MASP-2 se pueden ensayar usando un modelo ex vivo en el que los
corazones de conejos aislados se perfunden con plasma humano diluido. Se demostré previamente que este modelo
causa dafio al miocardio de conejos debido a la activacion de la via del complemento alternativa (Gralinski, M.R., et
al., Immunopharmacology 34:79-88, 1996).

Ejemplo de referencia 17

Este ejemplo describe un ensayo que mide la activacion de neutréfilos que es util como indicador de una dosis eficaz
de un agente inhibidor de MASP-2 para el tratamiento de afecciones asociadas con la via dependiente de lectinas de
acuerdo con los métodos de la invencion.

Métodos: Un método para medir la elastasa de los neutrdfilos ha sido descrito en Gupta-Bansal, R., et al., Molecular
Immunol. 37:191-201, 2000. En resumen, el complejo de elastasa y a1-antitripsina del suero se mide con un ensayo
sandwich de dos sitios que utiliza anticuerpos contra elastasa y as-antitripsina. Se recubren placas de microtitulacion
de poliestireno con una dilucion 1:500 de anticuerpo de elastasa antihumano (The Binding Site, Birmingham, Reino
Unido) en PBS durante la noche a 4 °C. Después de aspirar la disolucion de anticuerpos, los pocillos se bloquean
con PBS que contiene 0,4% HAS durante 2 h a temperatura ambiente. Se afiaden a los pocillos alicuotas (100 pl) de
muestras de plasma que son tratadas con o sin un agente inhibidor de MASP-2. Después de una incubacién dea 2 h
a temperatura ambiente, los pocillos se enjuagan abundantemente con PBS. El complejo de elastasa-as-antitrisina
ligado se detecta por adicion de una dilucion 1:500 de anticuerpo as-antitripsina conjugado a peroxidasa en
disolucién de bloqueo que se deja incubar por 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar la placa con PBS, se
afiaden alicuotas de 100 pl de sustrato TMB. La reaccion de TMB se inactiva por adicién de 100 ul de acido
fosfdrico, y la placa se lee a 450 nm en una lectora de microplacas.

Ejemplo de referencia 18

Este ejemplo describe un modelo animal para ensayar agentes inhibidores de MASP-2 Utiles para tratar la isquemia
de miocardio/reperfusion.

Métodos: Un modelo de isquemia de miocardio-reperfusién ha sido descrito por Vakevaetal., Circulation 97:2259-
2267, 1998, y Jordan et al., Circulation 104(12): 1413-1418, 2001. El modelo descrito se puede modificar para uso
en ratones MASP-2-/- y MASP-2+/+ de la siguiente manera. En resumen, se anestesian ratones macho adultos. Se
canulan la vena yugular y la trdquea, y se mantiene la ventilacion con 100% oxigeno con un ventilador para roedores
ajustado para mantener el CO; exhalado entre 3,5% y 5%. Se realiza una toracotomia izquierda y se coloca una
sutura a 3 0 4 mm del origen de la arteria coronaria izquierda. Cinco minutos antes de la isquemia, los animales
reciben el agente inhibidor de MASP-2, tal como anticuerpos anti-MASP-2 (p. €j., en un intervalo de dosis entre 0,01
y 10 mg/kg). Se inicia entonces la isquemia ajustando la sutura alrededor de la arteria coronaria y se mantiene
durante 30 minutos, seguida por cuatro horas de reperfusion. Los animales con operacion simulada se preparan de
manera idéntica sin ajuste de la sutura.

Analisis de deposicién de C3 del complemento: Después de la reperfusion, las muestras para inmunohistoquimica se
obtienen de la region central del ventriculo izquierdo, se fijan y se congelan a -80 °C hasta procesarse. Los cortes de
tejido se incuban con anticuerpo de C3 antirrata de cabra conjugado a HRP. Los cortes de tejido se analizan para
presencia de tincion de C3 en presencia de agentes inhibidores anti-MASP-2 segun lo comparado con los animales
control con operacion simulada y los animales MASP-2-/- para identificar los agentes inhibidores de MASP-2 que
reducen la deposicién de C3 in vivo.
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Ejemplo de referencia 19

Este ejemplo describe el uso de la cepa de MASP-2-/- como un modelo animal para ensayar los agentes inhibidores
de MASP-2 por su capacidad de proteger el tejido trasplantado contra lesion de isquemia/reperfusion.

Antecedentes/Fundamentos: Se sabe que la lesion de isquemia/reperfusion ocurre en el 6rgano de un donante
durante el trasplante. El grado de dafio al tejido se relaciona con la longitud de la isquemia y es mediado por el
complemento, como lo demuestran diversos modelos y el uso de los agentes inhibidores del complemento como el
receptor soluble de tipo 1 (CR1) (Weisman et al., Science 249:146-151, 1990; Mulligan et al., J. Immunol. 148:1479-
1486, 1992; Pratt et al., Am. J. Path. 163(4):1457-1465, 2003). Se ha descrito un modelo animal para trasplante por
Pratt et al., Am. J. Path. 163(4): 1457-1465, que se puede modificar para uso con el modelo de raton MASP-2-/- y/o
para uso como sistema del modelo a MASP-2+/+ en el que seleccionar agente inhibidores de MASP-2 por su
capacidad de proteger el tejido trasplantado de lesion de isquemia/reperfusion. La purga del rifién del donante con el
fluido de perfusion antes del trasplante proporciona una oportunidad de introducir agentes inhibidores anti-MASP-2
en el rifdn del donante.

Métodos: Se anestesian ratones MASP-2-/- y/o MASP-2+/+. El rifién izquierdo del donante se diseca y la aorta se
liga en sentido cefalico y caudal hacia la arteria renal. Un catéter Portex (Portex Ltd, Hythe, Reino Unido) se inserta
entre las ligaduras vy el rifion se perfunde con 5 ml de disolucion de perfusion renal Soltran (Baxter Health Care,
Reino Unido) que contiene agentes inhibidores de MASP-2 tales como anticuerpos monoclonales anti-MASP-2 (en
un intervalo de dosis de 0,01 mg/kg a 10 mg/kg) por un periodo de por lo menos 5 minutos. El trasplante renal se
realiza luego y los ratones se controlan con el transcurso del tiempo.

Analisis de receptores de trasplantes: Se cosechan trasplantes renales en distintos intervalos de tiempo y se
analizan los cortes de tejido usando anti-C3 para determinar el grado de deposicién de C3.

Ejemplo de referencia 20

Este ejemplo describe el uso de un modelo animal de artritis inducida por colageno (CIA) para ensayar agentes
inhibidores de MASP-2 para tratar artritis reumatoidea (RA).

Antecedentes y fundamentos: La artritis inducida por colageno (CIA) representa una poliartritis inducible en cepas
susceptibles de roedores y primates después de la inmunizacién con colageno natural de tipo 1l y se reconoce como
modelo relevante para artritis reumatoidea humana (RA) (véanse Courtney et al., Nature 283: 666 (1980); Trenthan
etal., J. Exp. Med. 146: 857 (1977)). Tanto la RA como la CIA se caracterizan por inflamacién articular, formacién de
pannus y erosion de cartilagos y huesos. La cepa murina susceptible a CIA, DBA/1LacJ es un modelo desarrollado
de CIA en el que los ratones desarrollan artritis clinicamente severa después de la inmunizacidon con colageno
bovino de tipo Il (Wang et al., J. Immunol. 164: 4340-4347 (2000). Una cepa de raton deficiente de C5 se cruzoé con
DBA/1LacJ, y se hallé que la cepa resultante era resistente al desarrollo de artritis CIA (Wang et al., 2000, supra).

En base a las observaciones descritas en este documento de que la MASP-2 cumple una funcién esencial en el
inicio de las vias de lectinas y alternativa, el modelo de artritis CIA es Util para seleccionar agentes inhibidores de
MASP-2 eficaces para uso como agentes terapéuticos para tratar la RA.

Métodos: Se genera un ratdon MASP-2-/- como se describe en el Ejemplo 1. El ratdn MASP-2-/- se cruza luego con
un ratén derivado de la cepa DBA/1Lacd (The Jackson Laboratory). Fl y la subsiguiente descendencia se entrecruza
para producir MASP-2-/- homocigoto en la linea DBA/ILacJ.

La inmunizacién de colageno se lleva a cabo como se describe en Wang et al., 2000, supra. En sintesis, ratones
DBA/1LacJ de tipo salvaje y ratones MASP-2-/- DBA/1LacJ se inmunizan con colageno bovino de tipo Il (BCII) o
colageno de ratén de tipo Il (MCII) (se obtienen de Elastin Products, Owensville, MO), disuelto en acido acético 0,01
M a una concentracion de 4 mg/ml. Cada ratén recibe una inyeccion intradérmica en la base del rabo con 200 ug ClI
y 100 ug de micobacterias. Los ratones se vuelven a inmunizar después de 21 dias y se examinan a diario para el
aspecto de la artritis. Se evalta un indice artritico con el tiempo con respecto a la gravedad de la artritis en cada pata
afectada.

Los agentes inhibidores de MASP-2 se seleccionan en los ratones DBA/1Lacd CIA de tipo salvaje inyectando un
agente inhibidor de MASP-2 tal como anticuerpos monoclonales anti-MASP-2 (en una forma de dosificacion de 0,01
mg/kg a 10 mg/kg) al momento de la inmunizacién de colageno, o bien sistémica o localmente en una o mas
articulaciones y se evalla el indice artritico con el tiempo como se describié anteriormente. Los anticuerpos
monoclonales anti-hMASP-2 como agentes terapéuticos se pueden evaluar faciimente en un modelo de raton a
MASP-2-/-, hMASP-+/+ DBA/1LacJ CIA con genes inactivados.

Ejemplo de referencia 21

Este ejemplo describe el uso de un modelo animal de (NZB/W) F1 para ensayar agentes inhibidores de MASP-2
Utiles para tratar la glomerulonefritis mediada por el complejo inmune.
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Antecedentes y fundamentos: Los ratones F1 New Zealand black x New Zealand white (NZB/W) desarrollan
espontaneamente un sindrome autoinmune de similitudes notables con la glomerulonefritis mediada por el complejo
inmune humano. Los ratones F1 NZB/W sucumben invariablemente a la glomerulonefritis alrededor de los 12 meses
de edad. Como se analiz6 anteriormente, se ha demostrado que la activacion del complemento cumple una funcion
importante en la patogénesis de la glomerulonefritis mediada por el complejo inmune. Se ha demostrado ademas
que la administracion de un MoAb anti-C5 en el modelo de ratén F1 NZB/W resultdé en la mejoria significativa del
curso de la glomerulonefritis (Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 8563-8568 (1996)). En funcién de las
observaciones descritas en este documento de que la MASP-2 cumple una funcién esencial en el inicio de las vias
de lectinas y alternativa, el modelo animal de F1 NZB/W es Uutil para seleccionar agentes inhibidores de MASP-2
eficaces para uso como agentes terapéuticos para tratar la glomerulonefritis.

Métodos: Se genera un raton MASP-2-/- como se describe en el Ejemplo 1. El ratdén MASP-2-/- se cruza luego por
separado con un raton derivado de las cepas de NZB y NZW (The Jackson Laboratory). F1 y la subsiguiente
descendencia se entrecruzan para producir MASP-2-/- homocigoto en ambos fondos genéticos NZB y NZW. Para
determinar la funcion de MASP-2 en la patogénesis de la glomerulonefritis en este modelo, se compara el desarrollo
de esta enfermedad en individuos FI resultantes de las cruzas de ratones NZB x NZW de tipo salvaje o MASP-2-/-
NZB x MASP-2-/-NZW. En intervalos semanales, se recogen muestras de orina de los ratones F1 MASP-2+/+ y
MASP-2-/- y se vigilan los niveles de proteina en la orina para presencia de anticuerpos anti-ADN (como se describe
en Wang et al.,, 1996, supra). También se lleva a cabo el analisis histopatologico de los rifiones para vigilar la
cantidad de deposicion en la matriz mesangial y el desarrollo de glomerulonefritis.

El modelo animal F1 NZB/W es también Util para seleccionar agentes inhibidores de MASP-2 eficaces para uso
como agentes terapéuticos a fin de tratar la glomerulonefritis. A las 18 semanas de vida, se inyectan ratones F1
NZB/W de tipo salvaje por ruta intraperitoneal con agentes inhibidores anti-MASP-2, tales como los anticuerpos
monoclonales anti-MASP-2 (en un intervalo de dosis de 0,01 mg/kg a 10 mg/kg) a una frecuencia semanal o
quincenal. Los marcadores histopatologicos y bioquimicos anteriormente mencionados de glomerulonefritis se usan
para evaluar el desarrollo de la enfermedad en los ratones y para identificar agentes inhibidores de MASP-2 Utiles
para el tratamiento de esta enfermedad.

Ejemplo de referencia 22

Este ejemplo describe el uso de un anillo tubular como modelo para ensayar agentes inhibidores de MASP-2 Utiles
para prevenir el dafio al tejido resultante de la circulaciéon extracorpérea (ECC) como un circuito de derivacion a
cardiopulmonar (CPB).

Antecedentes y fundamentos: Como se describié anteriormente, los pacientes que se someten a ECC durante un
CPB sufren una reaccion inflamatoria sistémica, que es en parte causada por la exposicion de la sangre a las
superficies artificiales del circuito extracorpéreo, pero ademas por factores independientes de la superficie como
traumatismo quirurgico y lesion de isquemia-reperfusion (Butler, J., et al., Ann. Thorac. Surg. 55:552-9, 1993;
Edmunds, L.H., Ann. Thorac. Surg. 66 (Supl):S12-6, 1998; Asimakopoulos, G., Perfusion 14:269-77, 1999). También
se ha demostrado que la via del complemento alternativa cumple una funcién predominante en la activacion del
complemento en circuitos de CPB, resultante de la interaccion de la sangre con las superficies artificiales de los
circuitos de CPB (véase Kirklin et al., 1983, 1986, anteriormente analizado). En consecuencia, en base a las
observaciones descritas en este documento de que la MASP-2 cumple una funcién esencial en la inhibicién de las
vias de lectinas y alternativa, el anillo tubular es util para seleccionar agentes inhibidores de MASP-2 eficaces para
uso como agentes terapéuticos con el fin de prevenir o tratar una reaccion inflamatoria desencadenada por
exposicion extracorpoérea.

Métodos: Se utiliza una modificacion de un anillo tubular previamente descrito para circuitos de derivacion
cardiopulmonar (véase Gong et al., .J. Clinical Immunol. 16(4):222-229 (1996)) como se describe en Gupta-Bansal et
al., Molecular Immunol. 37:191-201 (2000). En sintesis, se extrae sangre de un sujeto sano en un tubo Vacutanier de
7 ml (que contiene 7 unidades de heparina por ml de sangre completa). Un tubo de polietileno similar al que se usa
en los procedimientos de CPB (p. €j., I.D. 2,92 mm; O.D. 3,73 mm, longitud: 45 cm) se rellena con 1 ml de sangre y
se cierra en un bucle con una pieza corta de un tubo de silicona. Un tubo control que contiene sangre heparinizada
con EDTA 10 mM se incluyé en el estudio como control de fondo. La muestra y los tubos control se giraron
verticalmente en un bafio de agua durante 1 hora a 37° C. Después de la incubacioén, las muestras de sangre se
transfirieron a tubos micréfugos de 1,7 ml que contenian EDTA, resultando en una concentracion final de EDTA 20
mM. Las muestras se centrifugaron y se recogio el plasma. Se afiaden agentes inhibidores de MASP-2, tales como
anticuerpos anti-MASP-2 a la sangre heparinizada inmediatamente antes de la rotacion. Las muestras de plasma se
someten luego a ensayos para medir la concentracion de C3a y C5b-9 soluble como se describe en Gupta-Bansal et
al., 2000, supra.

Ejemplo de referencia 23

Este ejemplo describe el uso de un sistema modelo de ligadura y puncion del ciego (CLP) en ratones para ensayar
agentes inhibidores de MASP-2 utiles para tratar septicemia o una afeccion resultante de septicemia, incluido
choque septicémico, sindrome de dificultad respiratoria aguda resultante de septicemia y sindrome de respuesta
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inflamatoria sistémica.

Antecedentes y fundamentos: Como se analiz6 anteriormente, se ha demostrado en numerosos estudios que la
activacion del complemento tiene una funciéon importante en la patogénesis de la septicemia (véase Bone, R.C.,
Annals. Internal. Mecl. 115:457-469, 1991). El modelo de roedor de CLP es un modelo reconocido que imita el curso
clinico de la septicemia en seres humanos y se considera un modelo sustituto razonable para septicemia en seres
humanos (véase Ward, P., Nature Review Immunology Vol 4: 133-142 (2004). Un estudio reciente ha demostrado
que el tratamiento de animales CLP con anticuerpos anti-C5a produjo bacteremia y una supervivencia muy mejorada
(Huber-Lang et al., J. of Immunol. 169: 3223-3231 (2002). En consecuencia, en base a las observaciones descritas
en este documento de que la MASP-2 cumple una funcion esencial en el inicio de las vias de lectinas y alternativa, el
modelo de roedor de CLP es util para seleccionar agentes inhibidores de MASP-2 eficaces para uso como agentes
terapéuticos a fin de prevenir o tratar la septicemia o una afeccién resultante de septicemia.

Métodos: El modelo CLP se adapta del modelo descrito en Huber-Lang et al., 2004, anteriormente mencionado de la
siguiente manera. Se anestesian animales MASP-2-/- y MASP-2+/+. Se realiza una incision abdominal en la linea
media de 2 cm y se liga firmemente el ciego debajo de la valvula ileocecal, evitando la obstruccion intestinal. El ciego
luego se punza con una aguja numero 21. La incisién abdominal se cierra luego en capas con sutura de seda y
grapas para piel (Ethicon, Summerville, NJ). Inmediatamente después de CLP, los animales reciben una inyeccion
de un agente inhibidor de MASP-2 tal como anticuerpos monoclonales anti-MASP-2 (en un intervalo de dosis de 0,01
mg/kg a 10 mg/kg). Los anticuerpos monoclonales anti-hMASP-2 como agentes terapéuticos se pueden evaluar
facilmente en un modelo de CLP con genes modificados de raton de MASP-2-/-, hMASP-+/+. El plasma de los
ratones se analiza luego para niveles de anafilatoxinas derivadas del complemento y ataque respiratorio usando los
ensayos descritos en Huber-Lang et al., 2004, supra.
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cly

atg
Met

ctg
Leu
320

caa
Gln

ety

cct
Pro

oty

ttc
Phe
400

ety

cct
Pro

&y

tcc
Ser

ctg
Leu
225

tgt
Cys

cca
Pro

acg
Thr

tag
Trp

gcg
Ala
305

aaa
Lys

&ty

tct
Ser

cct
Pro

at
va
385

tac
Tyr

ttc
Phe

gtt
val

caa
Gln

agt
Ser
210

gac
Asp

[
Pro

trc
Phe

gt
va

aag
Lys
290

cca
Pre

gac
Asp

cac
H1s

tag
Trp

gat
Asp
370

acc
Thr

aca
Thr

tgg
Trp

tgt
Cys

aag
LysS
450

ES 2 628 867 T3

tgc
Cys

ttt
Phe

tac
Tyr

tgt
Cys

acc
Thr
275

atc
Ile

cCct
Pro

agc
ser

ttg
Leu

gac
Asp
355

gat
Asp

acc
Thr

atg
Met

acg
Thr

&ty
435

ca
g1a

act
Thr

gt
va

gac
Asp

&y
260

atc
Ile

cac
His

aat
ASn

tte
Phe

cCC
Pro
340

<gg
Arg

cta
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

agc
ser
420

cta
Leu

dda
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

Tttt
Phe
245

aag
Lys

acc
Thr

tac
Tyr

ety

tce
Ser
325

ctg
lLeu

cca
Pro

cCccC
Pro

add
Lys

gt
va
405

tcc
ser

tca
Ser

cct
Pro

age
Ser

tcc
ser
230

ctc
Leu

aca
Thr

ttt
Phe

acg
Thr

cac
His
310

ate
Ile

aaa
Lys

atg
Met

agt
sSer

gct
Ala
390

aat
ASn

daa
Lys

cC
21a

3t

43

atc
Ile
215

ttc
Phe

aag
Lys

ttg
Leu

gtc
val

agce
Ser
295
gtt
val

ttt
Phe

tcc
ser

CcCcC
Pro

2y
375

gt
va

gat
Asp

&y

cgce
Arg

gat
455

age ctg
ser Leu

gat gt
ASp va

att caa
Ile GlIn

ccc cac
Pro His
265

aca gat
Thr Asp
280

aca gcg
Thr Ala

tca cct
Ser Pro

tgc gag
Cys Glu

ttt act
Phe Thr
345

gcg tgc
Ala Cys
360

cga gt
Arg va

att cag
Ile GIn

g?t aaa
Yy Lys

gaa aaa
Glu Lys
425

aca aca
Thr Thr
440

Tttt Cct
Phe Pro

gag
Glu

Glu

aca
Thr
250

499
Arg

gaa
Glu

cag
Gln

gt
va

act
Thr
330

gca
Ala

agc
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

tat
Tyr
410

tca
Ser

oty

tgg
Trp

675

723

771

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1395
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caa
Gln

gac
Asp
475

gat
Asp

cct
Pro

tat
Tyr

aat
Asn

aga
Arg
555
tct
Ser

tat
Tyr

gaa
Glu

gct
Ala

9?9
638

&ty
oty

att
Ile

gtc
val
460

aac
Asn

gca
Ala

cat
His

act
Thr

aac
Asn
540

aaa
Lys

&ty

gtc
val

aag
LYsS

ggc
af

gca
Ala

ata
Ile

gtc
val

agt
Ser

ctg ata tta g?t g?a acc
Leu Ile Leu Gly Gey Thr
465

tgg gtc cta aca gct gct
Trp vVal Leu 126 Ala Ala

tcc gcc ctg gac att cga
Ser Ala hgg Asp Ile Arg

tat aca caa gcc tgg tct
Tyr Thr GIn Ala Trp Ser
510

cat gat gct g?c ttt gac
His Asp Ala Gly Phe Asp
525 530

aaa gtt gta atc aat agc
Lys val val Ile ?ZE Ser

gaa gct gaa tccC tft atg
Glu Ala Glu Egg Phe Met

tgg g%a tta acc caa agg
Trp Gly E$g Thr GIn Arg

gac ata ccg att gttt gac
Asp %;8 Pro Ile val Asp

cca ccc tat cca agg g?a
Pro Pro Tyr Pro Arg Gly
605 610

tta gaa agt g%g g?c aag
Leu Glu Ser G gzg Lys

ctg gtg ttt cta gat agt
Leu val Phe Leu Asp Ser
640

gtg tcc tag ggt tcc atg
val Ser Trp Gly Ser Met
655

tac aca aaa gtt att aac
TYr ghg Lys val Ile Asn
7

gat ttt taa cttgcgtgtc t
Asp Phe
685

ES 2 628 867 T3

aca gca gca g?t gca ctt tta tat
Thr Ala Ala 275 Ala Leu Leu Tyr

€at gcC gtc tat gag caa aaa cat
His Ala val Tyr Glu Gln Lys His
485 490

atg g?c acc ctg aaa aga cta tca
Met Gly Thr Leu Lys Arg Leu Ser
500 505

gaa gct gtt ttrt ata cat gaa ggt
Glu Ala val phe Ile His Glu G?y
515 520

aat gac ata gca ctg att aaa ttg
Asn Asp Ile Ala Leu Ile Lys Leu
535

aac atc acg cct att tgt ctg cca
Asn Ile Thr ggg Ile Cys Leu Pro

agg aca gat gac att gga act gca
Arg Thr Asp Asp Ile Gly Thr Ala
565 570

g?t ttt ¢tt gct aga aat cta atg
Gly phe Leu Ala Arg Asn Leu Met
580 585

cat caa aaa tgt act gct gca tat
His GIn Lys Cys Thr Ala Ala Tyr
595 600

agt gta act gct aac atg ctt tgt
Ser val Thr Ala Asn Met Leu Cys
615

gac agc tgc aga g?t gac agc g?a
Asp Ser Cys 25 Gly Asp Ser Gly

gaa aca gag agg tgg ttt gt g?a
Glu Thr Glu Arg Trp Phe val Gly
645 650

aat tgt g?g gaa gca g?t cag tat
Asn Cys Gly Glu Ala Gly Gln Tyr
660 665

tat att ccc tgg atc gag aac ata
Tyr Ile Pro Trp Ile Glu Asn Ile
675 680

gcagtcaag gattcttcat ttttagaaat

gcctgtgaag accttggcag cgacgtggcet cgagaagcat tcatcattac tgtggacatg

gcagttgttg ctccacccaa aaaaacagac

tgccagrtta attccagect tacccattga

gtcatctttyg cccacccagt gtaatgtcac

gccagtctct tttcatactg gctgttggea

tttttaaact tgttcttatt gaazaaaaaa

<210>5
<211> 686
<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 5

tccaggtgag getgctgtea tttetccact
ctcaagggga cataaaccac gagagtgaca
tgctcaaatt acatttcatt accttaaaaa
tttctgtaaa ctgcctgtce atgetctttg

ddaaaaaa

44

1443

1491

1539

1587

1635

1683

1731

1779

1827

1875

1923

1971

2019

2067

2122

2182

2242
2302
2362
2422
2460



Met
1
Pro
Pro
Leu
ASp
65
Ser
Thr
Leu
Gly
Ala

Gly

Lys

Arg

Leu

Gly

Thr

50

Leu

Gly

Glu

ASp

Phe

130

Pro

Gly

Arg

Leu

Gly

Phe

35

Ala

Glu

aAla

Arg

Ile

115

Glu

Gly

Phe

Thr

Leu

Pro

20

Pro

Pro

Leu

LyS

Ala

100

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys

Thr

Lys

Gly

Pro

ser

val

85

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

Ser

Leu

Trp

Glu

Gly

His

70

Leu

Gly

Arg

TYr

Pro

150

Ser

Ala

Leu

Pro

Tyr

Tyr

55

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

Thr

Cys

Leu

Gly

Glu

Ala

40

Arg

Cys

Thr

Asp

120

Ala

Cys

Arg

Cys

ES 2 628 867 T3

Leu

Pro

25

Asn

Leu

Glu

Leu

Thr

105

TYr

Asp

Ala

Ser

Leu

10

val

ASp

Arg

Tyr

Ser

Asp

His

Gly

Gly

Cys

Phe

Gln

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

ASN

Ile

His

155

Tyr

Gln

Gly

Gly

Glu

Gin

Ser

Glu

Asp

140

Cys

val

val

45

Ser
Arg
Arg
45

Phe
val
Glu
Leu
LysS
15
Glu
His
Leu

Phe

val

Leu

30

Arg

Thr

Lys

Ser

Gly

Pro

Cys

Asn

His

Thr

Ala

15

Ala

Trp

His

Leu

Thr

95

ser

Phe

Gln

His

Arg

175

GIn

Thr

Ser

Thr

Phe

ser

80

Asp

ser

Thr

val

Leu

160

Asn

Arg



Ser

Ser

Leu

225

Cys

Pro

Thr

Trp

Ala

305

Lys

Gly

Ser

Pro

val

385

Tyr

Phe

Gly

Ser

210

Asp

Pro

Phe

val

Lys

Pro

AsSD

His

Trp

Asp

370

Thr

Thr

Trp

Glu

1385

Cys

Phe

Tyr

Cys

Thr

275

Ile

Pro

ser

Leu

Asp

355

Asp

Thr

Met

Thr

180

Leu

Thr

val

Asp

Gly

260

Ile

His

Asn

Phe

Pro

340

Arg

Leu

TYyr

Lys

Ser
420

Ser

Tyr

Glu

Phe

245

Lys

Thr

Tyr

Gly

Ser

325

Leu

Pro

Ptro

Lys

val

405

Ser

Ser

Ser

Ser

230

Leu

Thr

Phe

Thr

His

310

Ile

Lys

Met

Ser

Ala

390

Asn

Lys

Pro

Ile

215

Phe

Lys

Leu

val

Ser

295

val

Phe

Ser

Pro

Gly

val

Asp

Gly

Glu

200

Ser

ASD

Ile

Pro

Thr

280

Thr

Ser

Cys

Phe

Ala

360

Arg

Ile

Gly

Glu

ES 2 628 867 T3

185

Tyr

Leu

val

Glin

His

265

Asp

Ala

Pro

Glu

Thr

345

Cys

val

Gln

Lys

Pro

Glu

Glu

Thr

250

Arg

Glu

Gln

val

Thr

330

Ala

Ser

Glu

TYyr

Tyr

410

ser

Arg

Glu

Thr

235

Asp

Ile

Ser

Pro

Gln

315

Gly

val

1le

TYyr

Ser

395

val

Leu

Pro

Gly

220

His

Arg

Glu

Gly

Cys

300

Ala

Tyr

Cys

val

Ile

380

Cys

Cys

Pro

46

TYr

Phe

Pro

Thr

Asp

285

Pro

Lys

Gln
ASp

365

Thr

Glu

val

190

Pro

sSer

Glu

Glu

Lys

270

His

Tyr

Tyr

Leu

350

Cys

Gly

Glu

Ala

Lys

val

Thr

His

Ser

Thr

Pro

Ile

Leu

335

ASp

Gly

Pro

Thr

Leu

Ile

Leu

240

Gly

Asn

Gly

Met

Leu

320

Gln

Gly

Pro

Gly

Phe

400

Gly

Pro



val

Gln

Gly

Ala

Ile

Trp

Phe

Asn

545

Phe

Gln

val

Arg

Gly

Asp

Ser

Ile

Cys

Lys

Thr

Ala

Arg

Ser

530

Ser

Met

Arg

Asp

Gly

610

Lys

Ser

Met

ASn

<210>6

<211> 671

Gly

Ala

Thr

His

Met

Glu

515

ASn

Asn

Arg

Gly

His

595

Ser

Asp

Glu

Asn

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 6

Leu

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

Asp

Ile

Thr

Phe

580

GlIn

val

Ser

Thr

ser

Pro

Ala

val

485

Thr

val

Ile

Thr

Asp

Leu

Lys

Thr

Cys

Glu

645

Gly

Pro

Ala

Gly

Gly

Tyr

Leu

Phe

Ala

Pro

550

Asp

Ala

Cys

Ala

Ar

63

Arg

Glu

Trp

Arg

Asp

Ala

Glu

Lys

Tle

Leu

535

Ile

Ile

Arg

Thr

Asn

615

Gly

Trp

Ala

Ile

Thr

440

Phe

Leu

G1n

Arg

His

520

Ile

Cys

Gly

Asn

Ala

600

Met

Asp

Phe

Gly

Glu
680
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Thr

Pro

Leu

Lys

Leu

505

Glu

Lys

Leu

Thr

Leu

585

Ala

Leu

Ser

val

Gln

665

Ash

Gly

Trp

TYyr

His

490

Ser

Gly

Leu

Pro

Ala

570

Met

Tyr

Cys

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

Asp

ASp

Pro

Tyr

Asn

Arg

Ser

TYr

Glu

Ala

Gly

Gly

Gly

Ile

Arg

val

460

Asn

Ala

His

Thr

Asn

540

Lys

Gly

val

Lys

Gly

Ala

Ile

val

Ser

47

Ile

445

Leu

Trp

Ser

Tyr

His

Lys

Glu

Trp

ASp

Pro

605

Leu

Leu

val

TYyr

Asp
685

Tyr

Ile

val

Ala

Thr

510

Asp

val

Ala

Gly

Ile

590

Pro

Glu

val

ser

Thr

670

Phe

Gly

Leu

Leu

Leu

495

Gln

Ala

val

Glu

Leu

575

Pro

TYr

Ser

Phe

Trp

655

Lys

Gly

Gly

Thr

480

Asp

Ala

Gly

Ile

Ser

560

Thr

Ile

Pro

Gly

Leu

640

Gly

val



Thr
1
ser
Thr
Phe
Ser
65
Asp
Ser
Thr
val
Leu
145
Asn
Arg

Leu

Ile

Pro

Pro

teu

Asp

50

ser

Thr

Leu

Gly

Ala

130

Gly

Lys

ser

Ser

Leu
210

Leu

Gly

Thr

35

Leu

Gly

Glu

Asp

Phe

115

Pro

Gly

Arg

Gly

Ser

195

ASD

Gly

Phe

20

Ala

Glu

Ala

Arg

Ile

100

Glu

Gly

Phe

Thr

Glu

180

Cys

Phe

Pro
5
Pro
Pro
Leu
Lys
Ala
85
Thr
Ala
Glu
Tyr
Cys
165
Leu

Thr

val

Lys

Gly

Pro

Ser

val

70

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

150

ser

ser

Tyr

Glu

Trp

Glu

Gly

His

55

Ley

Gly

Arg

Tytv

Pro

135

Ser

Ala

Ser

ser

Ser
215

Pro

Tyr

Ala

Lys

Ser

Ala

120

Thr

Cys

Leu

Pro

Ile

200

Phe
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Glu

Ala

Arg

Cys

Thr

ASD

Cys

Arg

Cys

Glu

185

ser

Asp

Pro

10

Asn

Leu

Glu

Leu

Thr

90

Tyr

Glu

Asp

Ala

ser

170

Tyr

Leu

val

val
Asp
Arg
Tyr
Cys
75

Phe
Ser
Asp
His
Gly
Gly
Pro
Glu

Glu

Phe

Gln

Leu

Asp

60

Gly

Tyr

AsSn

Ile

His

140

TYr

Gln

Arg

Glu

Thr
220

48

Gly

Glu

TYr

45

Phe

Gln

Ser

Glu

ASD

125

Cys

val

val

Pro

Arg

Arg

30

Phe

val

Glu

Leu

Lys

Glu

His

Leu

Phe

Tyr

Phe

Pro

Leu

15

Arg

Thr

Lys

ser

Gly

95

Pro

cys

Asn

His

Thr

175

Pro

Ser

Glu

Ala

Trp

His

Leu

Thr

80

Ser

Phe

Gln

His

Ar

16

Gln

Lys

val

Thr



Leu

225

Gly

Asn

Gly

Met

Leu

305

Gln

Gly

Pro

Gly

Phe

385

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr
465

Cys

Pro

Thr

Trp

Ala

290

Lys

Gly

Ser

Pro

val

370

Tyr

Phe

val

Gln

Gly

450

Ala

Pro

Phe

val

Lys

275

Pro

Asp

His

Trp

Asp

355

Thr

Thr

Trp

Cys

Lys

Thr

Ala

TYyr

Cys

Thr

260

Ile

Pro

Ser

Leu

Asp

340

AsSp

Thr

Met

Thr

Gly

Ala

Thr

His

Asp

Gly

Ile

His

Asn

Phe

Pro

325

Arg

Leu

Tyr

Lys

Ser

405

Leu

Lys

Ala

Ala

Phe

230

Lys

Thr

Tyr

Gly

Ser

310

Leu

Pro

Pro

Lys

val

390

Ser

Ser

Pro

Ala

val
470

Leu

Thr

Phe

Thr

His

295

Ile

Lys

Met

Ser

Ala

375

ASDH

Lys

Ala

Gly

Gly

TYyr

Lys

Leu

val

Ser

280

val

Phe

ser

Pro

Gly

val

ASp

Gly

Arg

ASD

440

Ala

Glu

ES 2 628 867 T3

Ile

Pro

Thr

265

Thr

Ser

Cys

Phe

Ala

345

Arg

Ile

Gly

Glu

Thr

425

Phe

Leu

Gln

Gln

His

250

Asp

Ala

Pro

Glu

Thr

330

Cys

val

Gln

Lys

Lys

410

Thr

Pro

Leu

Lys

Thr

235

Arg

Glu

Gln

val

Thr

315

Ala

ser

Glu

Tyr

Tyr

395

Ser

Gly

Trp

TYr

His
475

Asp

Ile

Ser

Pro

Gln

300

Gly

val

Ile

Tyr

Ser

380

val

Leu

Gly

Gln

Asp

Asp

49

Arg

Glu

Gly

Cys

Ala

TYr

Cys

val

Ile

365

Cys

Cys

Pro

Arg

val

445

Ash

Ala

Glu

Thr

ASp

270

Pro

Lys

Glu

GIn

350

Thr

Glu

Glu

val

Ile

430

Leu

Trp

Ser

Glu

Lys

His

Tyr

TYTr

Leu

Lys

Cys

Gly

Glu

Ala

Cys

415

TYyr

Ile

val

Ala

His

240

Ser

Thr

Pro

Ile

Leu

320

Asp

Gly

Pro

Thr

ASp

400

Glu

Gly

Leu

Leu

Leu
480
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Asp Ile Arg

Ala

Gly

Ile

Ser

545

Thr

Ile

Pro

Gly

Leu

625

Gly

val

Trp

Phe

Asn

530

Phe

Gln

val

Arg

Gly

Asp

Ser

Ile

<210>7
<211> 4900
<212> ADN
<213> Homo sapien

<400>7
cctgtcctge ctgcctggaa ctetgagcag getggagtca

Ser

Asp

Ser

Met

Arg

ASp

Lys

Ser

Met

Asn

Met

Glu

500

AsSn

Asn

Arg

Gly

His

580

Ser

AsSp

Glu

Asn

Tyr

Gly

Ala

ASP

Ile

Thr

Phe

565

Glin

val

ser

Thr

Cys

Ile

Thr

val

Ile

Thr

Asp

550

Leu

Lys

Thr

Cys

Glu

Gly

Pro

Leu

Phe

Ala

Pro

535

Asp

Ala

Cys

Ala

Ar

61

Arg

Glu

Trp

Lys

Ile

Leu

520

Ile

Ile

Arg

Thr

Asn

600

Gly

Trp

Ala

Ile

ES 2 628 867 T3

Arg

His

505

Ile

Cys

Gly

Asn

Ala

585

Met

ASD

Phe

Gly

Glu
665

Leu

490

Glu

Lys

Leu

Thr

Leu

570

Ala

Leu

Ser

val

Gln

650

AsSn

ser

Gly

Leu

Pro

Ala

555

Met

Tyr

Cys

Gly

Gly

Tyr

Ile

ccagagtcag ggaggctggg ggcaggggca ggtcactgga

ccagcgtagg actgcagacc aggccaggec agctggacgg

gcgccacage ctecctgcag ggtgtggggt gggageacag

Pro His Tyr Thr Gln
495

Tyr Thr His Asp Ala
510

Asn Asn Lys val val
525

Arg Lys Glu Ala Glu
54

Ser Gly Trp Gly Leu
560

Tyr val Asp Ile Pro
575

Glu Lys Pro Pro Tyr
590

Ala Gly Leu Glu Ser
g1y Ala Leu val pPhe
Gly Ile val Ser Trp

Gly val Tyr Thr Lys
655

Ile Ser Asp Phe
670

tggagtcgat tcccagaatc
caaacagatc aaaggtgaga
gcacaccatg aggtraggtgg

gcctygggect caccgecect

50

60
120
180
240



gcectgecca
taggcccgaa
agtatgccaa
gectetactt
aggtgccgtc
cagggttcag
ggtcttgect
tggccacgct
tctactcget
cgttcacggg
atctcagtct
tcagtetcce
gcaaagacca
ggatctgagg
cctgtaattc
caaggccagc
gggcgtggtg
ttgaacctgc
cgacagacta
atttacaagc
gatcccagtc
tccttagaayg
cccctecatta
gatgtttgca
tgattggccc
tctgaggtca
cggcctgect
ggcgceecacc
cgcaggctac
ccccaacgea

ggggtgcgga

taggctgctg
gtggcctgaa
tgaccaggag
cacccacttc
agacgggagy
ggacacctgg
tcactccctg
gtgcgggcag
gggctccage
gttcgaggcc
gcgeagetgg
cacctttecce
aaacagcegt
acagcatcgc
cagcactttg
cagggcaaca
gtgcgcacct
g9aggtggagg
gactccgtct
tgacaaagtg
cctgcagaga
ctgctgcaag
gctgggtgac
tctttctcecc
ggcaccagtc
tggatctect
ggcecctgect
tgcgaccacc
gtcctgcacc
ccctectectg

gggcctggge

accetectgg
cctgtgttcg
cggcgetgga
gacctggagc
gctggagttt
gagcaggggc
tgacacctga
gagagcacag
ctggacatta

ttctatgcag

ctgtgggggt
agggcagggd
gacctccatt
ctcaagtgac
ggaggccgag
cggtgaaact
ggaatcccag
ctgcagtgaa
caaaaaacaa
ggccctgeca
ccaactgtgt
ggttcagcgce
ctcggccgga
agcgctgctyg
ccgcacccta
gggaggagtc
ctcccccaga
actgccacaa
gtaacaagcg
ggatacccgg
ctggacactg

ES 2 628 867 T3

gccttetgtg
ggcgeetgge
ccctgactge
tctcecacct
ctcagggtcg
caggcttggc
ccccacaget
acacggagceg
cctteccgete
ccgagggtga
aactctgtct
agaggcctet
cacatgggct
gcagggactg
gctggcttga
ctatctccac
ctactaggga
cagagattgc
daaacaaaaa
gcgggagcgce
gacctctgge
tgtagecccy
cactgaaact
ggagcttgca
gacaggacct
caggctggat
cattgacgag
ccacctggge
cacctgctca
ggctcctceag
ggtgcttcta

tggctcggtg
atcceccegge
acccceccggce
ctgcgagtac
gggggtccce
caggagggag
gagctcggag
ggcccctgge
cgactactcc
gccaagaggg
taggccaggce
ggcctgacat
gagtgccaac
gccgggegeg
taatttgagg
Taaaactaca
ggctgaggca
accactacac
ccacgcaggyg
tgcaggatgt
aagtggctca
ccecectgggt
cccactggtt
gcgaccctag
aggcctcctc
ccecgectett
tgccaggtgy
ggtttctact
ggtgagggag
ggccattgct
ggccctgetg

51

gccacccect
tttccagggag
taccgecetge
gacttcgtca
aaggagtagc
atcaggcctg
gccaaggtgc
aaggacactt
aacgagaagc
gtcctgcaac
agcectygect
catccacaat
tctgagccag
gcagctcacg
gtcaggagtt
aaaattagct
ggagaattgc
tccacctygg
ccgagggecc
ttgattttca
atttctctge
ttgattgact
taacagaggt
gcctgtaagg
tgaggtccac
tccctectga
ccccgggaga
gctcctgecg
gctgcctggg
gctctgccca

cctecagetce

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



ccctteteag
cactgagact
ctcatgtage
ccctgeactg
accctgetee
ttccagagca
gagccaggcet
cacccaccat
099tgggagyg
catgaaccce
cctgttttga
ccccagagge
agcctgacce
gcaaatccag
atgttggggc
gggtggggtg

acacccegec
agtcatgatc
gggaaagggg
ctggtcttgg
tggctgtaag
ctcttttece
catccacccc
ctggggtrgc
tgtgcgetee
ctctctaage
gectggecacc
tcccagtttc
cacgccaagt
acccagaggt
agtrgcactt

tccttegatg

ccctgettee
aattctaaca
cacgggagag
ggggacgggc
cccgactegy
gagccrctag
gctggectca
ggacccaata
gtcgggaggc
aggtctgtgg
agatggggca
tgagcccaga
acagaggaga
gggtgattcc
tcctcactte
gtggtatggg
ccgtggeage
actgttgcct
gtgatgagag
ctgggttcgg
ggaatttagg
gaattcccag
cgccecceege
gactctyggct
atcccgagtyg
ggcccctcag
tgcagagecc
ctgctcccca
cactcecctyg
ctggggagct
acagcatcag

tggagacaca

cctctcagca
tcccactgtg
tcggggtatce
cagtgctctg
tttctecetet
ccteeectgy
gctcegggtt
ataaacctgg
gg9tggggcgc
gagcctecte
ctgaggcegyg
gtaatcttga
caccctggga
cactgcccca
ctagaggcct
atggggacca
agcatcacgt
tgaacttcca
atccttcttc
gtaggagacc
ggagctccga
ggacccagga
cctggcagag
caggacacca
ctgcctgttt
ccatcgggtqg
agcccaaccce
aggcatccac
ccctteectce
cagcageect
cctggaggag

cccrgaaacc

ES 2 628 867 T3

gccaggetca
tacctggttc
taccctegre
gggcgtgggc
cggggtctct
agctecggct
gggctgagat
ccccacccca
gctcctetet
catggggcca
agaggggtaa
accaccccca
gatattcatt
taggcacagc
cacaactcaa
agcctrtectt
gttccagcga
agaacagccc
cggatgttcc
catgatgaat
aggggccctt
gagtgtccct
ctggtggaac
ccacgcteccc
cagctaaage
ggtcgtttgg
agggatgcag
cctgetgtto
cttccagcecc
gaatacccac
gggttcagtg
ctgtgtccct

tcagtgccac
cacctgggct
ccttggactg
agccccaccc
ccttgectct
gcccageagg
gctgtgeccee
cctgctgecg
gcctacccte
cacggtectt
ggcctcgetc
ttcagggrct
gaggggtaat
cacgtggaag
atgcccccca
gaaggataga
ggaaggagag
cagggcaagg
tccaggaacc
aaacttggga
aggctcgagg
tcttectett
tcagtgctct
tgggggtygtyg
ctcaaagcaa
tttctgggta
atgtcccagce
gtgcgaggge
tgtgctccag
ggccgtatcc
tcattictgga

acgactttct

52

cctgecctag
ctgggaaccc
ggttcctgtt
tgtggcgetyg
ctgatctctc
tcagaagcca
aactcccatt
cgtgtctctg
ctcacagcct
ggcctcacce
gagtccaggt
ggcctggagg
ctggtccccce
aaggcaggca
ctgcagctgyg
gcccagecca
caccagactc
gtcaaaacag
agggggctgg
atcactgggyg
agatgctcct
cctgtygtgte
agcccctacce
agtgagggcc
gagaaacccc
ggcctcaggg
cacatccctg
tgatagaggé
ccaggtcettc
caaactctcc
ctttgtggag
caaggtctyg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
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15

ctcctgggcec
tcctgcagca
ctctatggag
caccccaatc
gttacttccc
ttctcagatt
caggattgaa
ccacacaggc
tggaagcgea
gggcaggact
aaggggaagc
ccacccattc
ccctcatect
ccacccattce
acccatcctt
<210>8

<211> 136
<212> PRT

cctcatcttg
tggeccecac
gtcaaggctg
catggcctgg
tccgecccagg
caaacagaca
acaaaaagca
tggaagatcc
gagecLgectc
aggaagggac
accegtgecc
acccatcact
tccaaccatt
ttctacctac

cgtteggtca

<213> Homo sapien

<400> 8

Met Arg Leu Leu Thr
1 5

Pro Leu

Gly

Pro

Thr
50

Leu

Asp Leu

65
Ser Gly

Thr Glu

Leu Asp

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Ala

Arg

Ile

Pro
20

Lys
Pro Gly
Pro

Pro

Leu Ser

Leu

Trp

Glu

Gly

His

tcccagatece
cacgttcceg
gggcrtcgag
gttggcctca
ccagacccag
gagaagaaca
acacggtgac
actacacgag
tctetggagt
accaggttta
tectcageag
catcttrtac
catcaatcac
ccatcctatc

tccatcatca

Leu Gly

Glu

Pro

Ala
40

Tyr

Tyr
55

Arg

Leu Cys

70

val
85

Lys

Ala
100

Pro

Tht pPhe

115

Gly Phe
130
<210>9

<211> 181
<212> PRT

Glu

Ala Phe

<213> Homo sapien

<400> 9

Leu

Gly

Arg

Tyr

Ala Thr

Lys Asp

Ser

Ala
135

ES 2 628 867 T3

tcceecttea
tcaccctegg
tacaagtgtg
ttggctgtec
gcagctgctc
tggcccattc
catcaccttt
cacagtgaqc
gcaaggagcet
gtggtgctga
racccageat
ccacccacce
ccacccatcc
catccatcct

tccatccatc

Leu Leu

10

Cys

Pro val pPhe

25

Asn Asp Gln

Leu Arg Leu

Glu Tyr Asp

75

Leu Cys Gly

90

Thr Phe
105

Tyr

Tyr Ser Asn

gcccagetge
tgaccccacc
ggaggcagag
ctgaaatgct
cccagettte
tgtgggaaga
gtcacagatg
aagtgggctc
gtagagtgta
ggtctgaggc
cttcaccact
tttgccactc
atcctttgec

tctatcagca

Gly Ser val

Gly Leu

30

Arg

Glu Arg

45

Arg

Tyr Phe Thr

Phe val Lys

Gln Glu Ser

Sser teu Gly

Glu Lys Pro

53

acceectact
tcttcaggtyg
tggggagggy
gaggaggtgg
atgagcttct
cattgcccca
aatcaggaga
agatccttgg
gggctcrtct
agcagcttct
cattcttcaa
atccttctgt
acacaaccat

tccttctacc

Ala Thr

15

Ala ser

Trp Thr
Phe

His

Ser
80

Leu

Thr
95

ASD

Ser Ser

Phe Thr

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4900
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Met Arg

Pro Leu

Pro Gly

Leu Thr
50

Asp Leu
65

Ser Gly

Thr Glu

Leu Asp

Gly Phe
130

Ala Pro
145

Gly Gly

Leu

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Ala

Arg

Ile

115

Glu

Gly

Phe

Lys Arg Thr

<210> 10
<211> 293

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 10

Leu

Pro

20

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys
180

Thr

Lys

Gly

Pro

Ser

val

85

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

Ser

Leu

Trp

Glu

Gly

His

70

Leu

Gly

Arg

Tyr

Pro

150

Ser

Leu

Pro

Tyr

Tyr

55

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

135

Thr

Cys

Gly

Glu

Ala

40

Arg

Cys

Thr

ASD

Cys

Arg

ES 2 628 867 T3

Leu

Pro

25

AsSn

Leu

Leu

Thr

105

Tyr

Glu

Asp

Ala

Leu

10

val

Asp

Arg

Tyr

Cys

Phe

Ser

ASp

His

Gly

Cys

Phe

GlIn

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

AsSn

Ile

His

155

Tyr

Gly

Gly

Glu

Tyr

60

Phe

Gln

Ser

Glu

Asp

140

Cys

val

54

Ser

Arg

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

Lys

125

Glu

His

Leu

val

Leu

30

Arg

Thr

Lys

Ser

Gly

Pro

Cys

Asnh

His

Ala

15

Ala

Trp

His

Leu

Thr

95

Ser

Phe

GIn

His

Arg

Thr

Ser

Thr

Phe

Ser

80

ASp

Ser

Thr

val

Leu

160

Asnh
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Met

Pro

Pro

Leu

Asp

65

Ser

Thr

Leu

Gly

Ala

145

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu

225

Cys

Pro

Thr

Trp

Arg

Leu

Gly

Thr

50

Leu

Gly

Glu

Asp

Phe

130

Pro

Gly

Arg

Gly

ser

210

Asp

Pro

Phe

val

Lys
290

<210> 11
<211> 41
<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 11

Leu

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Ala

Arg

Ile

115

Glu

Gly

Phe

Thr

Glu
195

Cys

Phe

TYr

Ccys

Thr

275

Ile

Leu

Pro

20

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys

180

Leu

Thr

val

Asp

Gly

260

Ile

His

Thr

Lys

Gly

Pro

sSer

val

85

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

165

sSer

ser

Tyr

Glu

Phe

245

Lys

Thr

Tyr

Leu

Trp

Glu

Gly

His

70

Leu

Gly

Arg

TyrT

Pro

150

Ser

Ala

ser

Ser
Ser
230
Leu

Thr

Phe

Leu

Pro

Tyr

TYr

55

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

135

Thr

Cys

Leu

Pro

Ile

215

Phe

Lys

Leu

val

Gly

Glu

Ala

40

Arg

Cys

Thr

ASp

Asp

Ala

Cys

Arg

Cys

Glu
200

Ser

ASD

Ile

Pro

Thr
280

ES 2 628 867 T3

Leu

Pro

25

Asnh

Leu

Glu

Leu

Thr

105

Tyr

Glu

AsD

Ala

ser

185

Tyr

Leu

val

Gln

His

265

Asp

Leu

10

val

Asp

Arg

Tyr

Cys

Phe

Ser

Asp

His

Gly

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr

250

Arg

Glu

Cys

Phe

Gln

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

Asn

Ile

His

155

Tyr

Gln

Arg

Glu
Thr
235
Asp

Ile

Ser

Gly

Gly

Glu

Gln

ser

Glu

Asp

Cys

val

val

Pro

Gly

His

Arg

Glu

Gly

55

Ser

Arg

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

Lys

Glu

His

Leu

Phe

Tyr
205

Phe

Pro

Glu

Thr

Asp
285

val Ala Thr
15

Leu Ala Ser
30

Arg Trp Thr

Thr His Phe

Lys Leu Ser
80

Ser Thr Asp
95

Gly Ser Sser

Pro Phe Thr

Cys Gln val

Asti His Leu
160

His Arg Asn
175

Thr Gln Arg
190

Pro Lys Leu

Ser val Ile

Glu Thr Leu
240

Glu His Gly
255

Lys Ser Asn
270

His Thr Gly
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Glu Asp Ile Asp

1

Asp His His Cys
20

Ala Gly Tyr val
35

<210> 12

<211> 242

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 12
Ile Tyr Gly Gly
1

Leu Ile Leu Gly
20

Trp val Leu Thr
35

Ser Ala Leu Asp

50

Tyr Thr GIn Ala
His Asp Ala Gly

Lys val val Ile
100

Glu Ala Glu Ser
115

Trp Gly Leu Thr
Asp Ile Pro Ile
Pro Pro Tyr Pro
Leu Glu Ser Gly
Leu val Phe Leu

195

val ser Trp Gly
210

Tyr Thr Lys val

Asp Phe

Glu
5
His

Leu

Gln
Gly
Ala

Ile

Trp
Phe
85

Asn
Phe
Gln
val
Arg
165
Gly
Asp

Ser

Ile

Cys

Asn

His

Lys

Thr

Ala

Arg

Ser

70

Asp

Ser

Met

Arg

Asp

150

Gly

Lys

Ser

Met

Asn
230

Gln

His

Arg

Ala

Thr

His

Met

55

Glu

Asn

Asn

Arg

Ser

Asp

Glu

Asn

215

TYyr

val

Leu

Asn
40

Lys

Ala

Ala

40

Gly

Ala

ASp

Ile

Thr

120

Phe

Gln

val

Ser

Thr

200

Cys

Ile

ES 2 628 867 T3

Ala Pro Gly Glu Ala Pro Thr Cys
10

15

Gty Gly Phe Tyr Cys Ser Cys Arg
25 30

Lys

Pro
Ala
25

val

Thr

val

Ile

Thr

105

Asp

Leu

Lys

Thr

Cys

Glu

Gly

Pro

Gly
10
Gly

Tyr

Leu

Phe

Ala

90

Pro

Asp

Ala

Ccys

Ala

170

Arg

Arg

Glu

Trp

Asp

Ala

Glu

Lys

Ile

75

Leu

Ile

Ile

Arg

Thr

155

Asn

Gly

Trp

Ala

Ile
235

Phe

Leu

Gln

Arg

60

His

Ile

Cys

Gly

Asn

140

Ala

Met

Asp

Phe

Gly

Glu

56

Pro

Leu

Glu

Lys

Leu

Thr

125

L.eu

Ala

Leu

Ser

val

205

Gln

Asn

Trp

Tyr

His

Ser

Gly

Leu

Pro

110

ala

Met

Tyr

Cys

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gln
15
Asp

Asp

Pro

Tyr

Asn

95

Arg

ser

Tyr

Glu

Ala

175

Gly

Gly

Gly

Ile

val

Asn

Ala

His

Thr

80

Asn

Lys

Gly

val

Lys

160

Gly

Ala

Ile

val

Ser
240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 628 867 T3

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13
Gly Lys Asp Ser Cys Arg Gly Asp Ala Gly Gly Ala Leu val Phe Leu
1 5 10 15

<210> 14

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14
Thr Pro Leu Gly Pro Lys Trp Pro Glu Pro val Phe Gly Arg Leu
1 5 10 15

<210> 15

<211> 43

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15
Thr Ala Pro Pro Gly Tyr Arg Leu Arg Leu Tyr Phe Thr His Phe Asp
1 5 10 15

Leu Glu Leu ggr His Leu Cys Glu '535”- Asp Phe val Lys |§Su Ser Ser

Gly Ala Lys val Leu Ala Thr rteu Cys Gly Gln
35 40

<210> 16
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16
{hr Phe Arg Ser ;;sp Tyr Ser Asn

<210> 17

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 17

57



10

15

20

25

30

35
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Phe Tyr Ser Leu Gly Ser Ser Leu Asp Ile Thr Phe Arg Ser Asp Tyr

1 5 10 15

ser Asn Glu Lys Pro Phe Thr Gly Phe
20 25

<210>18
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18
Ile Asp Glu Cys GIn val Ala Pro Gly
1 5

<210> 19

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 19
Ala Asn Met Leu Cys Ala Gly Leu Glu Ser Gly Gly Lys Asp Ser Cys
1 S 10 15

Arg Gly Asp Ser Gly Gly Ala Leu val
20 25

<210> 20

<211> 960

<212> ADN

<213> Homo sapien

<220>
<221> CDS
<222> (51)..(797)

<400> 20

attaactgag attaaccttc cctgagtttt ctcacaccaa ggtgaggacc atg tec
Met Ser
1

ctg Tttt cca tca ctc ¢ct ctc ctt ctc ctg agt atg gt? gca gcg tct
Leu Phe Pro Ser Leu Pro Leu Leu teu Leu Ser Met val Ala Ala Ser
5 10 15
tac tca gaa act gtg acc tgt gag gat gcc caa aag acc tgc cct gca
Tyr g(e]r Glu Thr val Thr Cys Glu Asp Ala Gln Lys Thr Cys Pro Ala
25 30

gtg att gcc tgt agc tet cca ggc atc aac ggc ttc cca ggc aaa gat

58

56

104

152

200



val
35

&y

aga
Arg

oty

aaad
Lys

ctg
Leu
115

&y

acc
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

Tttt
Phe
195

&y

aaa
Lys

gtc
val

ttttactgca acccacaggc ccacagtatg cttgaaaaga taaattatat caatttcctc

atatccagta ttgttccttt tgtgggcaat cactaaaaat gatcactaac agcaccaaca

Ile

cgt
Arg

oty

cct
Pro

agt
ser
100

caa
Gln

ddd
Lys

ttt
Phe

acc
Thr

gag
Glu
180

at
va

gaa
Glu

aat
Asn

tgt
Cys

Ala

gat
Asp

tta
Leu

tct
Sear
85

ccy
Pro

aca
Thr

caa
Gln

gaa
Glu

ccc
Pro
165

gaa
Glu

gat
ASp

ccc
Pro

a1y

gag
Glu
245

Cys

ety

cag
Gin
70

ety

gat
Asp

gaa
Glu

gtt
val

aaa
Lys
150

agg
Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

aac
Ash

cag
Gln
230

ttc
Phe

aagcaataat agt

<210> 21

<211> 248

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 21

Ser

acc
Thr
55

sty

tca
Ser

&y

atg
Met

ety
135

gt
va

aat
Asn

ttc
Phe

aca
Thr

aat
Ash
215

tgg
Trp

cct
Pro

Ser
40

aag
Lys

ccc
Pro

cca
Pro

gat
Asp

gca
Ala
120

aadcC

Asn

aag
Lys

gct
Ala

ctg
Leu

&y
200

gct
Ala

aat
Asn

atc
Ile

Pro

ety

cct
Pro

ety

agt
Ser
105
cgt
Arg

aag
Lys

gcc
Ala

gca
Ala

oty
185

aat
Asn

&y

gac
Asp

tga

Gly

gaa
Glu

&y

cca
Pro
90

agc
Ser

atc
Ile

ttc
Phe

ttg
Leu

gag
Glu
170

atc
Ile

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val

agggtcatat cactcaggcc ctocttgtet
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Ile

aag
Lys

aag
Lys
75

aag
Lys

ctg
Leu

aaa
Lys

ttc
Phe

tgt
Cys
155

aat
Asn

act
Thr

ctg
Leu

gat
Asp

ddd
Pro
235

Asn

9?9
&0’

ttg
Leu

&ty

gct
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
140

gtc
val

&ty

gat
Asp

acc
Thr

gaa
Glu
220

tgc
Cys

Gly
45

gaa
Glu

caa
Gln

gcc
Ala

tgg
Trp
125

acc
Thr

aag
Lys

gcce
Ala

gag
Glu

tac
Tyr
205

gat
Asp

tcc
Ser

Phe

cca
Pro

cct
Pro

aaa
LYys

tca
Ser
110

ctc
Leu

aat
ASnh

ttc
Phe

att
Ile

aag
Lys
190

aca
Thr

tgt
Cys

acc
Thr

59

Pro
3y

cca
Pro

&y
95

gaa
Glu

acc
Thr

&

cag
Gln

cag
Gln
175

aca
Thr

aac
Asn

gta
val

tcc
Ser

Gly

caa
Gln

3
80

gac
ASp

aga
AFg

ttc
Phe

gaa
Glu

gcc
Ala
160

aat
AsSn

gaa
Glu

tgg
Trp

ttg
Leu

cat
His
240

Lys
9g9g
G?y
65

aat
Asn

cct
Pro

aaa
Lys

tct
Ser

ata
Ile
145

tct
ser

ctc
Leu

oty

dac
Asn

cta
Leu
225

ctyg
Leu

Asp
50

ctc
Leu

cca
Pro

gct
Ala

ctg
Leu
130

atg
Met

gt
va

atc
Ile

cag
Gln

gag
Glu
210

ctg
Leu

Ala

248

296

344

392

440

488

536

584

632

680

728

776

827

887

947
960
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Met Ser Leu Phe Pro Ser Leu Pro Leu Leu Leu Leu

Ala Ser Tyr gsr Glu Thr val Thr 53515 Glu Asp Ala

Pro Ala \glg'l Ile Ala Cys Ser igr Pro Gly Ile Asn

Lys Asp Gly Arg Asp G'1y Thr Lys Gly Glu Lys Gly
50 55 60

Gly Leu Arg Gly Leu GIn Gly Pro Pro Gly Lys Leu
65 70 75

Asn Pro Gly Pro ggr Gly Ser Pro Gly 560 Lys Gly

Pro Gly Lys Ser Pro Asp Gly Asp Ser Ser Leu Ala
100 105

Lys Ala Leu Gln Thr Glu Met Ala Arg Ile Lys Lys
115 120

Ser Leu Gly Lys GIn val Gly Asn Lys Phe Phe Leu
130 135 140

Ile Met Thr phe Glu Lys val Lys Ala Leu Cys val
145 150 155

Ser val Ala Thr Pro Arg Asn Ala Ala Glu Asn Gly
165 170

Leu ITe Lys Glu Glu Ala Phe Leu Gly Ile Thr Asp
180 185

Gly Gln Phe val Asp Leu Thr Gly Asn Arg Leu Thr
195 200

Asn Glu Gly Glu Pro Asn Asn Ala Gly Ser Asp Glu
210 215 220

Leu Leu Lys Asn Gly Gln Trp Asn Asp val Pro Cys

225 230 235

Leu Ala val Cys Glu Phe Pro Ile
245

<210> 22

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia consenso de péptido sintético

<220> ’ .

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (1)..(1)

<223> en donde X en la posicion 1 representa hidroxiprolina
<220>

60

Ser

Gln

Gly

45

Glu

Gly

Gln

Ala

Trp

Thr

Lys

Ala

Glu

Tyr

205

Asp

Ser

Met

Lys

Phe

Pro

Pro

Lys

S5er

110

Leu

Asn

Phe

Ile

Lys

Thr

Cys

Thr

val

15

Thr

Pro

Gly

Pro

Gly

95

Glu

Thr

Gly

Gln

Gln

175

Thr

Asn

val

Ser

Ala

Cys

Gly

Gln

Gly

80

Asp

Arg

Phe

Glu

Ala

160

ASh

Glu

Trp

Leu

His

240
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<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (4)..(4)
<223> en donde X en la posicién 4 representa un residuo hidréfobo

<400> 22
)1(aa Gly Lys Xaa g1y Pro

<210> 23

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> en donde X representa hidroxiprolina

<400> 23
Xaa Gly Lys Leu Gly
1 5

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (9)..(15)

<223> en donde X en las posiciones 9 y 15 representa hidroxiprolina

<400> 24
Gly Leu Arg Gly Leu Gln Gly Pro Xaa Gly Lys Leu Gly Pro Xaa Gly
1 S 10 15

<210> 25

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (3)..(27)

<223> en donde X en las posiciones 3, 6, 15, 21, 24, 27 representa hidroxiprolina

<400> 25
Gly Pro Xaa Gly Pro Xaa Gly Leu Arg Gly Leu GIn Gly Pro Xaa Gly
1 S 10 15

Lys Leu Gly 2Pgo Xaa Gly Pro Xaa g;y Pro Xaa

<210> 26
<211> 53

61
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (26)..(26)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (32)..(32)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (35)..(35)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (41)..(41)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural
<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (50)..(50)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 26
Gly Lys Asp Gly Arg Asp Gly Thr Lys Gly Glu Lys Gly Glu Pro Gly
1 5 10 15

Gln Gly Leu Arg Gly Leu GIn Gly Pro Xaa Gly Lys Leu Gly Pro Xaa
20 25 30
Gly Asn );aa Gly Pro Ser Gly Sgr Xaa Gly Pro Lys g;y Gln Lys Gly
5 4

Asp Xaa Gly Lys Ser
50

<210> 27

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (3)..(33)

<223> en donde X en las posiciones 3, 6, 12, 18, 21, 30, 33 representa hidroxiprolina

<400> 27
Gly Ala Xaa Gly Ser Xaa Gly Glu Lys Gly Ala Xaa Gly Pro GIn Gly
1 5 10 15

Pro Xaa Gly 2Pgo Xaa Gly Lys Met g;y Pro Lys Gly Glu );Sa Gly Asp

Xaa

62
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<210> 28

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220> ) ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(45)

<223> en donde X en las posiciones 3, 6, 9, 27, 30, 36, 42, 45 representa hidroxiprolina

<400> 28
Gly Cys Xaa Gly Leu Xaa Gly Ala Xxaa Gly Asp Lys Gly Glu Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asn Gly %s Arg Gly Glu Arg (Z;'Fl,y Pro Xaa Gly Pro §Sa Gly Lys

Ala Gly Pro Xaa Gly Pro Asn Gly Ala Xaa Gly Glu Xaa
35 40 45

<210> 29

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29
Leu Gln Arg Ala Leu Glu Ile Leu Pro Asn Arg val Thr Ile Lys Ala
1 5 10 15

Asn Arg Pro ;‘Be Leu val pPhe ITe

<210> 30

<211> 559

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 30

atgaggctgc tgaccctcct gggeccttctg tgtggctcga tggccaccec cttgggceccg
aagtggcctg aacctgtgtt cgggcgcctg gcatcccccg getttccagg ggagtatgec
aatgaccagg agcggcgcetg gaccctgact geaccecccyg gctaccgect gegectcetac
ttcacccact tcgacctgga gctctcccac ctctgegagt acgacttcgt caagotgage
tcgggggeca aggtgetgge cacgctgtgc gggcaggaga gcacagacac ggagogggec
cctggcaagg acactttcta ctecgotgggc tccagectgg acattacctt cegetecgac
tactccaacg agaagccgtt cacggggttc gaggccttct atgcagccga ggacattgac
gagtgccagg tggcececcgyg agaggcgoeoo acctgegace accactgcca caaccacctg

ggcggtttct actgctcctg ccgegcagge tacgtcctyge accgtaacaa gegcacctge

tcagccctgt gcteoggeo

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

63

60
120
180
240
300
360
420
480
540
559
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<220>
<223> Oligo sintético

<400> 31
cgggcacacc atgaggctgc tgaccctect ggge

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 32
gacattacct tccgctccga ctccaacgag aag

<210> 33

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 33
agcagccctg aatacccacg gccgtatccc aaa

<210> 34

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 34
cgggatccat gaggctgetg accctc 26

<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 35
ggaattccta ggctgcata 19

<210> 36

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 36
ggaattccta cagggcegct 19

<210> 37

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 628 867 T3

34

33

33

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 37
ggaattccta gtagtggat 19

<210> 38

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 38
tgcggecgcet gtaggtgctg tcttt

<210> 39

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 39

ggaattcact cgttattctc gga 23

<210> 40

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 40
tccgagaata acgagtg 17

<210> 41

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 41
cattgaaagc tttggggtag aagttgttc

<210> 42

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 42
cgcggcecgca getgetcaga gtgtaga

<210> 43

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 628 867 T3
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<220>
<223> Oligo sintético

<400> 43
cggtaagctt cactggctca gggaaata 28

<210> 44

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 44
aagaagcttg ccgccaccat ggattggcetg tggaact 37

<210> 45

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 45
cgggatcctc aaactttctt gtccaccttg g 31

<210> 46

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 46
aagaaagctt gccgecacca tgttctcact agctct 36

<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo sintético

<400> 47
cgggatcctt ctcectctaa cactct 26

<210> 48

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 48

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
1 5

<210> 49
<211> 4960

66



<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 49
ccggacgtgg

gctcgaaccce
gctgaggeag
gacccccatce
aagacatgaa
agctggaaga
Lttt
tctcggatca
gagtagctgg
agatgggatt
accttggect
acttctaagc
agaaattagc

gaggctaagg

tggcgcatge
c€ggaggcaga
gtgcatcget
tctacaaaaa
tccatgagga
acagataaac
tttgaggtgg
ctgcaacctc
gattataagt
tcaccatgtt
cccaaagtgc
ctgcaaggga
cagcctgagg

caggtggatc

ctgtaatcce
ggtttggtgg
ttggctcagg
acaaaaacaa
cagagtgtyg
aggtgtgaaa
agtctcactce
cgcctcecag
gcgegetgec
ggtcaggctg
tgggattaca
atcgggaatt
ctgggcacgg
acctgagggc

ES 2 628 867 T3

agctactcqgg
ctcacacctg
agticaagac
atataaaggg
aagaggaagc
taactgcctg
tgtcgtccag
gctcaagcaa
acacctggat
gtctcaaact
ggtataagcc
ggtggcacca
tggctcacac

aggagttcaa

gaggctgagg
taatcccagce
cagcctgggc
gataaaaaaa
agcagcctca
gaaagcaact
gctggagtge
ttctcctgec
gatttttgta
cccaaccteg
accgagccca
ggtccttctg
ctgtaatccc

gaccagcctyg

67

caggagaatt
actttagcgag
aacacaggga
aaaaaaagac
aagttctgga
tectttttttt
agtggtgcga
tcagectccc
tttttagtag
tgatccaccc
gccaaaagcg
acagggttta
agcactttgg

accaacatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840



agaaacccca
tcccagcetac
agtgagctat
agggaggogt
tcctggetec
gagtcgattc
aacagatcaa
acaccatgag
cctgggecct
tggctcggtyg
atcccccggc
accecceceggce
ctgcgagtac
ggggggtecc
ccaggaggga
tgagctcggy
gggccoctgg
ccgactactce
agccaagagg
ttaggccagg
tggcctgaca
tgagtgccaa
ggccgggege
tcatttgagg
aaaactacaa
gctgaggceag
ccactacact
acgacgcagg
cgctgecagy
ggcaagtggc
cccgeeecct

aaactcccac

tccctaccaa
ttgggaggct
gattgcagca
gaggggcaga
cagagcagcc
ccagaatecc
aggtgagacc
gtaggtgggc
caccgccecct
gccaccceect
tttccagggyg
taccgectge
gacttcgtca
caaggagtag
gatcaggcect
ggccaaggtg
caaggacact
caacgagaag
ggtcctgcaa
cagcecetgec
tcatccacaa
ctctgagecca
agcagctcac
tcaggagttc
aaattagctg
gagaattgct
ccagcctgygg
ggccgagggce
atgtttgatt
tcaatttctc
gggtttgatt

tggtttaaca

aaataaaaaa
gaggtgggag
ctgcactgaa
gccaggattt
tgtcctgect
agagtcaggyg
agcgtagggce
gcccacagec
gccctgecca
tgggcccgaa
agtatgccaa
gcctctactt
aggtgcegtc
ccagggttca
gggtcttgec
ctggccacgc
ttctactcge
ccgttcacyg
catctcagtc
ttcagtttcc
tgcaaagacc
gggatctgag
gcctgtaatt
aaggeccagec
gg9cgtggtgg
tgaacctgcg
cgacagagct
cccatttaca
tcagatccca
tgctccttag

gactccecte

gaggtgatgt
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ttagccaggt
gattgcttga
gccggggeaa
gtttccaggc
gcctggaact
aggctggggg
tgcagaccag
tccctgcaqg
taggctgctg
gtggcctgaa
tgaccaggag
cacccacttc
aggacgggag
gggacaccty
ttcactccct
tgtgcggoca
tgggctccag
ggttcgaggc
tgcgcagcetg
ccacctttec
aaaacagccg
gacagcatcg
ccagcacttt
agggcaacac
tgcgcacctg
aggtggaggc
agactccgtc
gctgacaaag
gtccctgcag
gaagctoctg
attagctggyg

ttgcatcttt

gtggtggtgc
acacaggaag
cagaacaaga
tgttgttacc
ctgagcagge
caggggcagyg
gccaggecag
gtgtggggtg
accctectgg
cctgtgtteg
cggegetgga
gacctggagc
ggctggggtt

ggagcagggg
gtgacacctg

ggagagcaca
cctggacatt
cttctatgca
gctgtagggg
cagggcaggg
tgacctccat
ccteaagtga
gggaggccga
ggtgaaactc
gaatcccage
tgcagtgaac
tcaaaaaaca
tggggccctg
agaccaactg
caagggttca
tgacctecygg

ctcccagege

68

tcgcctgtaa
tagaggctgc
tccaaaaaaa
taggtccgac
tggagtcatyg
tcactggaca
ctggacgggc
ggagcacagg
gccttctgtg
ggcgcectgge
ccctgactge
tctcccacct
tctcagggtc
ccaggcttgg
accccacagce
gacacggagc
accttccgcet
gccgagggtg
taactctgtc
gagaggcctc
tcacatgggc
cgcagggact
ggctggctga
tatctccact
tactagggag
agagattgca
aaaaacaaaa
ccagcgggag
tgtgacctct
gcgetgtage
ccggacactg

tgctgggagce

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



ttgcagegac
gacgaggcct
ggatccecgec
cgagtgccag
gggcggrtrtc
ctcagccctg
atacccacgg
gttcagtgtc
gtgtccetac
gaagacattg
agatgaatca
cccttatccg
gaaagacagc
cctgaaatcc
gtgcagcatt
cacaggtcct
ctacacaatg
ctccaaagga
aacaggaggg
cctgatatta
agctgctcat
caccctygaaa
tgaaggttat
caaagttgta
ctttatgagg
tcttgctaga
tgcatatgaa
cttagaaagt
agatagtgaa
tggggaagca

gaacataatr

atgcctgtga
tggcagttgt
cttgccagtt
cagtcatctt
aagccagtct
tgtttttaaa
<210> 50

<211> 2090
<212> ADN

cctaggectg
cctctgaggt
fcrttcccte
gtggccccgg
tactgctcct
tgctccggec
ccgtatceca
attctggact
gactttctca
ccccacagga
ggagaccaca
atggcgccac
ttctccatct
tttactgcag
gttgactgty
ggagtgacca
aaagtgaatg
gaaaaatcac
cgtatatatg
ggtggaacca
gccgtctatg
agactatcac
actcatgatg
atcaatagca
acagatgaca
aatctaatgt
aagccaccct
gggggcaagg
acagagaggt
ggtcagtatg
agtgatttet

agaccttgge
thtCCﬁCCC
taattccage
tgcccaccca
cttitcatac

cttgttctta

taaggtgatt
ccactctgag
ctgacggcct
gagaggcgcc
gcegegeagg
aggtcttcac
aactctecag
ttgtggagtc
agattcaaac
ttgaaacaaa
caggctggaa
ctaatggcca
tttgcgagac
tttgtcagaa
gecectectga
cctacaaagc
atggtaaata
tcccagtety
gagggcaaaa
cagcagcagg
agcaaaaaca
ctcattatac
ctggctttga
acatcacgcc
ttggaactgc
atgtcgacat
atccaagggg
acagctgcag
ggttrgiggg
gagtctacac
aacttgcgty
agcgacgtygg
aaaaaaacag
cttacccatt
gtgtaatgtc
tggctgttgg

ttgazaaaaa

<213> CDS de MASP-2 murina

ES 2 628 867 T3

ggcccggcac
gtcatggatc
gcctggeect
cacctgcgac
ctacgtcctg
ccagaggtct
ttgcacttac
cttcgatgtg
agacagagaa
aagcaacacg
gatccactac
cgtttcacct
tggctatgag
agatggatct
tgatctaccc
tgtgattcag
tgtgtgtgag
tgagcctgtt
ggcaaaacct
tgcactttta
tgatgcatcc
acaagcctgg
caatgacata
tatttgtctg
atctggatgg
accgattgtt
aagtgtaact
aggtgacagc
aggaatagtg
aaaagttatt
tctgcagtca
ctcgagaagc
actccaggtg
gactcaaggg
actgctcaaa
catttctgta

ddadaaaaaa

cagtccegca
tcctgggagg
gcctcteecc
caccactgcc
caccgtaaca
ggggagctca
agcatcagee
gagacacacc
gaacatggcc
gtgaccatca
acgagcacag
gtgcaagcca
cttctgcaag
tgggaccggc
agtggcecgag
tacagctgtg
gctgatggat
tgtggactat
ggtgattttc
tatgacaact
gccctggaca
tctgaagctg
gcactgatta
ccaagaaaag
ggattaaccc
gaccatcaaa
gctaacatgce
ggaggggcac
tcctggggtt
aactatattc

aggattcttc

attcatcatt
aggctgctgt
gacataaacc
ttacatttca

aactgectgt

69

ccctagacag
agtccaggct
cagacattga
acaaccacct
agcgcacctg
gcagccctga
tggaggaggy
ctgaaaccct
cattctgtgg
cctttgtcac
cgcacgcttg
aatacatcct
gtcacttgcc
caatgcccgc
tggagtacat
aagagacctt
tctggacgag
cagcccgcac
cttggcaagt
gggtcctaac
ttcgaatggg
tttttataca
aattgaataa
aagctgaatc
aaaggggttt
aatgtactgc
tttgtgctgg
tggtgtttct
ccatgaattg
cctggatcga
atttttagaa
actgtggaca
catttctcca
acgagagtga
ttaccttaaa

ccatgctctt
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3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
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3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
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<220>
<221> CDS
<222> (33)..(2090)
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ggcgctggac tgragageta tggtggcaca cc

&y

gaa
Glu

gct
Ala
40

cgc
Arg

tgc
Cys

aca
Thr

gac
Asp

gac
Asp
120

gcg
Ala

ctyg
Leu

cct
Pro
25

gac
Asp

ctyg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
105

tac
TYT

gag
Glu

cty
Leu
10

gta
val

cat
His

cgc
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys
90

TtcC
Phe

tcc
Ser

gat
Asp

tgy agt ttg

rp

ttc
Phe

caa
Gln

Cctc
Leu

gac
ASp
75

oty

tac
TYyr

aat
Asn

gt
va

Ser
&y

gat
Asp

tac
Tyr
60

Tttt
Phe

cag
Gln

tca
Ser

gag
Glu

gat
Asp
140

Leu

cgc
Arg

cga
ATg
45

ttc
Phe

gtc
val

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
125

gaa
Glu

gt
va

ctg
Leu
30

tcce
Ser

acc
Thr

aag
Lys

agt
ser

ggt
G?y
110
ccg

Pro

tgc
Cys

gcc
Ala
15

gt
va

tgg
Trp

cac
His

tty
Leu

aca
Thr
95

ccc
Pro

tte
Phe

aga
Arg
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aca
Thr

tcc
Ser

aca
Thr

Tttt
Phe

agc
Ser
80

gac
Asp

agc
Ser

aca
Thr

gt
va

atg
Met

ctt
Leu

cct
Pro

ctg
Leu

gac
Asp
65

tca
Ser

act
Thr

cta
Leu

&ty

tct
ser
145

agg
Arg

ctg
Leu

ety

act
Thr
50

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys
tte
130

ctg
Leu

cta
Leu

&y

ttc
Phe
35

gca
Ala

gaa
Glu

acc
Thr

cag
Gln

gtc
val
115

gag
Glu

cly

70

ctc
Leu

tca
ser
20

cca
Pro

cCcC
Pro

ctc
Leu

aag
Lys

gca
Ala
100

acc
Thr

gcc
Ala

gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

tct
ser

gt
va
85

cct
Pro

ttcC
Phe

ttc
Phe

tca
Ser

ttc
Phe

tag
Trp

aag
Lys

tac
Tyr
70

ctg
Leu

aly

cac
His

tat
Tyr

gtc
val
150

ctg
Leu

cct
Pro

tat
Tyr

tac
Tyr
535

cgc
ATg

aat
Asn

tce
Ser
gca
135

cct
Pro

53

101

145

197

245

293

341

389

437

485



tgt
Cys

aga
Arg

tgt
Cys

gag
200

cgc
Arg

gat
Asp

att
Ile

cct
Pro

act
Thr
280

aca
Thr

tca
Ser

tgc
Cys

ttc
Phe

gag
Gluy
360

cat
H1s

att
Ile

gac
Asp

gcg
Ala

tca
Ser
185

tac
TYyr

ctg
Leu

gt
va

caa
Gln

oda
Pro
265

gac
Asp

gca
Ala

cct
Pre

aag
Lys

act
Thr
345

tgc
Cys

gt
va

cag
GIn

cat
H1s

a7y
170

&y

ccg
Pro

gag
Glu

gag
Glu

aca
Thr
250

agg
Arg

gag
Glu

cgg
Arg

gt
va

aca
Thr
330

gct
Ala

agc
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

tat
Tyr
155
tac
Tyr

cag
Gln

cag
Gln

gac
Asp

acg
Thr
235

gac
Asp

att
Ile

tcg
Ser

cCcC
Pro

caa
Gln
315

oty

gtc
val

att
Ile

tat
Tyr

agc
Ser

tgc
Cys

att
Ile

gt
va

cca
Pro

ety
220

cac
H1s

aag
Lys

gaa
Glu

oty

tgc
Cys
300

gce
Ala

ttc
Phe

tgt
Cys

att
Ile

atc
Ile
380

tgt
Cys

cac
H1s

ctc
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr
205

ttc
Phe

cct
Pro

&y

act
Thr

aac
Asn
285

cct
Pro

acg
Thr

gag
Glu

cag
Gln

gat
Asp
365

aca
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

cac
His

aca
Thr
190

CcCC
Pra

agt
ser

gaa
Glu

gaa
Glu

gac
Asp
270

cac
His

gat
Asp

tat
Tyr

ctt
Leu

ada
Lys
350

tgt
Cys

ey

gag
Glu

tac
Tyr

cag
Gln
175

3ty

aag
Lys

gtc
val

gcc
Ala

cac
His
255
age
Ser

aca
Thr

cca
Pro

gtc
val

ctg
Leu
335

gat
AsSp

&y

cct
Pro

act
Thr
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ttg
Leu
160

aac
Asn

aga
Arg

ctc
Leu

atc
Ile

cag
Gln
240

2ty

cac
His

ggc
Gly

acg
Thr

ctg
Leu
320

caa
Gln

&y

cct
Pro

caa
Gln

ttc
Phe

&ty

aag
Lys

tct
Ser

tcc
Ser

ctg
Leu
225

tgc
Cys

cca
Pro

aag
Lys

tgg
Trp

gcg

305

aag
Lys

ggt
Gly

tct
ser

CCC
Pro

gt
va
385

tac
Tyr

3ty

cac
His

agc
Ser
210

gac
ASD

CCC
Pro

ttt
Phe

gt
va

aag
LyS
290

cca
Pro

gac
Asp

tct
Ser

tgg
Trp

gat
Asp
370

act
Thr

aca
Thr

tac
Tyr

acg
Thr

tat
Tyr
195

tgc
Cys

ttc
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys

acc
Thr
275

ata
Ile

cct
Pro

agg
Arg

gtc
val

gac
Asp
355

gac
Asp

acc
Thr

atg
Met

71

tat
Tyr

tgc
Cys
180

ctc
Leu

acc
Thr

gt
va

gac
Asp

&y
260

atc
Ile

cac
His

aat
Asn

Tttt
Phe

ccc
Pro
340

cgg
AFg

cta
Leu

tac
TYr

agc
Ser

tac
Cys
165

tca
ser

agt
ser

tac
Tyr

tcc
Ser
245

aag
Lys

acc
Thr

tac
Tyr

&ty

tcr
Ser
325

ctg
Leu

ccy
Pro

cCcC
Pro

adaa
Lys

agc
Ser

tcc
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

agc
Ser

tcc
ser
230

ctc
Leu

acg
Thr

Tttt
Phe

aca
Thr

agc
Ser
310

gtc
val

daaa
Lys

atg
met

aat
Asn

gct
Ala
390

aat
Asnh

tac
Cys

ctt
Leu

cct
Pro

atc
Ile
215

ttc
Phe

aag
LYyS

ctg
Leu

gcc
Ala

agc
ser
295

att
Ile

ttrc
Phe

tca
Ser

cca
Pro

ggc
oty
375
gt
va

&
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581

629

677

725

773

821

869

917

965

1013

1061

1109

1157

1205

1253



aaa
Lys

ada
Lys

ata
Ile
440

cct
Pro

ctt
Leu

aaa
Lys

agg
Arg

cat
H1s
520

att
Ile

tgc
Cys

gga
Gly

aac
AsSn

acc
Thr
600

ctc
Leu

agt
Ser

gtg
val Gly
cag tat
Gln Tyr
665

aac ata
Asn Ile
680
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tat
Tyr

ctc
Leu
425

oty

tgg
Trp

ata
Ile

aga
Arg

ctc
Leu
505

gaa
Glu

aaa
Lys

cta
Leu

act
Thr

cta
Leu
585

gt
va

tgt
Cys

&y

gga

Gl
5

4

ata agt aat ttc

gt
va
410

cCC
Pro

&ty

caa
Gln

cat
His

atg
Met
490

tca
Ser

cte
Leu

ccg
Pro

gt
Va
570

atg
Met

tat
Tyr

gct
Ala

&ty

gga

395

tot
Cys

ccg
Pro

cgc
Arg

tc
3a1

gac
Asp
475

gca
Ala

cct
Pro

tac
TYyr

aag
Lys

cga
Arg
555

ct
g]a

Tttt
Phe

gaa
Glu

G

gca
Ala
635

ata

gag
Glu

gtt
val

ata
Ile

tty
Leu
460

aat
Asn

gacg
Ala

cat
His

act
Thr

aac
Ash
540

aaa
Lys

gt
va

aag
Lys

tta
Leu
620

tta
Leu

gt

gct
Ala

tgt
Cys

gtt
val
445

ttg
Leu

tgg
Trp

tcc
Ser

tac
Tyr

cac
HT1s
525
aaa
Lys

gaa
Glu

tgg
Trp

gac
Asp

ctc
Leu
605

gag
Glu

gt
va

tcc

gat
Asp

gag
Glu
430

&y

cty
Leu

gtc
val

tcc
ser

act
Thr
510

ety

gtc
val

gct
Ala

y

ata
Ile
590

tat
Tyr

act
Thr

ttt
Phe

tgg

&1y
415

cct
Pro

&y

cta
Leu

ctg
Leu
495

caa
Gln

gct
Ala

aca
Thr

gca
Ala

tta
Leu
575

cca
Pro

cca
Pro

got
Gly

cta
Leu

ggt
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400
ttc
Phe

gtt
val

cag
Gln

caa
Gln

aca
Thr
480

dac
Asn

gcc
Ala

atc
Ile

tcc
Ser
560
acc
Thr

att
Ile

&ty
cly

gat
Asp
640

tcc

tgg
Trp

tgt
Cys

cct
Pro

act
Thr
465

gcc
Ala

atc
Ile

tgg
Trp

ttt
Phe

aac
Asn
545

tta
lLeu

cag
Gln

gct
Ala

gta
val

aag
Lys
625

aat
ASn

att

acg
Thr

G

gca
Ala
450

aca
Thr

Ala

cga
Arg

cCC
Pro

gac
Asp
530

ety

atg
Met

aag
LyS

gac
Asp

aga
Arg
610

gac
Asp

gag
Glu

aat

agc
Ser

ctg
Leu
435

aag
Lys

gca
Ala

cat
His

atg
Met

gag
Glu
515

aat
Asn

agc
Ser

aga
AFg

cac
His
595

gta
val

age
Ser

aca
Thr

tgt

tcc
ser
420

tcc
Ser

cCct
Pro

gca
Ala

gct
Ala

ggc
qu
500
gaa
Glu

gat
Asp

atc
Ile

aca
Thr

ctt
Leu
580

caa
Gin

agc
ser

tgc
Cys

cag
Gln

999

405
aaa
Lys

aca
Thr

&y

gca
Ala

gta
val
485
atc
Ile

atc
Ile

ata
Ile

atg
Met
gac
565

ctt
Leu

aaa
Lys

gct
Ala

aga
Arg

cga
Arg
645
gcg

&ty

cac
H1s

gac
Asp

&y
470
tat

Tyr

ctc
Leu

ttt
Phe

gca
Ala

cct
Pro
550

ttc
Phe

gct
Ala

tgt
Cys

aac
Asn

&y
630

tgg
Trp

gca

gaa
Glu

act
Thr

ittt
Phe
455

gca
Ala

gag
Glu

aaa
Lys

ata
Ile

ttg
Leu
535

gtt
val

act
Thr

aga
Arg

acc
Thr

atg
Met
615

gac
Asp

Tttt
Phe

g9c

y Ile val ser Trp Gly Ser Ile Asn Cys Gly Ala Ala Gly
650 655 660

g gtc tac aca aaa gtc atc aac tat att ccc tgg aat gag
e Pro Trp Asn Glu
675

y Val Tyr Thr

Lys val Ile Asn T

670

taa

Ile Ser Asn Phe
685

5
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7
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1301

1349
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1445

1493

1541

1589

1637

1685

1733

1781

1829

1877

1925

1973

2021

2069

2080



<400> 51

Met
1
Leu
Pro
Leu
Asp
65
ser
Thr
Leu
Gly
Ser

145

Gly

Arg

Leu

Gly

Thr

50

Leu

Gly

Glu

Lys

Phe

130

Leu

Gly

Leu

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Thr

Gln

val

115

Glu

Gly

TYyr

Leu

ser

20

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Asp

Tyr

Ile

Lys

Glu

Pro

Ser

val

85

Pro

Phe

Phe

Ser

Cys
165

Phe

Trp

Lys

Gly

Tyr

70

Leu

Gly

His

Tyr

val

150

Ser

Leu

Pro

Tyr

TYr

55

Arg

Ala

Asn

Ser

Ala

135

Pro

Cys

Gly

Glu

Ala

40

Arg

Cys

Thr

Asp

Asp

Ala

Cys

Arg
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Leu

Pro

AsSD

Leu

Glu

Leu

Thr

105

TYyr

Glu

Asp

Ala

Leu

10

val

His

Arg

TYr

Ser

Asp

His

Trp

Phe

GlIn

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

ASD

val

Tyr

155

TYr

ser

Gly

Asp

Gln

Ser

Glu

Asp

Cys

Ile

73

Leu

Arg

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

His

Leu

val

Leu

30

Ser

Thr

Lys

ser

Gly

110

Pro

Cys

Asn

His

Ala

15

val

Trp

His

Leu

Thr

95

Pro

Phe

Arg

TYr

Gln
175

Thr

Ser

Thr

Phe

Ser

80

Asp

Ser

Thr

val

Leu

160

Asn



Lys

Ser

Ser

Leu

225

Cys

Pro

Lys

Trp

Ala

305

Lys

Gly

Ser

Pro

val

385

Tyr

Trp

His

Gly

Ser

210

Asp

Pro

Phe

val

Asp

Ser

Trp

Asp

370

Thr

Thr

Thr

Thr

Tyr

Cys

Phe

Tyr

Cys

Thr

275

Ile

Fro

Arg

val

ASp

355

ASp

Thr

Met

Ser

Thr

val

Asp

Gly

Ile

His

ASn

Phe

Pro

340

Arg

Leu

TYr

Ser

ser
420

ser

Ser

Tyr

Glu

Ser

245

Lys

Thr

Tyr

Gly

ser

325

Leu

Pro

Fro

Lys

ser

405

Lys

Ala

Ser

Ser

ser

230

Leu

Thr

Phe

Thr

Ser

310

val

Lys

Met

Asn

Ala

390

Asn

Gly

Leu

Pro

Ile

215

Phe

Lys

Leu

Ala

Ser

295

Ile

Phe

Ser

Pro

Gly

val

Gly

Glu

Cys

Glu

200

Arg

Asp

Ile

Pro

Thr

280

Thr

ser

Cys

Phe

Glu

360

His

ile

Lys

Lys
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ser

185

Tyr

Leu

val

Gln

Pro

265

ASp

Ala

Pro

Lys

Thr

345

Cys

val

Gln

Tyr

Leu
425

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr

Arg

Glu

Ara

val

Thr

330

Ala

Ser

ASp

TYr

val

410

Pro

Gln

Gln

Asp

Thr

Asp

Ile

ser

Pro

Gln

315

Gly

val

Ile

Tyr

Ser

395

Cys

Pro

val

Pro

Gly

His

Lys

Glu

Gly

300

Ala

Phe

Cys

Ile

Ile

380

Cys

Glu

val

74

Phe

Tyr

205

Phe

Pro

Gly

Thr

ASn

285

Pro

Thr

Glu

Gln

365

Thr

Glu

Ala

Cys

Thr

190

Pro

ser

Glu

Glu

270

His

Asp

Tyr

Leu

LyS

Cys

Gly

Glu

Asp

Glu
430

Gly

Lys

val

Ala

His

ser

Thr

Pro

val

Leu

335

ASD

Gly

Pro

Thr

Gly

Pro

Arg

Leu

Ile

Gln

Gly

His

Gly

Thr

Leu

320

Gln

Gly

Pro

Phe
400

Phe

val



Cys

Pro

Thr

465

Ala

Ile

Trp

Phe

ASh

545

Leu

GIn

Ala

val

Lys

Asn

Ile

Asn

Gly

ala

450

Thr

Ala

Arg

Pro

530

Gly

Met

Lys

Asp

Arg

AsSp

Glu

ASn

Tyr
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Leu

435

Lys

Ala

His

Met

Glu

515

ASn

Ser

Arg

Gly

His

595

val

Ser

Thr

Cys

Ile
675

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly

500

Glu

ASp

Ile

Thr

Ley

580

Gln

Ser

Cys

Gln

Gly

660

Pro

Thr

Gly

Ala

val

485

Ile

Ile

Ile

Met

Asp

Leu

LYyS

Ala

Arg

Arg

Ala

Trp

His

ASD

Gly

Tyr

Leu

Phe

Ala

Pro

550

Phe

Ala

Cys

Asn

Gly

Trp

Ala

Asn

Thr

Phe

455

Ala

Glu

Lys

Ile

Ley

535

val

Thr

Arg

Thr

Met

615

Asp

Phe

Gly

Glu

Ile

440

Pro

Leu

Lys

Arg

His

520

Ile

Cys

Gly

Asn

Thr

600

Leu

Ser

val

Glin

Asn
680
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Gly

Trp

Ile

Arg

Leu

505

Glu

Lys

Leu

Thr

Leu

585

val

Cys

Gly

Gly

TYr

Ile

Gly

Gln

His

Met

4380

Ser

Gly

Leu

Pro

val

570

Met

TYyr

ala

Gly

Gly

Ile

Arg

val

Pro

Tyl"

Lys

Arg

555

Ala

Phe

Glu

Gly

Ala

635

Ile

val

Ser

Ile

Leu

460

Asn

Ala

His

Thr

AsSh

540

Lys

Gly

val

Lys

Ley

620

Leu

val

Tyr

Asn

75

val

445

Leu

Trp

Ser

Tyr

His

525

LYyS

Glu

Trp

Asp

Leu

605

Glu

val

ser

Thr

Phe
685

Gly

Leu

val

Ser

Thr

510

Gly

val

Ala

Gly

Ile

590

Tyr

Thr

Phe

Trp

Lys
670

Gly

Gly

Leu

Leu

495

Gln

Ala

Thr

Ala

Leu

575

Pro

Pro

Gly

Leu

GIn

G1n

Thr

480

Asnh

Ala

Gly

Ile

Ser

560

Thr

Ile

Gly

Gly

Asp

Ser

Ile



Thr

ser

Thr

Phe

ser

65

ASp

Ser

Thr

val

Leu

145

ASN

arg

Leu

Ile

Leu

Pro

Leu

Asp

50

Ser

Thr

Leu

Gly

Ser

130

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu
210

Leu

Gly

Thr

35

Leu

Gly

Glu

Lys

Phe

115

Leu

Gly

His

Gly

Ser

195

Asp

Gly

Phe

20

Ala

Glu

Thr

Gln

val

100

Glu

Gly

Tyr

Thr

TYr

180

Cys

Phe

Ser

Pro

Pro

Leu

LYS

Ala

85

Thr

Ala

Asp

Tyr

Cys

Leu

Thr

val

Lys

Glu

Pro

Ser

val

70

Pro

Phe

Phe

Ser

Cys

150

ser

Ser

Tyr

Glu

Trp

LYys

Gly

Tyr

55

Leu

Gly

His

TVYr

val

135

Ser

Ala

Ser

ser

Ser
215

Pro

Tyr

Tyr

Arg

Ala

ASn

Ser

Ala

120

Pro

Cys

Leu

Pro

Ile

200

Phe

ES 2 628 867 T3

Glu

Ala

25

Arg

Cys

Thr

ASp

Asp

Ala

Cys

Arg

Cys

Glu

185

Arg

Asp

Pro

10

Asp

Leu

Glu

Leu

Thr

90

Tyr

Glu

Asp

Ala

Ser

170

Tyr

Leu

val

val
His
Arg
Tyr
Cys
75

Phe
Ser
ASp
Hw'.s
Gly
Gly
Pro

Glu

Glu

Phe

Gln

Leu

Asp

60

Gly

Tyr

ASn

val

TYr

140

Tyr

Gln

Gln

Asp

Thr
220

76

Gly

Asp

TYyr

45

Phe

Gln

ser

Glu

Asp

125

Cys

Ile

val

Pro

Gly

His

Arg

Arg

30

Phe

val

Glu

Leu

Lys

110

Glu

His

Leu

Phe

TY"I

190

Phe

Pro

Leu

15

Ser

Thr

Lys

Ser

Gly

95

Pro

Cys

ASnN

His

Thr

175

Pro

Ser

Glu

val

Trp

His

Leu

Thr

80

Pro

Phe

Arg

Tyt

Gin

160

Gly

LYS

val

Ala



Gln

Gly

His

Gly

Thr

Leu

305

Gln

Gly

Fro

Gln

Phe

385

Phe

val

Gln

Gln

Thr

Ccys

Pro

Lys

Trp

Ala

Lys

Gly

Ser

Pro

val

370

Tyr

Trp

Cys

Pro

Thr

450

Ala

Pro

Phe

val

Lys

Pro

Asp

Ser

Trp

ASD

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

435

Thr

Ala

Tyr

Cys

Thr

260

Ile

Pro

Alg

val

AsD

Asp

The

Met

Ser

Leu

420

LysS

Ala

His

ASpP

Gly

Ile

His

Asn

Phe

Pro

325

Arg

Leu

Tyr

Ser

Ser

405

Ser

Pro

Ala

Ala

230

Lys

Thr

Tyr

Gly

Ser

310

Leu

Pro

Pro

Lys

Ser

390

Lys

Thr

Gly

Ala

val

Leu

Thr

Phe

Thr

Ser

295

val

Lys

Met

Asn

Ala

375

ASh

Gly

His

ASD

Gly

TYyr

LYys

Leu

Ala

Ser

280

Ile

Phe

Ser

Pro

Gly

360

val

Gly

Glu

Thr

Phe

440

Ala

Glu
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Ile

Pro

Thr

265

Thr

Ser

Cys

Phe

Glu

His

Ile

Lys

Lys

Ile

425

Pro

Leu

Lys

Gln

Pro

250

ASD

Ala

Pro

Lys

Thr

330

Cys

val

Gln

Tyr

Leu

410

Gly

Trp

Ile

Arg

Thr

235

Arg

Glu

Arg

val

Thr

315

Ala

ser

Asp

Tyr

val

395

Pro

Gly

Gln

His

Met

Asp

Ile

Ser

Pro

Gln

300

Gly

val

Ile

Tyr

Ser

380

Cys

Pro

Arg

val

Asp

Ala

77

Lys

Glu

Gly

Cys

285

Ala

Phe

Cys

Ile

Ile

365

Cys

val
Ile
Leu
445

ASN

Ala

Gly

Thr

AsSn

270

Pra

Thr

Glu

Gln

350

Thr

Glu

Ala

Cys

va)

430

Leu

Trp

Ser

Glu

Asp

His

Asp

Tyr

Leu

Lys

Cys

Gly

Glu

Asp

Glu

415

Gly

Leu

val

Ser

His

240

Ser

Thr

Pro

val

Leu

320

Asp

Gly

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

Gly

Leu

Leu
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465

Asn

Ala

Gly

Ile

Ser

545

Thr

Ile

Gly

Gly

Ile

Trp

Phe

Asn

530

Leu

Gln

Ala

val

Lys

610

Asn

Ile

Asn

<210> 53
<211> 2091
<212> ADN
<213> CDS de MASP-2 de rata

<220>
<221> CDS
<222> (10)..(2067)

<400> 53

tggcacaca atg agg cta ctg atc gtc ctg ggt ctg ctt tgg agt ttg otg

Arg

Pro

Asp

Gly

Met

Lys

Asp

Arg

Asp

Glu

AsSn

Tyr

Met

Glu

500

Asn

Ser

Arg

Gly

His

580

val

Ser

Thr

Cys

Ile
660

Gly

Glu

Asp

Ile

Thr

Leu

565

GIn

Ser

Cys

GlIn

Gly

Pro

470

Ile
Ile
Tle
Met
Asp
Leu
Lys
Ala
Arg
Ar

63

Ala

Trp

Leu

Phe

Ala

Pro

535

Phe

Ala

Cys

ASh

Gly

irp

Ala

Asn

Lys

Ile

Leu

520

val

Thr

Arg

Thr

Met

600

ASp

Phe

Gly

Glu

ES 2 628 867 T3

Arg

His

505

TIle

Cys

Gly

Asn

Thr

585

Leu

Ser

val

Gin

Asn
665

Leu

490

Glu

Lys

Leu

Thr

Leu

570

val

Cys

Gly

Gly

Tyr

650

Ile

475

Ser
Gly
Leu
Pro
val
555
Met
Tyr
Ala
Gly
Gly
6

Gly

Ile

Pro

Tyr

Lys

Arg

Ala

Phe

Glu

Gly

Ala

€20

Ile

val

Ser

78

His

Thr

Asn

525

Lys

Gly

val

Lys

Leu

605

Leu

val

TYyr

Asn

Tyr

His

510

Lys

Glu

Trp

Asp

Leu

590

Glu

val

ser

Thr

Phe
670

Thr

495

Gly

val

Ala

Gly

Tle

375

Tyr

Thr

Phe

Trp

480

Gln
Ala
Thr
Ala
Leu
560
Pro
Pro
Gly
Leu
Gly
6

val

51



ES 2 628 867 T3

Met Arg Leu Leu Ile val Leu Gly Leu LSU Trp Ser Leu val
1 5 1

gcc aca ctt ttg g?c tcc aag tgg c¢ct gag cct gta ttc g?g cgc ¢ty 99
Ala Thr Leu Leu Gly Ser Lys Trp Pro Glu Pro val Phe Gly Arg Leu
15 20 25 30
gtg tcc ctg gcc ttc cca gag aag tat g?c aac cat cag gat cga tcc 147
val Ser Leu Ala Phe Pro Glu Lys Tyr Gly Asn His Gln Asp Arg Ser
35 40 45
tgg acg ctg act gca ccc cct g?c ttc cgc ctg cac ctc tac ttc acc 195
Trp Thr Leu Thr Ala Pro Pro Gly Phe Arg Leu Arg Leu Tyr Phe Thr
50 55 60
cac tiC aac ctg gaa ctc tct tac cgc tgc gag tat gac ttt gtc aag 243
His Phe Asn Leu Glu Leu Ser Tyr Arg Cys Glu Tyr Asp Phe val Lys
65 70 75
ttg acc tca g?g acc aag gtg cta goc acg ctg tgt g?g cag gag agt 291
Leu Thr Ser Gly Thr Lys val Leu Ala Thr Leu Cys Gly G1In Glu Ser
80 85 80
aca gat act gag cgg gca cct g?c aat gac acc ttc tac tca ctg g?t 339
Thr Asp Thr Glu Arg Ala Pro G!y Asn Asp Thr Phe Tyr Ser Leu Gly
95 100 105 110
€CC age cta aag gtc acc ttc cac tcC gac tac tcc aat gag aag cca 387
Pro Ser Leu Lys val Thr Phe His Ser Asp Tyr Ser Asn Glu Lys Pro
115 120 125
ttc aca g?a ttt gag gcc ttc tat gca gcg gag gat gtg gat gaa tgc 435
phe Thr Gly Phe Glu Ala pPhe Tyr Ala Ala Glu Asp val Asp Glu Cys
130 135 140
aga aca tcc ctg g?a gac tca gtc cct tgt gac cat tat tgc cac aac 483
Arg Thr Ser Leu Gly Asp Ser val Pro Cys Asp His Tyr Cys His Asn
145 150 155
tac ctg g?c g?c tac tac tgc tce tgc cga gt g?c tac att ctg cac 531
Tyr Leu Gly Gly Tyr Tyr Cys Ser Cys Arg Val Gly Tyr Ile Leu His
160 165 170
cag aac aag cat acc tgc tca gcc ctt tgt tca g?c cag gtg ttc act 579
GIn Asn Lys His Thr Cys Ser Ala Leu Cys Ser Gly GIn val phe Thr
175 180 185 190
g?g agg tct g?c ttt ctc agt agc cct gag tac cca cag cca tac ccc 627
Gly Arg Ser Gly Phe Leu Ser Ser Pro Glu Tyr Pro Gin Pro Tyr Pro
195 200 205
aaa ctc tcc agc tgc goc tac aac atc cgc ctg gag gaa g?c ttc agt 675
Lys Leu Ser Ser Cys Ala Tyr Ash Ile Arg Leu Glu Glu Gly Phe Ser
210 215 220
atc acc ctg gac ttc gtg gag tcc ttt gat gtg gag atg cac cct gaa 723
Ile Thr Leu Asp Phe val Glu Ser Phe Asp val Glu Met His Pro Glu
225 230 235
gCC cag tgc ccc tac gac t¢c ctc aag att caa aca gac aag agg gaa 771
Ala g}g Cys Pro Tyr Asp ggg Leu Lys Ile Gln ;26 Asp Lys Arg Glu

79



tac
Tyr
255

agc
Ser

aca
Thr

cca
Pro

gtc
val

ctg
Leu
335

gat
Asp

cct
Pro

act
Thr

ety
415

cct
Pro

ety

aca
Thr

gac
Asp
495

aly

aac
Asn

ety

acg
Thr

ctg
Leu
320

caa
Gn

y

cct
Pro

gaa
Glu

ttc
Phe
400

ttc
Phe

gtc
val

cag
Gln

gaa
Glu

g¢cg
Ala
480

atc
Ile

ccg
Pro

aag
Lys

tgg
Trp

qcg
Ala
305

aag
Lys

&y

Tt
Ser

ccc
Pro

gt
va
385

tac
Tyr

tgg
Trp

tgt
Cys

cct
Pro

act
Thr
465

ct
g]a

cgc
Arg

Tttt
Phe

gt
va

aag
Lys
290

cca
Pro

gac
Asp

tct
ser

tgyg
Trp

gat
Asp
370

acc
Thr

aca
Thr

acg
Thr

ety

gca
Ala
450

aca
Thr

cat
H1s

atg
Met

tgt
Cys

acc
Thr
275

ata
Ile

cct
Pro

agce
Ser

gtc
val

gac
Asp
355

gac
Asp

acc
Thr

atg
Met

agc
ser

ctg
Leu
435

aag
Lys

gca
Ala

gct
Ala

oty

ety
260

att
Ile

cac
His

aat
Asn

Tttt
Phe

cce
Pro
340

cgg
AFg

cta
Leu

tac
Tyr

agc
ser

tcc
ser
420

tcc
Ser

cct
Pro

gca
Ala

gta
val

atc
Ile
500

aag
Lys

acc
Thr

tac
Tyr

&

tct
Ser
325
ctg
Leu

ccg
Pro

ccc
Pro

aad
Lys

agce
Ser
405
aaa
Lys

aca
Thr

&y

tat
Tyr
485
ctc
Leu

acg
Thr

Tttt
Phe

aca
Thr

cac
His
310

gtc
val

aag
LyS

ata
Ile

aat
Asn

gct
Ala
390

aat
Asn

oy

cac
His

gac
Asp

gct
Ala
470

&ty

aaa
Lys
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ctg
Leu

acc
Thr

agce
Ser
295

att
Ile

ttc
Phe

tca
Ser

cca
Pro

&y
375

vad

aa
g]u

act
Thr

ttct
Phe
455

ctt
Leu

ada
Lys

agg
Arg

cCc
Pra

acc
Thr
280

aca
Thr

tca
Ser

tgc
Cys

ttc
Phe

gag
360

cac
His

att
Ile

aaa
Lys

daa
LysS

tca
Ser
440

cCct
Pro

ata
Ile

aca
Thr

ctc
Leu

ccc
Pro
265

gac
Asp

gca
Ala

cCt
Pro

aag
Lys

act
Thr
345

tgc
Cys

gt
va

cag
Gln

tat
Tyr

tcc
ser
425

&y

tag
Trp

cat
His

gag
Glu

tcc
ser
505

agg
Arg

gag

cag
Gln

gt
va

act
Thr
330

gct
Ala

agc
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gt
va
410

crc
Leu

&y

caa
Gln

gac
Asp

gcg
Ala
490

ctc
Leu

80

att
Ile

tca
Ser

cCC
Pro

caa
Gln
315

ety

gtc
val

att
Ile

tat
Tyr

agc
Ser
395

tgt
Cys

ccg
Pro

cgt
Arg

gtc
val

gac
AsSp
475

atg
Met

att
Ile

tgc
Cys
300

gcc
Ala

ttc
Phe

tgt
Cys

att
Ile

atc
Ile
380

tgt
Cys

gag
Glu

tt
3a1

ata
Ile

ttg
Leu
460

tag
Trp

tcce
Ser

tac
TYr

act
Thr

aac
Asn
285

cct
Pra

acg
Thr

cag
Gln

gac
Asp
365

aca
Thr

gaa
Glu

gct
Ala

tgc
Cys

att
Ile
445

tta
teu

gtc
val

tcc
Ser

act
Thr

gac
Asp
270

cac
His

gat
Asp

tat
Tyr

ctt
Leu

aaa
Lys
350

tgt
Cys

gag
Glu

gat
Asp

aag
Lys
430

&y

ctg
Leu

cta
Leu

ctg
Leu

Caa
Gln
510

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1395

1443

1491

1539
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acc
Ala

&ty

atc
Ile

tcc
Ser

acce
Thr
575

att
Ile

cca
Fro

&ty

Ccta
Leu

&
655

gtc
val

tag
Trp

ttt
Phe

aac
Asn

tta
Leu
560

cag
Gln

gtt
val

2ty

gac
Asp
640

tct
ser

acg
Thr

cca
Pro

gac
Asp

aga
Ar
54

atg
Met

aag
Lys

gac
Asp

gca
Ala

aag
Lys
625

aat
Asn

att
Ile

aac
Asn

gag
Glu

aat
Asn
530

aac
Asn

aaa
Lys

oy

cac
His

aaa
Lys
610

gac
Asp

gaa
Glu

aacC
Asn

tat
Tyr

gct
Ala
515

gat
Asp

atc
Ile

aca
Thr

ttt
Phe

caa
Gln
595

gt
va

agc
Ser

aca
Thr

tgt
Cys

att
Ile
675

gtc
val

ata
Ile

atg
Met

gac
Asp

ctt
Leu
580

aaa
Lys

act
Thr

tgc
Cys

cag
Gln

&
660

ccc
Pro

Tttt
Phe

gca
Ala

ccg
Pro

ttc
Phe
565

gct
Ala

tgt
Cys

gtt
val

aga
Arg

aga
Arg
645

&y

tag
Trp

tttgcaaaaa aaaaaaaaad daaa

<210> 54
<211> 685
<212> PRT
<213> CDS de MASP-2 de rata

<400> 54
Met Arg Leu Leu §1e val Leu Gly Leu Iigu Trp Ser Leu val Ala Thr
1

atc
Ile

ctg
Leu

att
Ile
550

gtt
val

aga
Arg

gct
Ala

aac
Asn

ggt
Gly
630

tgqg
Trp

tca
ser

att
Ile

ES 2 628 867 T3

cat
His

att
Ile
535

tgt
Cys

&y

aac
Asnh

act
Thr

atg
Met
615

gac
Asp

ttt
Phe

gaa
Glu

gag
Glu

gaa
520

aaa
Lys

cta
Leu

act
Thr

cta
Leu

gcg
Ala
600

ctc
Leu

agc
Ser

gt
va

cag
Gln

aac
Asn
680

&ty

ctc
Leu

cca
Pro

gt
va

atg
Met
585

tat
Tyr

tgt
Cys

&y

tat
Tyr
665

ata
Ile

tac
Tyr

aag
LYs

aga
Arg

gct
Ala
570

ttt
Phe

aca
Thr

gct
Ala

oty
oy
650
ety

ata
Ile

act
Thr

aac
Asn

aaa
Lys
555

agc
Gly

gt
Va

aag
Lys

aly

gca
635
ata
Ie

gte
val

aat
ASh

cac
His

aaa
Lys
540

gaa
Glu

tgg
Trp

gac
Asp

cag
Gln

cta
Leu
620

tta
Leu

gtt
val

tac
Tyr

aat
Asn

oy
525

gtc
val

gct
Ala

&y

ata
Ile

ccc
Pro
605

gac
Asp

gt
va

tce
Ser

acg
Thr

ttc
Phe
685

Cct
g1a

aca
Thr

gca
Ala

tta
Leu

cca
Pro
590

tac
Tyr

cgc
AFQ

Tttt
Phe

tgg
Trp

ada
Lys
670

taa

Leu Leu Gly ggr Lys Trp Pro Glu ;Eo val Phe Gly Arg |§8u val ser

81

1587

1635

1683

1731

1779

1827

1875

1923

1971

2019

2067

2091



Leu

Leu

Asn

65

Ser

Thr

Leu

Gly

Ser

145

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu

225

Cys

Pro

Lys

Ala

Thr

50

Leu

Gly

Glu

Lys

Phe

130

Leu

Gly

His

Gly

Ser

210

Asp

Pro

Phe

val

Phe

35

Ala

Glu

Thr

Arg

val

115

Glu

Gly

Tyr

Thr

Phe

195

Cys

Phe

Tyr

Cys

Thr
275

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Asp

Tyr

Cys

Leu

Ala

val

Asp

Gly

Ile

Glu

Pro

Ser

val

85

Pro

Phe

Phe

Ser

Cys

sSer

Ser

Tyr

Glu

Ser

245

Lys

Thr

Lys

Gly

Leu

Gly

His

Tyr

val

150

Ser

Ala

Ser

Asn

ser

230

Leu

Thr

Phe

Tyr

Phe

35

Arg

Ala

Asn

Ser

Ala

135

Pro

Cys

Leu

Pro

Ile

Phe

Lys

Leu

Thr

Gly

40

Arg

Cys

Thr

Asp

ASp

Ala

Cys

Arg

Cys

Glu

200

Arg

ASp

Ile

Pro

Thr
280
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Asn

Leu

Glu

Leu

Thr

105

Tyr

Glu

ASp

val

Ser

185

TYr

Leu

val

GIn

Pro

Asp

His

Arg

Tyr

Ser

ASp

His

Gly

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr

250

Arg

Gln

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

Asn

val

TYyr

155

Tyr

Gln

Gln

Glu

Met

235

Asp

Ile

Ser

Gln

Ser

Glu

140

Cys

Ile

val

Pro

Lys

Glu

Gly

82

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

Lys

125

Glu

His

Leu

Phe

TYr

205

Phe

Pro

Arg

Thr

Asn
285

Ser

Thr

Lys

Ser

Gly

Pro

Cys

ASh

His

Thr

190

Pro

Ser

Glu

270

His

Trp

His

Leu

Thr

g5

Pro

Phe

Arg

Tyr

Gln

175

Gly

Lys

Ile

Ala

Tyr

Ser

Thr

Thr

Phe

Thr

80

ASp

Ser

Thr

Thr

Leu

160

Asn

Arg

Leu

Thr

Gln

240

Gly

Asn

Gly



Trp

Ala

305

Lys

Gly

ser

Pro

val

385

Tyr

Trp

Cys

Pro

Thr

465

Ala

Arg

Pro

Asp

Lys

Pro

Asp

Ser

Trp

ASp

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

450

Thr

His

Met

Glu

Ash
530

Ile

Pro

Ser

val

ASD

ASD

Thr

Met

Ser

Leu

435

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

515

Asp

His

Asn

Phe

Pro

340

Arg

Leu

Tyr

ser

Ser

420

Ser

Pro

Ala

val

Ile

500

val

Ile

TYyr

Gly

ser

325

Leu

Pro

Pro

Lys

Ser

405

Lys

Thr

Gly

Gly

Tyr

485

Leu

Phe

Ala

Thr

His

310

val

Lys

Ile

Asn

Ala

380

Asn

Gly

His

AsSp

Ala

470

Gly

LysS

Ile

Leu

Ser

295

Ile

Phe

Ser

Pro

Gly

val

Gly

Glu

Thr

Phe

455

Leu

Lys

Arg

His

Ile
535

Thr

ser

Cys

Phe

Glu

360

His

Ile

Lys

Lys

Ser

440

Pro

Ile

Thr

Leu

Glu

520

Lys
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Ala

Pro

Lys

Thr

345

Cys

val

Gln

Tyr

Ser

425

Gly

Trp

His

Glu

ser

505

Gly

Leu

Gln

val

Thr

330

Ala

ser

Asp

TYr

val

410

Leu

Gly

Gln

Asp

Ala

490

Leu

TYr

Lys

Pro

Gln

315

Gly

val

Ile

Tyr

ser

395

Cys

Pro

Arg

val

Thr

Asn

300

Ala

Phe

cys

Ile

Ile

380

Cys

Glu

val

Ile

Leu

460

Trp

Ser

Tyr

His

83

Pro

Thr

Glu

Gln

Asp

365

Thr

Glu

Ala

Cys

Ile

445

Leu

val

Ser

Thr

Asp

TYr

Leu

Lys

Cys

Gly

Glu

AsSp

Lys

Gly

Leu

Leu

Leu

Gln

510

Ala

Thr

Pro

val

Leu

335

Asp

Gly

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

Asp

Ala

Gly

Ile

Thr

Leu

320

Gln

Gly

Pro

Glu

Phe

400

Phe

val

Gln

Glu

Ala

480

Ile

Trp

Phe
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Lys

Asp

Ala

625

Asn

Ile

Asn

ASh

Lys

Gly

His

Lys

610

Asp

Glu

Asn

TYyr

<210> 55

<211> 670
<212> PRT
<213> CDS de MASP-2 de rata

<400> 55
Thr Leu Leu
1

Ser

Leu

Thr Leu

Phe Asn

50

Thr ser
65

Ile

Thr

Phe

Gln

595

val

Ser

Thr

Cys

Ile
675

Ala
Thr
35

Leu

Gly

Met
AsSp
Leu
580
Lys
Thr
Cys
Gln

Gly
6

Pro

Gly
Phe
20

Ala
Glu

Thr

Pro
Phe
565
Ala
Cys
val
Arg
Arg

Gly

Trp

Ser
5

Pro
Pro
Leu

Lys

Ile

550

val

Arg

Ala

Asn

Gly

Trp

Ser

Ilte

Cys Leu

Gly Thr

Asn Leu

Thr Ala

600

Met Leu

615

Asp Ser

pPhe val

Glu Gln

Glu Asn
680

Lys Trp Pro

Glu
Pro
Ser

val
70

Lys Tyr

Gly Phe
40

Tyr Arg
55

Leu Ala
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Pro
val
Met
585
Tyr
Cys
Gly
Gly

TYr

Ile

Glu
Gly
25

Arg
Cys

Thr

Arg
Ala
570
Phe
Thr
Ala
Gly
Gly
6

Gly

Ile

Pro
10

Asn
Leu

Glu

Leu

Lys
555
Gly
val
Lys
Gly
Ala
635
Ile

val

Asn

val
His
Arg
Tyr

Cys
75

Glu

Trp

Asp Ile

Gln

Leu

620

Leu

val

Tyr

Asn

Phe

GlIn

Leu

AsSp

60

Gly

84

Ala Ala Ser

Gly

Pro

605

Asp

val

Ser

Thr

Gly

Asp

Tyr

Phe

Gl

>

Leu Thr
575

Pro Ile
590

Tyr Pro
Arg Gly

Phe Leu

Trp Gly

Arg Leu
15

Arg Ser

30

Phe Thr

val Lys

Glu Ser

Leu

560

Gln

val

Gly

Gly

640

Ser

Thr

val

Trp

His

Leu

Thr
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Thr

Leu
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Arg
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Gln
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Gly

Asn

Gly

Thr

Leu

305

GIn

Thr

Leu

Gly

Ser

130

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu

210

Cys

Pro

Lys

Trp

Ala

Lys

Gly

Glu

Lys

Phe

115

Leu

Gly

His

Gly

Ser

195

Asp

Pro

Phe

val

Lys

Pro

Asp

Ser

Arg

val

100

Glu

Gly

Tyr

Thr

Phe

180

Cys

Phe

Tyr

Cys

Thr

260

Ile

Pro

ser

val

Ala

85

Thr

Ala

Asp

TYyr

Cys

Leu

Ala

vai

Asp

Gly

Ile

His

Asn

Phe

Pro

Pro

Phe

Phe

Ser

Cys

Ser

Ser
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Glu

Ser

230

Lys

Thr

Tyr

Gly

ser
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Leu

Gly

His

TYyr
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Ser

Ala

Ser
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Ser
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Ser
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Pro
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Phe

Ser
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Thr

315

Ala

85
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140

Tyr

Gln
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Glu

Met

220
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Ser
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300
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Pro

Glu

Phe

385

Phe

val

Gln

Glu

Ala

465

Ile

Trp

Phe
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Ser
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Asp
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Met
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Lys
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Gly
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ASp
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Thr

Phe
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Arg
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Ser
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Leu
565

Pro
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Ser

390
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Leu

Leu

Gln

495

Ala

Thr

Ala

Leu

Pro
575

Gly

Pro
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val Asp His Gln Lys Cys Ala Thr Ala Tyr
580 585

Gly Ala Lys val Thr val Asn Met Leu Cys
595 600

Gly Lys Asp Ser Cys Arg Gly Asp Ser Gly
610 615

Asp Asn Glu Thr Gin Arg Trp Phe val Gly
625 63

ser Ile Asn Cys Gly Gly Ser Glu GIn Tyr
645 650

Thr Asn Tyr Ile Pro Trp Ile Glu Asn Ile
660 665

<210> 56

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 de Homo Sapien

<400> 56
atgaggctgc tgaccctcct gggccttc 28

<210> 57

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 de Homo Sapien

<400> 57
gtgcccectece tgegtcacct ctg 23

<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 de Homo Sapien

<400> 58
cagaggtgac gcaggagggg cac 23

<210> 59

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 de Homo Sapien

<400> 59
ttaaaatcac taattatgtt ctcgatc 27

<210> 60
<211> 22
<212> ADN

Thr

Ala

Gly

Gly

635

Gly

Ile

Lys

Gly

Ala

620

Ile

val

Asn

87

GIn

Leu

605

Leu

val

Tyr

Asn

Pro

590

Asp

val

ser

Thr

Phe
670

Tyr

Arg

Phe

Trp

Lys
655

Pro

Gly

Leu

Gly

val
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 murina

<400> 60
atgaggctac tcatcttcct gg 22

<210> 61

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 murina

<400> 61
ctgcagaggt gacgcagggg 999 23

<210> 62

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 murina

<400> 62
ccccccctge gtcacctcetg cag 23

<210> 63

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador PCR de MASP-2 murina

<400> 63
ttagaaatta cttattatgt tctcaatcc 29

<210> 64

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de MASP-2 de rata

<400> 64
gaggtgacgc aggaggggca ttagtgttt 29

<210> 65

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de MASP-2 de rata

<400> 65
ctagaaacac taatgcccct cctgegtcac ctctgeca 37
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 inhibidor de MASP-2 que se une especificamente a una
porcién de la SEQ ID NO: 6 e inhibe selectivamente la activacion del complemento dependiente de MASP-2 sin
inhibir sustancialmente la activacion del complemento dependiente de C1q para usar en el tratamiento de un sujeto
que padece angiopatia diabética.

2. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo inhibidor de MASP-2 se une especificamente a un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 6.

3. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicacion anterior, en el
que el anticuerpo inhibidor de MASP-2 se une especificamente a un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 6
con una afinidad de al menos 10 veces mayor que la afinidad con la que se une a un antigeno diferente en el
sistema de complemento.

4. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicacion precedente,
en el que el anticuerpo inhibidor de MASP-2 se une al polipéptido en un lugar dentro de los residuos de aminoacidos
1-176 de la SEQ ID NO: 6.

5. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 es monoclonal.

6. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicaciéon precedente,
en el que el anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 es recombinante.

7. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicacion precedente,
en el que el anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 tiene una funcion efectora reducida.

8. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicacion precedente,
en el que el anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 es quimérico, humanizado o humano.

9. Un anticuerpo o fragmento del mismo inhibidor de MASP-2 para usar segun cualquier reivindicacion precedente,
en el que el anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 se produce en un animal transgénico deficiente en
MASP-2.

10. Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo anti-MASP-2 inhibidor de
MASP-2 que se une especificamente a una porcién de la SEQ ID NO: 6 e inhibe selectivamente la activacion del
complemento dependiente de MASP-2 sin inhibir sustancialmente la activacién del complemento dependiente de
C1q y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para usar en el tratamiento de la angiopatia diabética.

11. Una composicion farmacéutica para usar segun la reivindicacion 10, en la que el anticuerpo inhibidor de MASP-2
es como se establece en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9.

12. Una composiciéon farmacéutica para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en la que la
composicion se formula para administracion intraarterial, intravenosa, intracraneal, intramuscular, subcutanea o
administracién como inhalante.

13. Una composicidon farmacéutica para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que la
composicion se formula para administracion subcutanea.
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