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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales contra bucles extracelulares de C5aR
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se fijan a C5aR y que son utiles en métodos diagndsticos y
terapéuticos. El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones y cualquier informacion que
no esté comprendida en las reivindicaciones se proporciona Unicamente a efectos informativos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La protedlisis de cada una de las proteinas C3-C5 del complemento da lugar a fragmentos cationicos
aminoterminales con moléculas de sefializacion denominadas anafilatoxinas (6-9). La mas potente de éstas, C5a,
provoca las respuestas mas amplias. Considerando los componentes de la respuesta inflamatoria como marginacion
e infiltracion de leucocitos, liberacién proteoliticas fijadas a granulos, produccién de radicales activados derivados de
oxigeno y nitrdgeno, cambios en el flujo sanguineo y fuga de capilares, junto con la posibilidad de contraer la
musculatura lisa, la molécula C5a es el mediador pro-inflamatorio "completo”. A niveles sub-nanomolares hasta
nanomolares, la molécula C5a provoca quimiotaxis de todos los linajes mieloides (neutrdfilos, eosindfilos y basofilos,
macrofagos y monocitos), y causa permeabilidad vascular que esta potenciada acusadamente por prostaglandinas y
leucocitos circulantes. Las concentraciones nanomolares mayores provocan la desgranulacion y activacion de la
NADPH-oxidasa. La amplitud de la bioactividad contrasta con otros mediadores inflamatorios. C5a se ha visto
implicada en la patogénesis de artritis reumatoide, psoriasis, sepsis, lesion de reperfusion, y sindrome de dificultad
respiratoria de los adultos [1,2].

Las actividades de C5a estan mediadas por la fijacion de C5a a su receptor (C5aR). C5aR pertenece a la familia de
receptores 7-transmembranales acoplados a proteina G. C5aR es un receptor de afinidad alta para C5a, con un Kd
de ~ 1 nM, y esta localizado en varios tipos de células diferentes que incluyen los leucocitos. El ndmero de
receptores por célula es extremadamente alto, hasta 200.000 sitios por leucocito. La activacion bioldgica del receptor
ocurre a lo largo del intervalo que satura la fijacion.

C5aR comprende un dominio extracelular N-terminal extendido. Este amplio dominio N-terminal es tipico de los
receptores acoplados a proteina G que fijan péptidos que incluyen las familias de receptores de IL-8 y fMet-Leu-Phe
(FMLP). La estructura de C5aR esta adaptada para la familia de receptores 7-transmembranales, yendo seguido el
término N extracelular por 7 hélices transmembranales conectadas con dominios interhelicoidales que alternan como
bucles intracelulares y extracelulares, y terminan con un dominio intracelular C-terminal.

La inhibicién de las respuestas de C5a con antagonistas de C5aR deberia reducir la respuesta inflamatoria aguda
mediada por C5a sin afectar a otros componentes del complemento. A este fin, se han descrito previamente [3-7]
antagonistas del péptido C5aR y anticuerpos receptores de anti-C5a. Por ejemplo, WO 95/00164 describe
anticuerpos dirigidos contra un péptido N-terminal (residuos 9-29) del receptor C5a. Actualmente, sin embargo, son
deseables antagonistas de C5aR alternativos y/o mejorados.

Oppermann et al. describen que mAb y anticuerpos policlonales con especificidades para secuencias hidrofilas
deducidas de la proteina receptora se emplearon para determinar la expresion y la topografia de C5aR en PBL
(Oppermann et al. The Journal of Immunology: 1993; 151 (7); 3785-3794).

SUMARIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han desarrollado ahora nuevos anticuerpos monoclonales que son reactivos
con regiones de C5aR distintas del dominio N-terminal y que son sumamente eficaces en la inhibicién de la fijacion
de C5a a C5aR. Estos anticuerpos monoclonales han sido designados 7F3, 6C12 y 12D4.

De acuerdo con ello, en un aspecto la presente invencidn proporciona un anticuerpo que es reactivo con el segundo
bucle extracelular (residuos 175 a 206) de C5aR humana, en donde el anticuerpo se fija a CSaR y reduce o inhibe la
fijacion de C5a a C5aR y en donde el anticuerpo inhibe competitivamente la fijacion de un anticuerpo que tiene:

i) una secuencia de cadena ligera como se muestra en SEQ ID NO: 19 y una secuencia de cadena pesada como
se muestra en SEQ ID NO: 21;

ii) una secuencia de cadena ligera como se muestra en SEQ ID NO: 15 y una secuencia de cadena pesada como
se muestra en SEQ ID NO: 17; o

iii) una secuencia de cadena ligera como se muestra en SEQ ID NO: 23 y una secuencia de cadena pesada como
se muestra en SEQ ID NO: 25;

a ChaR.
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El anticuerpo puede ser reactivo con el mismo epitopo de C5aR que MAb 7F3.
El anticuerpo puede ser reactivo con el mismo epitopo de C5aR que MAb 6C12.

El anticuerpo puede ser reactivo con el mismo epitopo de C5aR que MAb 12D4, en donde el anticuerpo reduce o
inhibe la fijacién de C5a a C5aR.

La especificidad comparativa de fijacion puede ser determinada por ensayos de competicién anticuerpo-anticuerpo
en presencia de C5aR o de un polipéptido que comprende un bucle extracelular de C5aR.

El anticuerpo puede comprender sustancialmente las mismas secuencias de cadena ligera y/o pesada que se
muestran en SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 21, respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con una secuencia de bucle variable de cadena pesada CDR1, CDR2 o CDR3 como se muestra en SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 28 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos dos, mas preferiblemente al menos tres secuencias de bucle CDR que
comparten al menos 80% de identidad con las secuencias de bucle variables de cadena pesada CDR1, CDR2 o
CDR3 que se muestran en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con los residuos de aminoacido 24 a 39, 55 a 61 y 94 a 102 de la secuencia variable de cadena ligera que se
muestra en SEQ ID NO: 19. Preferiblemente, el anticuerpo comprende al menos dos, mas preferiblemente al menos
tres secuencias de bucle CDR que comparten al menos 80% de identidad con los residuos de aminoacido 24 a 39,
55 a 61y 94 a 102 de la secuencia variable de la cadena ligera que se muestra en SEQ ID NO: 19.

El anticuerpo puede comprender sustancialmente las mismas secuencias de cadena ligera y/o pesada que se
muestran en SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 17, respectivamente, en donde el anticuerpo reduce o inhibe la fijacion
de C5a a C5aR.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con una secuencia de bucle variable de cadena pesada CDR1, CDR2 o CDR3 que se muestra en SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 30 o SEQ ID NO: 31 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos dos, mas preferiblemente al menos tres secuencias de bucle CDR que
comparten al menos 80% de identidad con las secuencias de bucle variables de cadena pesada CDR1, CDR2 o
CDR3 que se muestran en SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con los residuos de aminoacido 24 a 39, 55 a 61 y 94 a 102 de la secuencia variable de cadena ligera que se
muestra en SEQ ID NO: 15. Preferiblemente, el anticuerpo comprende al menos dos, mas preferiblemente al menos
tres secuencias de bucle CDR sustancialmente como se definen por los residuos de aminoacido 24 a 39, 55a 61y
94 a 102 de la secuencia variable de la cadena ligera que se muestra en SEQ ID NO: 15.

El anticuerpo puede comprender sustancialmente las mismas secuencias de cadena ligera y/o pesada que se
muestran en SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 25 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con una secuencia de bucle variable de cadena pesada CDR1, CDR2 o CDR3 como se muestra en SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33 o SEQ ID NO: 34 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos dos, mas preferiblemente al menos tres secuencias de bucle CDR que
comparten al menos 80% de identidad con las secuencias de bucle variable de cadena pesada CDR1, CDR2 o
CDR3 que se representan en SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34 respectivamente.

El anticuerpo puede comprender al menos una secuencia de bucle CDR que comparte al menos 80% de identidad
con los residuos de aminoacido 24 a 39, 55 a 61 0 94 a 102 de la secuencia variable de cadena ligera representada
en SEQ ID NO: 23. Preferiblemente, el anticuerpo comprende al menos dos, mas preferiblemente al menos tres
secuencias de bucle CDR sustancialmente como se definen por los residuos de aminoacido 24 a 39, 55a 61y 94 a
102 de la secuencia variable de cadena ligera representada en SEQ ID NO: 23.

En una realizacion preferida de la presente invencién, el C5aR es C5aR humano.

En una realizaciéon de la presente invencion, el anticuerpo inhibe también la activacion de los neutréfilos por otros
quimioatrayentes de los neutrdfilos, particularmente los ligandos CXCR1 y CXCR2 tales como IL-8.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o recombinante.
Preferiblemente, el anticuerpo monoclonal o recombinante es un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado.

El anticuerpo puede ser de cualquier isotipo. En una realizaciéon preferida adicional de la presente invencion, sin
embargo, el anticuerpo es un anticuerpo de clase IgG2a o anticuerpo de clase 1gG3.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo constituido por MAb 7F3, MAb 6C12 y
MAb 12D4.

En esta memoria se describe un hibridoma depositado en ECACC con el nimero de acceso 00110609.
En esta memoria también se describe un hibridoma depositado en ECACC con el nimero de acceso 02090226.
En esta memoria también se describe un hibridoma depositado en ECACC con el nimero de acceso 02090227.

Se tendra en cuenta que pueden producirse también diversos derivados quimicos de los anticuerpos de la invencion.
Por ejemplo, pueden producirse inmunoconjugados constituidos por un anticuerpo de la presente invencion fijado a
un marcador tal como un radioisétopo u otra molécula trazadora o métodos conocidos en la técnica.
Alternativamente, el anticuerpo puede estar unido a una molécula terapéuticamente Util que esta direccionada a su
sitio de accion deseado en virtud de la especificidad de fijacion del anticuerpo.

De acuerdo con ello, en todavia otro aspecto, la presente invencion proporciona un conjugado que comprende un
anticuerpo de la presente invencion y un agente terapéutico.

Se tendra en cuenta que pueden ser utilizados una gama de agentes terapéuticos en el contexto de la presente
invencion. Agentes terapéuticos preferidos incluyen agentes que median la muerte celular o desactivacion de las
proteinas. El agente terapéutico puede ser cualquiera de un gran ndmero de toxinas conocidas en la técnica. La
toxina puede ser exotoxina de Pseudomonas o un derivado de la misma. En una realizacién preferida, la toxina es
PEA40.

En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona un conjugado que comprende un anticuerpo de la
presente invencion y un marcador detectable.

El marcador detectable puede ser cualquier marcador adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, el marcador
puede ser un radiomarcador, un marcador fluorescente, un marcador enzimatico o medios de contraste.

En esta memoria se describe una molécula de acido nucleico aislada, comprendiendo la molécula de acido nucleico
una secuencia que codifica un anticuerpo de la presente invencion.

En esta memoria también se describe una composicién que comprende un anticuerpo de la presente invencion y un
portador farmacéuticamente aceptable.

En esta memoria se describe ademas un método para inhibir la interaccién de una célula portadora de C5aR con un
ligando del mismo, comprendiendo el método exponer la célula a un anticuerpo de la presente invencion.

En esta memoria también se describe un método para inhibir la actividad de C5aR en una célula, comprendiendo el
método exponer la célula a un anticuerpo de la presente invencion.

En esta memoria también se describe un método para tratar un trastorno que implica migracion de neutréfilos en un
sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un anticuerpo de la presente invencion.

Sera apreciado por los expertos en la técnica que los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse también
para detectar, cuantificar y/o localizar células que expresan C5aR.

Conforme a lo anterior, en esta memoria se describe un método para diagnosticar un trastorno que implica migracion
de neutrdfilos en un individuo, comprendiendo el método poner en contacto una muestra obtenida del individuo con
un conjugado de la presente invencion, y detectar la fijacion inmunoespecifica entre el conjugado y la muestra.

En los métodos de diagnosis pueden utilizarse una diversidad de inmunoensayos. Tales inmunoensayos incluyen
sistemas de ensayo competitivos y no competitivos que utilizan técnicas tales como radioinmunoensayos, ELISA,
inmunoensayos "sandwich", reacciones de precipitina, reacciones de precipitina con difusién de gel, ensayos de
inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del complemento, ensayos inmunorradiométricos,
inmunoensayos fluorescentes y analogos. Pueden utilizarse ensayos tanto in vitro como in vivo.

La muestra obtenida del individuo puede comprender cualquier fluido corporal, tal como sangre periférica, plasma,
fluido linfatico, fluido peritoneal, fluido cerebroespinal, o fluido pleural, o cualquier tejido del cuerpo. La fijacion in vitro
puede realizarse utilizando especimenes histoldgicos o subfracciones de tejido o fluido. La fijacion in vivo puede
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conseguirse por administracion del conjugado por cualquier medio conocido en la técnica (tal como intravenoso,
intraperitoneal, intraarterial, etc.) tal que pueda detectarse una fijacion inmunoespecifica.

Adicionalmente, pueden utilizarse técnicas de produccion de imagen, en las cuales un anticuerpo del primer aspecto
esta fijado a un marcador de produccién de imagen adecuado. El anticuerpo marcado puede administrarse in vivo
para determinar la localizacién de C5aR en un individuo.

De acuerdo con ello, en esta memoria se describe ademas un método para diagnosticar un trastorno que implica
migracion de neutréfilos en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un anticuerpo de la presente
invencion marcado con un agente de produccion de imagen en condiciones en las que se forme un complejo entre el
anticuerpo y las células que presentan C5aR en el sujeto, y obtener imagenes del complejo.

En una realizacion preferida en esta memoria se describe, el trastorno que implica migracion de los neutréfilos es un
trastorno mediado por C5aR. Preferiblemente, el trastorno es un trastorno inmunopatolégico.

En esta memoria se describe ademas un método para suministrar un agente terapéutico a un sitio de inflamacién en
un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un conjugado de la presente invencion.

En esta memoria se describe ademas un método para introducir material genético en células que presentan C5aR,
comprendiendo el método poner en contacto las células con el anticuerpo de la presente invencion, en donde el
anticuerpo esta unido o asociado al material genético.

En una realizacion preferida, las células que presentan C5aR se seleccionan del grupo constituido por granulocitos,
leucocitos, tales como monocitos, macréfagos, basdfilos y eosindfilos, mastocitos y linfocitos que incluyen células T,
células dendriticas, y células no mieloides tales como células endoteliales y células de la musculatura lisa.

En esta memoria también se describen métodos de identificacion de ligandos u otras sustancias que fijan C5aR
adicionales, con inclusién de inhibidores y/o promotores de la funcion de C5aR de mamifero. Por ejemplo, agentes
que tienen la misma o similar especificidad de fijacion que la de un anticuerpo de la presente invencion o fragmento
funcional del mismo pueden identificarse por un ensayo de competicion con dicho anticuerpo o fragmento. Asi, en
esta memoria también se describen métodos para identificar ligandos u otras sustancias que fijan C5aR, con
inclusion de inhibidores (v.g. antagonistas) o promotores (v.g., agonistas) de la funcion del receptor. En una
realizacion, células que expresan naturalmente C5aR o células hospedadoras adecuadas se han disefiado para
expresar C5aR o una variante codificada por un acido nucleico introducido en dichas células se utilizan en un
ensayo para identificar y evaluar la eficacia de ligandos, inhibidores o promotores de la funcién del receptor. Tales
células son también utiles en la evaluacion de la funcién de la proteina o polipéptido receptor expresada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 muestra los resultados del analisis por citometria de flujo del anticuerpo monoclonal 7F3. Estos
resultados muestran que 7F3 reacciona especificamente con las células L1.2 transfectadas con C5aR.

125

La Figura 2 muestra los resultados de ensayos de fijacion de ligandos
anticuerpos monoclonales que incluyen 7F3.

| C5a que implican una gama de

La Figura 3 muestra la inhibicién de la respuesta a la dosis de fijacion de ligando 125

monoclonal 7F3.

| C5a por el anticuerpo

La Figura 4 muestra los resultados de experimentos de quimiotaxis realizados utilizando células L1.2 transfectadas
con C5aR y una gama de anticuerpos monoclonales que incluyen 7F3, 6C12 y 12D4.

La Figura 5 muestra la inhibicién completa de la quimiotaxis de transfectantes L1.2 C5aR por el anticuerpo
monoclonal 7F3.

La Figura 6 muestra la inhibicién completa de la quimiotaxis de neutrdfilos dirigida a C5a por el anticuerpo
monoclonal 7F3.

La Figura 7 muestra la inhibicion de la quimiotaxis de los neutréfilos dirigida a C5a por los anticuerpos monoclonales
7F3,6C12y 12D4.

La Figura 8 muestra la inhibicion de la quimiotaxis de los neutréfilos dirigida a IL-8 por los anticuerpos monoclonales
7F3,6C12y 12D4.

La Figura 9 presenta resultados de un experimento para medir la inhibicion competitiva de la fijacion de MAb
AntiC5aR a células L1.2 transfectadas con C5aR humano por el péptido N-terminal de C5aR, PEPI.

La Figura 10 presenta los resultados de un experimento que mide la tincion con FACS de neutrdfilos purificados con
MADb 7F3 en presencia y ausencia del péptido N-terminal de C5aR, PEPI.
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La Figura 11 muestra un alineamiento de las secuencias de DNA variables de cadena ligera para MAbs 7F3, 6C12 y

12D4.

La Figura 12 muestra un alineamiento de las secuencias de DNA variables de cadena pesada para MAbs 7F3, 6C12

y 12D4.

La Figura 13 muestra un alineamiento de las secuencias de proteina variable de cadena ligera para MAbs 7F3, 6C12

y 12D4.

La Figura 14 muestra un alineamiento de las secuencias de proteina variable de cadena pesada para MAbs 7F3,

6C12y 12D4.
CLAVE PARA LOS LISTADOS DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 Secuencia de la proteina humana C5aR

SEQ ID NO:2 Cebador PCR para la cadena ligera variable 6C12

SEQ ID NO:3 Cebador PCR para la cadena ligera variable 6C12

SEQ ID NO:4 Cebador PCR para la cadena pesada variable 6C12
SEQ ID NO:5 Cebador PCR para la cadena pesada variable 6C12
SEQ ID NO:6 Cebador PCR para la cadena ligera variable 7F3

SEQ ID NO:7 Cebador PCR para la cadena ligera variable 7F3

SEQ ID NO:8 Cebador PCR para la cadena pesada variable 7F3

SEQ ID NO:9 Cebador PCR para la cadena pesada variable 7F3

SEQ ID NO:10 Cebador PCR para la cadena ligera variable 12D4
SEQ ID NO:11 Cebador PCR para la cadena ligera variable 12D4
SEQ ID NO:12 Cebador PCR para la cadena pesada variable 12D4
SEQ ID NO:13 Cebador PCR para la cadena pesada variable 12D4
SEQ ID NO:14 Secuencia (DNA) de la cadena ligera variable 6C12
SEQ ID NO:15 Secuencia (proteina) de la cadena ligera variable 6C12
SEQ ID NO:16 Secuencia (DNA) de la cadena pesada variable 6C12
SEQ ID NO:17 Secuencia (proteina) de la cadena pesada variable 6C12
SEQ ID NO:18 Secuencia (DNA) de la cadena ligera variable 7F3
SEQ ID NO:19 Secuencia (proteina) de la cadena ligera variable 7F3
SEQ ID NO:20 Secuencia (DNA) de la cadena pesada variable 7F3
SEQ ID NO:21 Secuencia (proteina) de la cadena pesada variable 7F3
SEQ ID NO:22 Secuencia (DNA) de la cadena ligera variable 12D4
SEQ ID NO:23 Secuencia (proteina) de la cadena ligera variable 12D4
SEQ ID NO:24 Secuencia (DNA) de la cadena pesada variable 12D4
SEQ ID NO:25 Secuencia (proteina) de la cadena pesada variable 12D4
SEQ ID NO:26 Bucle CDR1 de la cadena pesada variable 7F3

SEQ ID NO:27 Bucle CDR2 de la cadena pesada variable 7F3

SEQ ID NO:28 Bucle CDR3 de la cadena pesada variable 7F3

SEQ ID NO:29 Bucle CDR1 de la cadena pesada variable 6C12

SEQ ID NO:30 Bucle CDR2 de la cadena pesada variable 6C12

SEQ ID NO:31 Bucle CDR3 de la cadena pesada variable 6C12

SEQ ID NO:32 Bucle CDR1 de la cadena pesada variable 12D4

SEQ ID NO:33 Bucle CDR2 de la cadena pesada variable 12D4

SEQ ID NO:34 Bucle CDR3 de la cadena pesada variable 12D4

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Estructura de C5aR

La secuencia de aminoacidos de C5aR humana se proporciona en SEQ ID NO:1.

Los diversos dominios de C5aR humana se definen como sigue:
aminoacidos 1-37 dominio extracelular — término N

aminoacidos 38-61 dominio transmembranal

aminoacidos 62-71 dominio intracelular

aminoacidos 72 - 94 dominio transmembranal

aminoacidos 95 - 110 dominio extracelular - bucle extracelular 1
aminoacidos 111 - 132 dominio transmembranal

aminoacidos 133.-.149 dominio intracelular

aminoacidos 150.-.174 dominio transmembranal

aminoacidos 175.-.206 dominio extracelular - bucle extracelular 2
aminoacidos 207.-.227 dominio transmembranal

aminoacidos 228.-.242 dominio intracelular
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aminoacidos 243.-.264 dominio transmembranal

aminoacidos 265.-.283 dominio extracelular - bucle extracelular 3
aminoacidos 284.-.307 dominio transmembranal

aminoacidos 308.-.350 dominio intracelular — término C

Detalles del depdsito de microorganismos

El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal designado 7F3 se deposité el 6 de noviembre de 2000 con
numero de acceso ECACC 00110609.

El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal designado 6C12 (6C12 M12) se depositd en el 2 de septiembre
de 2002 con numero de acceso ECACC 02090226.

El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal designado 12D4 (12D4-P9) se deposit6 el 2 de septiembre de
2002 con numero de acceso ECACC 02090227.

Estos depodsitos se realizaron conforme a lo dispuesto en el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional del Depdsito de Microorganismos para los Fines del Procedimiento de Patentes y las Regulaciones de
conformidad con el mismo. Esto garantiza el mantenimiento de cultivos viables durante 30 afios desde la fecha del
depdsito. Se podra acceder a los microorganismos a través de la ECACC conforme a las condiciones del Tratado de
Budapest que garantiza un acceso permanente y sin restricciones de la progenie del cultivo al publico tras la emision
de la patente pertinente.

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si el depdsito del cultivo muriera o se perdiera o se destruyera
cuando se cultiva en condiciones adecuadas, sera reemplazado con prontitud tras la notificaciéon con un espécimen
viable del mismo cultivo. El acceso a una cepa depositada no se debe considerar como una licencia para llevar a la
practica la invencion contraviniendo los derechos garantizados conforme a la autoridad de cualquier gobierno de
acuerdo con sus leyes de patentes.

Anticuerpos monoclonales y recombinantes

Anticuerpos monoclonales murinos especificos para C5aR, designados 7F3, 6C12 y 12D4, han sido producidos por
los presentes inventores como se describe en esta memoria. Sorprendentemente, estos anticuerpos monoclonales
(MADbs) son capaces de bloquear sustancial o completamente la fijacion de C5a a C5aR. En particular, MAb 7F3 es
totalmente neutralizante.

En contraste con otros anticuerpos anti-C5aR conocidos, los MAbs 7F3, 6C12 y 12D4 son reactivos con regiones de
C5aR distintas de la region N-terminal. Se cree que MAbs 7F3, 6C12 y 12D4 son principalmente reactivos con el
segundo bucle extracelular (residuos 175 a 206) de C5aR. Por ejemplo, la reactividad de MAb 12D4 con C5aR es
casi totalmente anulada por mutacion de los residuos 181 y 192 del segundo bucle extracelular de tirosina a
fenilalanina. Esta inhibicién fue observada en estudios de fijacion que implicaban el mutante de C5aR L2-FF (Farzan
et al, J. Exp. Med., 193: 1059-1065, 2001).

Debido a la probable conformacion y la proximidad intima de los bucles extracelulares y el dominio N-terminal, los
MADbs pueden fijarse también simultaneamente a una region de uno de los otros bucles extracelulares del dominio N-
terminal.

Sorprendentemente, se ha observado que los MAbs 7F3, 6C12 y 12D4 son capaces también de inhibir la activacion
de los neutrofilos por otros ligandos quimioatrayentes. Ejemplos de estos otros ligandos quimioatrayentes incluyen
los ligandos de CXCR1 y CXCR2 IL-8, ENA-78 y GPC-2. Esta capacidad para inhibir la funcion de diferentes
receptores quimioatrayentes proporciona una ventaja inusual e inesperada sobre otras moléculas anti-C5aR
conocidas. En particular, las moléculas anti-C5aR que son capaces de inhibir la funcién de receptores
quimioatrayentes multiples de neutréfilos son probablemente muy eficientes como agentes terapéuticos en el
tratamiento de trastornos inmunopatolégicos.

En un aspecto, la presente invencion proporciona anticuerpos que se fijan al segundo bucle extracelular (residuos
175 a 206) de C5aR humana.

En un aspecto preferido, la invencion proporciona anticuerpos que se fijan a C5aR humana y tienen especificidad de
epitopo igual o similar a la de uno cualquiera de los MAbs 7F3, 6C12 o 12D4.

El término "anticuerpo”, como se utiliza en esta invencion incluye moléculas intactas asi como fragmentos de las
mismas, tales como Fab, F(ab')2, y Fv que son capaces de fijar el determinante epitopico. Estos fragmentos de
anticuerpo tienen cierta capacidad para fijarse selectivamente con su antigeno o receptor y se definen como sigue:
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(1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento monovalente de fijacion de antigeno de una molécula de anticuerpo
puede producirse por digestion del anticuerpo entero con la enzima papaina para producir una cadena ligera intacta
y una porcion de una cadena pesada;

(2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo puede obtenerse por tratamiento del anticuerpo entero con
pepsina, seguido por reduccion, para proporcionar una cadena ligera intacta y una porcion de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab' por molécula de anticuerpo;

(3) F(ab")2, el fragmento del anticuerpo que puede obtenerse por tratamiento del anticuerpo entero con la enzima
pepsina sin reduccion subsiguiente; F(ab)2 es un dimero de dos fragmentos Fab' que se mantienen unidos por dos
puentes disulfuro;

(4) Fv, definido como un fragmento disefiado genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la
region variable de la cadena pesada expresadas como dos cadenas; y

(5) anticuerpo monocatenario ("SCA"), definido como una molécula manipulada genéticamente que contiene la
region variable de la cadena ligera, la region variable de la cadena pesada, unidas por un enlazador polipeptidico
adecuado como una molécula monocatenaria fusionada genéticamente.

Métodos para produccion de estos fragmentos se conocen en la técnica. (Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1988), que se incorpora a esta
memoria a modo de referencia).

Como se utiliza en esta invencion, el término "epitopo"” significa cualquier determinante antigénico en un antigeno al
cual se fija el paratopo de un anticuerpo. Los determinantes epitdpicos consisten usualmente en agrupaciones de
moléculas quimicamente tensioactivas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azulcar y tienen usualmente
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas especificas de carga.

Pueden prepararse anticuerpos de la presente invencion utilizando células que expresan C5sR, C5aR intacto o
fragmentos que contienen uno o mas bucles extracelulares como el antigeno inmunizador. Un péptido utilizado para
inmunizar un animal puede derivarse de cDNA traducido o sintesis quimica y se purifica y conjuga a una proteina
portadora, en caso deseado. Tales portadores utilizados cominmente que estan acoplados quimicamente al péptido
incluyen hemocianina de lapa bocallave (KLH), tiroglobulina, seroalbdimina bovina (BSA), y toxoide del tétanos. El
péptido acoplado puede utilizarse luego para inmunizar el animal (v.g., un ratéon o un conejo).

Si se desea, los anticuerpos policlonales pueden purificarse ulteriormente, por ejemplo, por fijacion a y elucion de
una matriz a la cual esta unido el péptido para el que se generan mas anticuerpos.

Las personas con experiencia en la técnica conoceran diversos métodos comunes en las técnicas de inmunologia
para purificacion y/o concentracion de anticuerpos policlonales, asi como anticuerpos monoclonales (véase por
ejemplo, Coligan, et al., Unit 9, Current Protocols in Immunology, Wiley Interscience, 1991, que se incorpora a esta
memoria a modo de referencia).

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales utilizando cualquier técnica que proporcione la produccién de
moléculas de anticuerpo por linajes de células continuos en cultivo, tales como, por ejemplo, la técnica del
hibridoma, la técnica del hibridoma de las células B humanas, y la técnica del hibridoma EBW (Kohler et al. Nature
256, 495-497, 1975; Kozbor et al., J. Immunol. Methods 81, 31-42, 1985; Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
2026-2030, 1983; Cole et al., Mol. Cell Biol. 62, 109-120, 1984).

Métodos conocidos en la técnica permiten que anticuerpos que exhiben fijacion para un bucle extracelular de C5aR
sean identificados y aislados a partir de bibliotecas de expresion de anticuerpos. Por ejemplo, un método para la
identificacion y aislamiento de un dominio de fijacién de anticuerpo que exhibe fijacion a un bucle extracelular de
Cb5aR es el sistema vector del bacteriofago. Este sistema vector ha sido utilizado para expresar una biblioteca
combinatoria de fragmentos Fab a partir del repertorio de anticuerpos de ratéon en Escherichia coli (Huse, et al.,
Science, 246: 1275-1281, 1989) y del repertorio de anticuerpos humanos (Mullinax et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
87:8095-8099, 1990). Esta metodologia puede aplicarse también a linajes de células de hibridoma que expresan
anticuerpos monoclonales con fijacion para un ligando preseleccionado. Hibridomas que secretan un anticuerpo
monoclonal deseado pueden producirse de diversas maneras utilizando métodos bien comprendidos por quienes
poseen experiencia ordinaria en la técnica, y no se repetiran aqui. Detalles de estas técnicas se describen en
referencias tales como Monoclonal Antibodies-Hybridomas: A New Dimension in Biological Analysis, editado por
Roger H. Kennett, et al.,, Plenum Press, 1980; y U.S. 4,172,124, que se incorpora a esta memoria a modo de
referencia.

Adicionalmente, métodos de produccion de peliculas quiméricas de anticuerpo con diversas combinaciones de
anticuerpos "humanizados" se conocen en la técnica e incluyen combinar regiones variables murinas con regiones
constantes humanas (Cabily, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 3273, 1984), o por injerto de las regiones
determinantes de la complementariedad de (CDRs) de anticuerpos murinos en el entramado humano (Riechmann,
et al., Nature 332:323, 1988).
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Esta invencién proporciona ademas anticuerpos quiméricos de los anticuerpos anti-C5aR de la presente invencién o
fragmentos biolégicamente activos de los mismos. Como se utiliza en esta memoria, el término "anticuerpo
quimérico" se refiere a un anticuerpo en el cual las regiones variables de anticuerpos derivados de una especie se
combinan con las regiones constantes de anticuerpos derivados de una especie diferente o, alternativamente, se
refiere a anticuerpos injertados en CDR. Los anticuerpos quiméricos se construyen por tecnologia de DNA
recombinante, y se describen en Shaw, et al., J. Immun., 138:4534 (1987), Sun, LK., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84:214-218 (1987), por ejemplo.

Cualquiera de los anticuerpos arriba descritos o fragmentos de anticuerpo biolégicamente activos pueden utilizarse
para generar anticuerpos injertados en CDR y quiméricos. "CDR" o "regidon determinante de la complementariedad"
o "region hipervariable" se define como las secuencias de aminoacidos en las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo que forman la estructura del bucle tridimensional que contribuye a la formacion del sitio de fijacion del
antigeno.

Como se utiliza en esta memoria, el término anticuerpo de "injertado en CDR" se refiere a un anticuerpo que tiene
una secuencia de aminoacidos en la cual al menos parte de una o mas secuencias CDR del dominio ligero y/o
variable han sido reemplazadas por partes analogas de secuencias CDR de un anticuerpo que tiene una
especificidad de fijacion diferente para un antigeno o receptor dado.

Los términos "region variable de cadena ligera" y "region variable de cadena pesada" se refieren a las regiones o
dominios en la porcion N-terminal de las cadenas ligera y pesada respectivamente que tienen una secuencia
primaria de aminoacidos variada para cada anticuerpo. La region variable del anticuerpo esta constituida por el
dominio amino-terminal de las cadenas ligera y pesada tales como se pliegan las mismas unidas para formar un sitio
de fijacion tridimensional para un anticuerpo. Se dice que las secuencias CDR analogas estan "injertadas" en el
sustrato o anticuerpo receptor. El anticuerpo "donante" es el anticuerpo que proporciona la secuencia CDR, y el
anticuerpo que recibe las secuencias sustituidas es el anticuerpo "sustrato". Una persona con experiencia en la
técnica puede producir facilmente estos anticuerpos injertados en CDR utilizando la doctrina proporcionada en esta
memoria en combinacion con métodos bien conocidos en la técnica (véase Borrebaeck, C.A., Antibody Engineering:
A Practical Guide, W.H. Freeman and Company, Nueva York, 1992, que se incorpora a esta memoria a modo de
referencia).

Se describen en la presente linajes de células que producen anticuerpos monoclonales de la invencion. El
aislamiento de linajes de células que producen anticuerpos monoclonales de la invencion puede realizarse utilizando
técnicas rutinarias de cribado, que permiten la determinacién del patrén de reaccion elemental del anticuerpo
monoclonal de interés. Asi, si un anticuerpo monoclonal que se ensaya se fija al segundo bucle extracelular de
C5aR y bloquea la actividad biolégica mediada por C5a, entonces el anticuerpo monoclonal que se ensaya y el
anticuerpo monoclonal producido por los linajes de células de la invencion son equivalentes.

Anticuerpos con una especificidad epitdpica que es igual que o similar a la de MAbs 7F3, 6C12 y 12D4 pueden
identificarse por su capacidad para competir con dicho MAb particular para fijarse a C5aR (v.g., a células portadoras
de C5aR, tales como transfectantes portadores de C5aR, monocitos, células dendriticas, macréfagos y basofilos).
Utilizando quimeras receptoras (Rucker et al., Cell 87:437-446 (1996)) u otros métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica, puede mapearse el sitio de fijacion de uno cualquiera de los MAbs 7F3, 6C12 o 12D4.

Es posible también determinar, sin experimentacion excesiva, si un anticuerpo monoclonal tiene la misma
especificidad que un anticuerpo monoclonal de la invencién averiguando si el primero evita la fijacion del dltimo a un
péptido que comprende el segundo bucle extracelular de C5aR. Si el anticuerpo monoclonal que se ensaya compite
con el anticuerpo monoclonal de la invencion, como se muestra por una disminucion en la fijacion por el anticuerpo
monoclonal de la invenciéon, entonces los dos anticuerpos monoclonales se fijan al mismo epitopo, o un epitopo
estrechamente afin.

Otra via adicional para determinar si un anticuerpo monoclonal tiene la especificidad de un anticuerpo monoclonal de
la invencién consiste en pre-incubar el anticuerpo monoclonal que se ensaya con un péptido al cual se supone que
el anticuerpo es reactivo, y afadir luego el anticuerpo monoclonal de la invencidon para determinar si el anticuerpo
monoclonal de la invencion es inhibido en su capacidad para fijar el péptido. Si el anticuerpo monoclonal de la
invencion es inhibido entonces, con toda probabilidad, el anticuerpo monoclonal que se ensaya tiene la misma
especificidad epitdpica, o una especificidad funcionalmente equivalente, que el anticuerpo monoclonal de la
invencion. El cribado de anticuerpos monoclonales de la invencién puede realizarse también utilizando péptidos
adecuados y determinando si el anticuerpo monoclonal bloguea la fijacién de C5a a C5aR.

Utilizando los anticuerpos monoclonales de la invencion, es posible producir anticuerpos anti-idiotipicos que pueden
utilizarse para cribar los anticuerpos monoclonales a fin de identificar si el anticuerpo tiene la misma especificidad de
fijaciéon que un anticuerpo monoclonal de la invencién. Estos anticuerpos pueden utilizarse también para propésitos
de inmunizacion (Herlyn, et al., Science, 232:100, 1986). Tales anticuerpos anti-idiotipicos pueden producirse
utilizando técnicas de hibridoma bien conocidas (Kohler y Milstein, Nature, 256:495, 1975). Un anticuerpo anti-
idiotipico es un anticuerpo que reconoce determinantes singulares presentes en el anticuerpo monoclonal producido
por el linaje de células de interés. Estos determinantes estan localizados en la region hipervariable del anticuerpo.
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Es esta region (paratopo) la que se fija a un epitopo dado y, por tanto, es responsable de la especificidad del
anticuerpo. Un anticuerpo anti-idiotipico se puede preparar por inmunizacién de un animal con el anticuerpo
inmunizador de interés. El animal inmunizado reconocera y respondera a los determinantes idiotipicos del anticuerpo
inmunizador y producira un anticuerpo para estos determinantes idiotipicos. Por utilizacion de los anticuerpos anti-
idiotipicos del animal inmunizado, que son especificos para un anticuerpo monoclonal de la invencién producido por
un linaje de células que se utilizé para inmunizar el segundo animal, es posible identificar otros clones con el mismo
idiotipo que el anticuerpo del hibridoma utilizado para inmunizacién. La identidad idiotipica entre anticuerpos
monoclonales de dos linajes de células demuestra que los dos anticuerpos monoclonales son iguales con respecto a
su reconocimiento del mismo determinante epitépico. Asi, por utilizacidon de anticuerpos anti-idiotipicos, es posible
identificar otros hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales que tienen la misma especificidad epitdpica.

Es posible también utilizar la tecnologia anti-idiotipo para producir anticuerpos monoclonales que mimetizan un
epitopo. Por ejemplo, un anticuerpo anti-idiotipico monoclonal producido a partir de un primer anticuerpo monoclonal
tendra un dominio de fijacién en la region hipervariable que es la "imagen" del epitopo fijado por el primer anticuerpo
monoclonal. Asi, el anticuerpo anti-idiotipico monoclonal puede utilizarse para inmunizacién, dado que el dominio de
fijacion del anticuerpo anti-idiotipico monoclonal actia de hecho como antigeno.

Fragmentos de anticuerpo que contienen sitios de fijacion epitdpicos de uno cualquiera de los MAbs de la presente
invencion pueden generarse por técnicas conocidas. Por ejemplo, fragmentos de anticuerpo adecuados pueden
obtenerse obteniendo en primer lugar mAb 7F3 del hibridoma depositado y tratando después el anticuerpo (v.g.,
mediante digestion proteolitica) de manera que se obtenga a partir de él la region hipervariable.

Como alternativa, el DNA que codifica la region hipervariable puede clonarse, utilizando procedimientos estandar de
DNA recombinante tales como los descritos en esta memoria, es un hospedador adecuado.

Anticuerpos preferidos de la presente invencion comprenden regiones variables de uno o mas bucles CDR que son
sustancialmente iguales que los de los MAbs 7F3, 6C12 o 12D4. Se comprendera que las regiones variables o los
bucles de CDR que se muestran en los listados de secuencia pueden modificarse para uso en la presente invencion.

Tipicamente, se hacen modificaciones que mantienen la especificidad de fijacion de la secuencia. Pueden hacerse
sustituciones conservadoras, por ejemplo, sin afectar a la especificidad de fijacién del anticuerpo. Asi, en una
realizacion, pueden hacerse sustituciones de aminoacidos, por ejemplo de 1, 2 6 3 a 10, 20 6 30 sustituciones con
tal que la secuencia codificada retenga sustancialmente la misma especificidad de fijacion. No obstante, en una
realizacion alternativa, pueden hacerse modificaciones de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de la
invencion intencionalmente para reducir la actividad biologica del anticuerpo. Por ejemplo, anticuerpos modificados
que se mantienen capaces de fijarse a C5aR pero carecen de dominios secretores funcionales pueden ser Utiles
como inhibidores de la actividad biolégica de C5aR.

Las sustituciones de aminoacidos pueden incluir también el uso de analogos no existentes naturalmente, por
ejemplo para aumentar la semivida en plasma sanguineo de un anticuerpo administrado terapéuticamente.

En general, preferiblemente menos de 20%, 10%, o 5% de los residuos de aminoacido o de una variante o derivado
estan alterados en comparacion con las regiones variables o los bucles CDR correspondientes representados en los
listados de secuencias.

En el contexto de la presente invencion, una secuencia "sustancialmente igual" que una de las regiones variables
representadas en el listado de secuencias puede incluir una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%, 85% o
90% idéntica, preferiblemente al menos 95 6 98% idéntica al nivel de aminoacidos en al menos 20, preferiblemente
al menos 50 aminoacidos con dicha regioén variable. La homologia deberia considerarse tipicamente con respecto a
aquellas regiones de la secuencia que se sabe son esenciales para la especificidad de fijacion mas bien que a
secuencias no esenciales vecinas.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse a simple vista, o mas usualmente, con ayuda de programas de
comparacion de secuencia disponibles faciimente. Estos programas de computadora disponibles comercialmente
pueden calcular el porcentaje de homologia entre dos o mas secuencias.

El porcentaje de homologia puede calcularse con respecto a secuencias contiguas, es decir, una secuencia esta
alineada con la otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia compararse directamente con el aminoacido
correspondiente en la otra secuencia, un residuo cada vez. Esto se conoce como un alineamiento "sin lagunas".

Tipicamente, tales alineaciones sin lagunas se realizan sélo a lo largo de un nimero relativamente corto de residuos
(por ejemplo menos de 50 aminoacidos contiguos).

Aunque éste es un método muy simple y consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias
idénticas por lo demas, una insercidon o delecién puede hacer que los residuos de aminoacido siguientes queden
desalineados, dando asi potencialmente como resultado una gran reduccion en el % de homologia cuando se realiza
una alineamiento global. Por consiguiente, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan
disefiados para producir alineaciones optimas que tienen en consideracion las posibles inserciones y deleciones sin
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penalizacion excesiva del registro de homologia global. Esto se logra por insercion de "lagunas” en el alineamiento
de secuencias para intentar maximizar la homologia local.

La mayoria de los programas de alineamiento permiten modificar las penalidades por laguna. Sin embargo, se
prefiere utilizar los valores por defecto cuando se utiliza dicho software para comparaciones de secuencias. Por
ejemplo, cuando se utiliza el paquete Wisconsin Bestfit de GCG (véase mas adelante) la penalidad de laguna por
defecto para secuencias de aminoacidos es -12 por laguna y -4 por cada extension.

El calculo del % maximo de homologia requiere por tanto en primer lugar la produccion de un alineamiento 6ptimo,
teniendo en consideracion las penalidades por laguna. Un programa de computadora adecuado para realizacion de
un alineamiento de este tipo es el paquete Wisconsin Bestfit de GCG (Universidad de Wisconsin, EE.UU.; Devereux
et al., 1984, Nucleic Acids Research 12: 387). Ejemplos de otro software que puede realizar comparaciones de
secuencia incluyen, pero sin caracter limitante, el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 ibid — Capitulo 18),
FASTA (Altschul et al.,, 1990, J. Mol. Biol., 403-410) y el conjunto de herramientas de comparacion de
GENEWORKS. Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para busquedas en linea y fuera de linea (véase
Ausubel et al., 1999 ibid, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, se prefiere utilizar el programa Bestfit de GCG.

Aunque el % final de homologia puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento propiamente
dicho no esta basado tipicamente en una comparacion por pares de tipo “todo-o-nada”. En lugar de ello, se utiliza
generalmente una matriz de registro de semejanza en escala que asigna registros para cada comparacion por pares
basados en semejanza quimica o distancia evolutiva. Un ejemplo de una matriz de este tipo utilizada cominmente
es la matriz BLOSUM®62 - la matriz por defecto para el conjunto de programas BLAST. Los programas Wisconsin de
GCG utilizan generalmente los valores publicos por defecto o una tabla de comparacién de simbolos habitual si esta
suministrada (véase el manual de usuario para detalles adicionales). Se prefiere utilizar los valores publicos por
defecto para el paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz por defecto, tal como BLOSUMG62.

Una vez que el software ha producido un alineamiento 6ptimo., es posible calcular el % de homologia,
preferiblemente % de identidad de secuencia. El software hace esto tipicamente como parte de la comparacion de
secuencias y genera un resultado numérico.

Humanizacién de anticuerpos

Se prefiere que un anticuerpo de la presente invencion esté humanizado, es decir, sea un anticuerpo producido por
técnicas de modelizacion molecular en las cuales el contenido humano del anticuerpo se maximiza al tiempo que
causa poca o ninguna pérdida de afinidad de fijacion atribuible a la regién variable del anticuerpo murino. Asi, en una
realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo quimérico que comprende la secuencia de aminoacidos de una
region de entramado humana y de una region constante de un anticuerpo humano a fin de humanizar o hacer no
inmunogena la region hipervariable de un anticuerpo monoclonal de raton tal como 7F3, 6C12 o 12D4.

Los métodos descritos a continuacion son aplicables a la humanizacién de una gran diversidad de anticuerpos
animales. Puede utilizarse un enfoque de dos pasos que implica (a) seleccionar secuencias de anticuerpo humanas
que se utilizan como entramados humanos para humanizacion, y (b) determinar qué residuos de region variable del
anticuerpo monoclonal animal deberia seleccionarse para insercién en el entramado humano seleccionado.

El primer paso implica seleccion de las secuencias de entramado humano mejores disponibles para las cuales esta
disponible informacion de secuencia. Este proceso de seleccion esta basado en los criterios de seleccion siguientes.

(1) Porcentajes de Identidad

Las secuencias de las regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo monoclonal animal que debe
humanizarse se alinean éptimamente y se comparan preferiblemente con todas las secuencias de region variable de
cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos humanos conocidas.

Una vez que las secuencias se han comparado de este modo, se anotan las identidades de residuos y se
determinan los porcentajes de identidad. Siendo iguales todos los restantes factores, es deseable seleccionar un
anticuerpo humano que tenga la maxima identidad porcentual con el anticuerpo animal.

(2) Ambigliedades de Secuencia

Las secuencias de cadena de anticuerpo humana conocidas se evallan luego en cuanto a la presencia de residuos
no identificados y/o ambigledades, que son incertidumbre de secuencia. Las mas comunes de dichas
incertidumbres son identificacion equivocada de un aminoacido de caracter acido por un aminoacido amidico debida
a la pérdida de amoniaco durante el procedimiento de secuenciacion, v.g., identificacion incorrecta de un residuo
acido glutamico, cuando el residuo presente realmente en la proteina era un residuo glutamina. Siendo iguales todos
los factores restantes, es deseable seleccionar una cadena de anticuerpo humana que tenga el nimero menor
posible de tales ambigliedades.
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(3) Espaciamiento de la Regién Pin

Las regiones variables de cadena de anticuerpos contienen puentes disulfuro intra-dominio. La distancia (nUmero de
residuos) entre los residuos cisteina que comprenden estos puentes se conoce como el espaciamiento de la region
Pin [Chothia et al., J. Mol. Biol. 126: 901 81987)]. Siendo iguales todos los factores restantes, es muy deseable que
el espaciamiento de la regién Pin de un anticuerpo humano seleccionado sea similar o idéntico al del anticuerpo
animal. Es deseable también que el espaciamiento de la region Pin de la secuencia humana sea similar al de una
estructura tridimensional de anticuerpo conocida, a fin de facilitar la modelizaciéon por computadora.

Basandose en los criterios que anteceden, el anticuerpo (o anticuerpos) humano(s) que tiene la mejor combinacion
global de caracteristicas deseables se selecciona como el entramado para humanizacion del anticuerpo animal. Las
cadenas pesada y ligera seleccionadas pueden ser del mismo o diferentes anticuerpos humanos.

El segundo paso en los métodos de la esta invencion implica la determinacién de cual de las secuencias de reaccion
variable del anticuerpo animal deberia seleccionarse para injertar en el entramado humano. Este proceso de
seleccion esta basado en los criterios de seleccion siguientes:

(1) Seleccién de Residuos

Se evaluan dos tipos de region variable potencial en las secuencias de anticuerpos animales, los primeros de los
cuales se conocen como "residuos minimos". Estos residuos minimos comprenden bucles estructurales CDR mas
cualesquiera residuos adicionales requeridos, como se muestra por modelizacion por computadora, que soportan y/u
orientan los bucles estructurales CDR.

El otro tipo de residuos potenciales de regién variable se conocen como "residuos maximos". Estos comprenden los
residuos minimos mas cualesquiera residuos adicionales que, como se determina mediante modelizacién por
computadora, caen dentro de aproximadamente 10 A de los residuos de bucle estructural CDR y poseen una
superficie accesible al disolvente agua [Lee et al, J. Biol. Chem. 55:379 (1971)].

(2) Modelizacion por Computadora

Para identificar residuos de region variables potenciales, se realiza modelizacion por computadora sobre (a) las
secuencias de region variable del anticuerpo animal que deben humanizarse, (b) las secuencias de entramado de
anticuerpos humanos seleccionadas, y (c) todos los anticuerpos recombinantes posibles que comprenden las
secuencias de entramado de anticuerpo humano en las cuales se han injertado los diversos residuos de anticuerpo
animal minimos y maximos.

La modelizacién por computadora se realiza utilizando software adecuado para modelizacién de proteinas e
informacion estructural obtenida a partir de un anticuerpo que (a) tiene secuencias de aminoacido de la region
variable que son las mas aproximadamente idénticas a las del anticuerpo animal y (b) tiene una estructura
tridimensional conocida. Un ejemplo de software que puede utilizarse es el software SYBYL Biopolymer Module
(Tripos Associates). El anticuerpo del que puede obtenerse informacién estructural puede ser, pero sin caracter
necesario, un anticuerpo humano.

Basandose en los resultados obtenidos en el andlisis que antecede, se seleccionan para humanizacién las cadenas
recombinantes que contienen las regiones variables animales que producen una estructura de modelizacion por
computadora que se aproximan mas de cerca a la del anticuerpo animal.

Isotipos de Anticuerpos

En ciertas circunstancias, los anticuerpos monoclonales de un isotipo podrian ser mas preferibles que los de otro en
términos de su eficacia diagndstica o terapéutica. Por ejemplo, por estudios de citdlisis mediada por anticuerpos se
sabe que los anticuerpos monoclonales de ratén sin modificar de los isotipos gamma-2a y gamma-3 son
generalmente mas eficaces en lo que se refiere al lisado de células diana que los anticuerpos del isotipo gamma-1.
Se cree que esta eficacia diferencial es debida a la capacidad de los isotipos gamma-2a y gamma-3 para participar
mas activamente en la destruccién citolitica de las células diana. Isotipos particulares de un anticuerpo monoclonal
pueden prepararse en segundo lugar, a partir de un hibridoma parental que secreta anticuerpos monoclonales de
isotipo diferente, por utilizacion de la técnica de seleccion de parientes para aislar variantes de cambio de clase
(Steplewski, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:8653,1985; Spira, et al., J. Immunol. Methods, 74:307, 1984).
Asi, los anticuerpos monoclonales de la invencion podrian incluir variantes de cambio de clase que tengan la
especificidad de uno cualquiera de los MAbs 7F3, 6C12 y 12D4.

Ensayos in vitro

Los anticuerpos monoclonales de la invencion son adecuados para uso in vitro, por ejemplo, en inmunoensayos en
los cuales pueden utilizarse los mismos en fase liquida o fijados a un portador en fase soélida. Los anticuerpos
pueden ser Utiles para monitorizacion del nivel de C5aR en una muestra. De manera analoga, anticuerpos anti-
idiotipo son utiles para medida del nivel de C5a en una muestra. Adicionalmente, los anticuerpos monoclonales en
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estos inmunoensayos pueden marcarse detectablemente de diversas maneras. Ejemplos de tipos de
inmunoensayos que pueden utilizar anticuerpos monoclonales de la invencién son inmunoensayos competitivos y no
competitivos en formato directo o indirecto. Ejemplos de tales inmunoensayos son el radioinmunoensayo (RIA) y el
ensayo sandwich (inmunométrico). La deteccion de los antigenos que utilizan los anticuerpos monoclonales de la
invencion puede realizarse utilizando inmunoensayos que se ejecutan en modos directo, inverso, o simultaneo, con
inclusion de ensayos inmunohistoquimicos sobre muestras fisiologicas. Los expertos en la técnica conoceran, o
podran averiguar facilmente, otros formatos de inmunoensayo sin experimentacion excesiva.

Los anticuerpos de la invencion pueden fijarse a muchos portadores diferentes y utilizarse para detectar la presencia
de C5aR. Ejemplos de portadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano,
nailon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La naturaleza del
portador puede ser soluble o insoluble para los propésitos de la invencion. Los expertos en la técnica conoceran
otros portadores adecuados para fijacion de anticuerpos monoclonales, o seran capaces de averiguar los mismos,
utilizando experimentacion de rutina.

En una realizacion, las células que expresan naturalmente C5aR o células que comprenden una secuencia de acido
nucleico recombinante que codifica un C5aR o variante del mismo se utilizan en ensayos de fijacién que se
describen en esta memoria. Las células se mantienen en condiciones apropiadas para la expresion del receptor. Las
células se ponen en contacto con un anticuerpo o fragmento en condiciones adecuadas para fijacion (v.g., en un
tampon de fijacion adecuado), y la fijacion se detecta por técnicas estandar. Para determinar la fijacion, puede
determinarse la extension de fijacion con relaciéon a un control adecuado (v.g., comparada con el ruido de fondo
determinado en ausencia de anticuerpo, comparada con la fijacion de un segundo anticuerpo (a saber, un estandar),
comparada con la fijacién del anticuerpo a células no transfectadas). Una fraccion celular, tal como una fraccion de
membrana, que contiene receptor, o liposomas que comprenden receptor pueden utilizarse en lugar de células
enteras.

Pueden utilizarse también ensayos de inhibicién de la fijacion para identificar anticuerpos o fragmentos de los
mismos que fijan C5aR e inhiben la fijacion de C5a a C5aR o una variante funcional. Por ejemplo, puede realizarse
un ensayo de fijacion en el cual se detecta o mide una reduccion en la fijacion de C5a (en presencia del anticuerpo),
comparada con la fijaciéon de C5a en ausencia del anticuerpo. Una composicion que comprende un C5aR de
mamifero aislado y/o recombinante o variante funcional del mismo puede ponerse en contacto con C5a y anticuerpo
simultaneamente, o uno después del otro, en cualquier orden. Una reduccion en la extensiéon de la fijacion del
ligando en presencia del anticuerpo es indicativa de inhibicion de la fijacion por el anticuerpo. Por ejemplo, la fijacion
del ligando podria disminuirse o anularse.

Estan disponibles otros métodos de identificacion de la presencia de un anticuerpo que fija C5aR, tales como otros
ensayos de fijacion adecuados, o métodos que monitorizan eventos que son desencadenados por fijacion de
receptores, con inclusion de la funcion de sefalizacién y/o estimulacion de una respuesta celular (v.g. trafico de
leucocitos). Los anticuerpos que se identifican de esta manera pueden evaluarse luego para determinar si,
subsiguientemente a la fijacion, los mismos actdan para inhibir otras funciones de C5aR y/o para evaluar su utilidad
terapéutica.

Ensayos de sefializacion

La fijacion de un ligando o promotor, tal como un agonista, a C5aR puede dar como resultado la sefializacién por
este receptor acoplado a proteina G, y se estimula la actividad de las proteinas G asi como otras moléculas de
sefializacion intracelular. La induccién de la funcion de sefalizacién por un compuesto (v.g., un anticuerpo o
fragmento del mismo) puede monitorizarse utilizando cualquier método adecuado. Un ensayo de este tipo puede
utilizarse para identificar agonistas de anticuerpos de C5aR. La actividad inhibidora de un anticuerpo o un fragmento
funcional del mismo puede determinarse utilizando un ligando o promotor en el ensayo, y evaluando la capacidad del
anticuerpo para inhibir la actividad inducida por el ligando o promotor.

La actividad de proteina G, tal como hidrélisis de GTP a GDP, o eventos de sefalizacién posteriores
desencadenados por fijacion de receptores, tales como induccion de aumento rapido y transitorio en la
concentracion de calcio libre intracelular (citosolico) pueden ensayarse por métodos conocidos en la técnica u otros
métodos adecuados (véase, por ejemplo, Neote, K. et al., Cell, 72: 415-425,1993; Van Riper et al., J. Exp. Med.,
177: 851-856, 1993; Dahinden, C. A. et al., J. Exp. Med., 179: 751-756, 1994).

Por ejemplo, el ensayo funcional de Sledziewski et al., utilizando receptores hibridos acoplados a proteina G puede
utilizarse para monitorizar la capacidad de un ligando o promotor para fijarse al receptor y activar una proteina G
(Sledziewski et al., Patente U.S. No. 5.284.746).

Tales ensayos pueden realizarse en presencia del anticuerpo o fragmento del mismo a evaluar, y la capacidad del
anticuerpo o fragmento para inhibir la actividad inducida por el ligando promotor se determina utilizando métodos
conocidos y/o métodos descritos en esta memoria.
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Quimiotaxis y Ensayos de Estimulacién Celular

Pueden utilizarse también ensayos de quimiotaxis para evaluar la capacidad de un anticuerpo o fragmento funcional
del mismo para bloquear la fijacién de un ligando C5aR y/o inhibir la funciéon asociada con la fijacion de ligando al
receptor. Estos ensayos estan basados en la migracion funcional de células in vitro o in vivo inducida por un
compuesto. La quimiotaxis puede ser evaluada por cualquier medio adecuado, por ejemplo, en un ensayo que utiliza
una placa de quimiotaxis de 96 pocillos, o utilizando otros métodos reconocidos en la técnica para evaluacion de la
quimiotaxis. Por ejemplo, el uso de un ensayo de quimiotaxis transendotelial in vitro ha sido descrito por Springer et
al. (Springer et al., WO 94/20142, publicado el 15 de septiembre de 1994; véase también Berman et al., Immunol.
Invest. 17:625-677 (1988)). La migracion a través del endotelio a geles de colageno ha sido descrita también
(Kavanaugh et al., J. Immunol. 146: 4149-4156 (1991)). Transfectantes estables de células (pre-B) de ratén L1-2 o
de otras células hospedadoras adecuadas susceptibles de quimiotaxis pueden utilizarse en ensayos de quimiotaxis.

Generalmente, los ensayos de quimiotaxis monitorizan el movimiento direccional o migracion de una célula
adecuada (tal como un leucocito (v.g., linfocito, eosindfilo, baséfilo)) en o a través de una barrera (v.g., endotelio, un
filtro), hacia niveles incrementados de un compuesto, desde una primera superficie de la barrera hacia una segunda
superficie opuesta. Las membranas o filtros proporcionan barreras convenientes, de tal modo que se monitoriza el
movimiento o migracién direccional de una célula adecuada hacia o a través de un filtro, hacia niveles
incrementados de un compuesto, desde una primera superficie del filiro hacia una segunda superficie opuesta del
filtro,. En algunos ensayos, la membrana esta recubierta con una sustancia para facilitar la adhesion, tal como ICAM-
1, fibronectina o colageno. Tales ensayos proporcionan una aproximacion in vitro de "regreso" de los leucocitos.

Por ejemplo, es posible detectar o medir la inhibicion de la migracién de las células en un recipiente adecuado (un
medio de contencion), desde una primera camara a o a través de una membrana microporosa a una segunda
camara que contiene un anticuerpo a ensayar, y que esta separada de la primera camara por la membrana. Se
selecciona una membrana adecuada, que tiene un tamafo de poro adecuado para monitorizacion de la migracion
especifica en respuesta al compuesto, con inclusion, por ejemplo, de nitrocelulosa o policarbonato. Por ejemplo,
pueden utilizarse tamafios de poro de aproximadamente 3-8 micrometros, y con preferencia aproximadamente 5-8
micrometros. El tamafio de poro puede ser uniforme en un filtro o estar comprendido dentro de una gama de
tamanos de poro adecuados.

Para evaluar la migracion y la inhibicion de la migracion, la distancia de migracion en el filtro, el numero de células
que atraviesan el filtro que pueden quedar adherentes a la segunda superficie del filtro, y/o el nimero de células que
se acumulan en la segunda camara pueden determinarse utilizando técnicas estandar (v.g., microscopia). En una
realizacion, las células se marcan con un marcador detectable (v.g. radiois6topo, marcador fluorescente, marcador
de antigeno o epitopo), y la migracion puede evaluarse en presencia y ausencia del anticuerpo o fragmento por
determinacion de la presencia del marcador adherente a la membrana y/o presente en la segunda camara utilizando
un método apropiado (v.g., por deteccion de radiactividad, fluorescencia, inmunoensayo). Puede determinarse la
extension de migracion inducida por un agonista de anticuerpo con relacion a un control adecuado (v.g., comparada
con la migracion de ruido de fondo determinada en ausencia del anticuerpo, comparada con la extension de
migracion inducida por un segundo compuesto (a saber, un estandar), comparada con la migracion de células no
transfectadas inducida por el anticuerpo). En una realizacion, particularmente para células T, monocitos o células
que expresan C5aR, puede monitorizarse la migracion transendotelial. En esta realizacion, se evalua la
transmigracion a través de una capa de células endoteliales. Para preparar la capa de células, las células
endoteliales pueden cultivarse sobre un filtro microporoso o membrana, recubierto opcionalmente con una sustancia
tal como colageno, fibronectina, u otras proteinas de la matriz extracelular, a fin de facilitar la fijacion de las células
endoteliales. Preferentemente, las células endoteliales se cultivan hasta que se forma una monocapa confluente.

Pueden estar disponibles una diversidad de células endoteliales de mamifero para formaciéon de la monocapa, con
inclusion, por ejemplo, de endotelio venoso, arterial o microvascular, tales como células endoteliales de la vena
umbilical humana (Clonetics Corp. San Diego, Calif.). Para ensayar la quimiotaxis en respuesta a un receptor
particular de mamifero, se prefieren células endoteliales del mismo mamifero; sin embargo, pueden utilizarse
también células endoteliales de una especie o género de mamifero heterdloga.

Generalmente, el ensayo se realiza por deteccién de la migracion direccional de células en o a través de una
membrana o filtro, en direcciéon hacia los niveles aumentados de un compuesto, desde una primera superficie del
filtro hacia una segunda superficie opuesta del filtro, en donde el filtro contiene una capa de células endoteliales en
una primera superficie. La migracion direccional ocurre desde el area adyacente a la primera superficie, a o a través
de la membrana, hacia un compuesto situado en el lado opuesto del filtro. La concentracién de compuesto presente
en el area adyacente a la segunda superficie, es mayor que la existente en el area adyacente a la primera superficie.

En una realizacion utilizada para ensayar un inhibidor de anticuerpo, una composicién que comprende células
capaces de migracion y que expresan C5aR puede ponerse en la primera camara. Una composicién que comprende
uno o mas ligandos o promotores capaces de inducir quimiotaxis de las células en la primera camara (que tiene
funcién quimioatrayente) se coloca en la segunda camara. Preferentemente, poco antes de disponer las células en
la primera camara, o simultaneamente con las células, se dispone una composiciéon que comprende el anticuerpo a
testar, preferiblemente, en la primera camara. Los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos que pueden
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fijarse al receptor e inhibir la induccién de quimiotaxis, por un ligando o promotor, de las células que expresan C5aR
en este ensayo son inhibidores de la funcion del receptor (v.g., inhibidores de la funcion estimulante). Una reduccion
en la extensién de la migracién inducida por el ligando o promotor en presencia del anticuerpo o fragmento es
indicativa de actividad inhibidora. Estudios separados de fijacion podrian realizarse para determinar si la inhibicion
es resultado de la fijacion del anticuerpo al receptor u ocurre por un mecanismo diferente.

A continuacion se describen ensayos in vivo que monitorizan la infiltracién de leucocitos de un tejido, en respuesta a
la inyeccion de un compuesto (v.g., quimiocina o anticuerpo) en el tejido, (véase Modelos de Inflamacion). Estos
modelos de retorno in vivo miden la capacidad de las células para responden a un ligando o promotor por
emigracion y quimiotaxis a un sitio de inflamacion y para evaluar la capacidad de un anticuerpo o fragmento del
mismo para bloquear esta emigracion.

Ademas de los métodos descritos, los efectos de un anticuerpo o fragmento sobre la funcién estimuladora de C5aR
pueden evaluarse por monitorizacion de las respuestas celulares inducidas por el receptor activo, utilizando células
hospedadoras adecuadas que contienen el receptor.

Identificacion de Ligandos, Inhibidores y/o Promotores de C5aR Adicionales

Los ensayos arriba descritos, que pueden utilizarse para evaluar la fijacion y funcion de los anticuerpos y fragmentos
de la presente invencion, pueden adaptarse para identificar ligandos u otras sustancias adicionales que fijan C5aR o
variantes funcionales del mismo, asi como inhibidores y/o promotores de la funcion de C5aR. Por ejemplo, agentes
que tienen la misma o similar especificidad de fijacion que la de un anticuerpo de la presente invencién o porcion
funcional del mismo pueden identificarse por un ensayo de competicion con dicho anticuerpo o porciéon del mismo.
Asi, se describen en esta memoria métodos de identificacion de ligandos del receptor u otras sustancias que fijan
C5aR, asi como inhibidores (v.g., antagonistas) o promotores (v.g., agonistas) de la funcion del receptor. En una
realizacion, células que llevan una proteina C5aR o variante funcional de la misma (v.g., leucocitos, lineas de células
o células hospedadoras adecuadas que han sido disefiadas por ingenieria para expresar una proteina C5aR de
mamifero o variante funcional codificada por un acido nucleico introducido en dichas células) se utilizan en un
ensayo para identificar y evaluar la eficacia de ligandos u otras sustancias que se fijan al receptor, con inclusion de
inhibidores o promotores de la funcidn del receptor. Tales células son Utiles también en el ensayo de la funcion de la
proteina o polipéptido receptor expresada.

Como se describe en esta memoria, ligandos y otras sustancias que se fijan al receptor, inhibidores y promotores de
la funcion del receptor pueden identificarse en un ensayo adecuado, y evaluarse ulteriormente en cuanto a efecto
terapéutico. Pueden utilizarse antagonistas de la funcién del receptor para inhibir (reducir o prevenir) la actividad del
receptor, y pueden utilizarse ligandos y/o agonistas para inducir (desencadenar o aumentar) la funcién normal del
receptor en caso indicado. Asi, se describe en esta memoria un método para tratar enfermedades inflamatorias, con
inclusion de enfermedad autoinmune y rechazo de injertos, que comprende administrar un antagonista de la funcion
receptora a un individuo (v.g., un mamifero). También se describe en esta memoria un método para estimular la
funcién receptora mediante la administracion de un ligando o agonista novedoso de la funcién receptora a un
individuo, para proporcionar un nuevo enfoque para la estimulacion selectiva de la funcién de los leucocitos, lo cual
es util, por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades infecciosas y cancer.

Como se utiliza en esta memoria, un "ligando" de una proteina C5aR hace referencia a una clase particular de
sustancias que se fijan a una proteina C5aR de mamifero, con inclusién de ligandos naturales y formas sintéticas y/o
recombinantes de ligandos naturales. En una realizacion preferida, la fijacion de ligando de una proteina C5aR
ocurre con afinidad alta.

Como se utiliza en esta memoria, un "antagonista" es una sustancia que inhibe (reduce o evita) al menos una
funcién caracteristica de una proteina C5aR tal como una actividad de fijacion (v.g., fijacién de ligando, fijacion de
promotor, fijacion de anticuerpo), una actividad de sefializacion (v.g., activacion de una proteina G de mamifero,
induccion de aumento rapido y transitorio en la concentracion de calcio libre citosoélico) y/o funcidon de respuesta
celular (v.g., estimulacion de quimiotaxis, exocitosis o liberacion de mediadores inflamatorios por los leucocitos). El
término antagonista abarca sustancias que se fijan al receptor (v.g., un anticuerpo, un mutante de ligando natural,
moléculas organicas de bajo peso molecular, otros inhibidores competitivos de la fijacion de ligandos), y sustancias
que inhiben la funcién del receptor sin fijarse al mismo (v.g., un anticuerpo anti-idiotipico).

Como se utiliza en esta memoria, un "agonista" es una sustancia que promueve (induce, causa, mejora o aumenta)
al menos una funcién caracteristica de una proteina C5aR tal como una actividad de fijacién (v.g., fijacion de ligando,
inhibidor y/o promotor), una actividad de sefalizacion (v.g., activacion de una proteina G de mamifero, induccion de
aumento rapido y transitorio en la concentracion de calcio libre citosolico) y/o una funcién de respuesta celular (v.g.,
estimulacion de la quimiotaxis, exocitosis o liberacion de mediadores inflamatorios por los leucocitos). El término
agonista abarca sustancias que se fijan al receptor (v.g., un anticuerpo, un homologo de un ligando natural de otra
especie), y sustancias que promueven la funcion del receptor sin fijarse al mismo (v.g., por activacion de una
proteina asociada). En una realizacion preferida, el agonista es distinto de un homdlogo de un ligando natural.
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Asi pues, se describe también en esta memoria un método de deteccion o identificacion de un agente que se fija a
C5aR o variante de fijacién de ligando del mismo, con inclusion de ligandos, antagonistas, agonistas, y otras
sustancias que se fijan a C5aR o variante funcional. De acuerdo con el método, puede combinarse un agente a
testar, un anticuerpo o fragmento de fijacion de antigeno de la presente invencién (v.g., un anticuerpo que tiene una
especificidad epitdpica que es la misma que o similar a la de 7F3, y fragmentos de fijacién de antigeno del mismo) y
una composicion que comprende un C5aR o una variante de fijacion de ligando del mismo. Los componentes que
anteceden se combinan en condiciones adecuadas para fijacion del anticuerpo o fragmento de fijacion de antigeno a
C5aR, y la fijacion del anticuerpo o fragmento a C5aR se detecta o mide, directa o indirectamente, conforme a
métodos descritos en esta memoria u otros métodos adecuados. Una disminucién en la cantidad de complejo
formada con relacion a un control adecuado (v.g., en ausencia del agente a testar) es indicativa de que el agente se
fija a dicho receptor o variante. La composicion que comprende C5aR puede ser una fraccién de membrana de una
célula portadora de la proteina C5aR recombinante o variante de fijacién de ligando de la misma. El anticuerpo o
fragmento del mismo puede estar marcado con un marcador tal como un radiois6topo, marcador de espin, marcador
de antigeno o epitopo, marcador enzimatico, grupo fluorescente y grupo quimioluminiscente.

Modelos de Inflamacién

Estan disponibles modelos de inflamacion in vivo que pueden utilizarse para evaluar los efectos de los anticuerpos y
fragmentos de la invencion in vivo como agentes terapéuticos. Por ejemplo, la infiltracion de leucocitos después de
inyeccion intradérmica de una quimiocina y un anticuerpo o fragmento del mismo reactivo con C5aR en un animal
adecuado, tal como conejo, ratén, rata, cobayo o macaco Rhesus puede monitorizarse (véase v.g., Van Damme, J.
et al., J. Exp. Med., 176: 59-65 (1992); Zachariae, C. O. C. et al., J. Exp. Med. 171: 2177-2182 (1990); Jose, P. J. et
al., J. Exp. Med. 179: 881-887 (1994)). En una realizacion, se evaluan histolégicamente biopsias de piel respecto a
infiltracion de leucocitos (v.g., eosindfilos, granulocitos). En otra realizaciéon, se administran al animal células
marcadas (v.g., células transfectadas de manera estable que expresan C5aR) susceptibles de quimiotaxis y
extravasacion. Un anticuerpo o fragmento a evaluar puede administrarse, sea antes, simultdneamente a o después
de administrar las células marcadas al animal de test. Una disminucién de la magnitud de infiltracién en presencia de
anticuerpo en comparacion con la magnitud de infiltracién en ausencia de inhibidor es indicativa de inhibicion.

Aplicaciones Diagndsticas y Terapéuticas

Los anticuerpos y fragmentos de la presente invencion son utiles en una diversidad de aplicaciones, que incluyen
aplicaciones de investigacion, diagndsticas y terapéuticas. En una realizacion, los anticuerpos se marcan con un
marcador adecuado (v.g. marcador fluorescente, marcador quimioluminiscente, marcador isotdpico, marcador
antigénico o epitdpico o marcador enzimatico). Por ejemplo, los mismos pueden utilizarse para aislar y/o purificar un
receptor o porciones del mismo, y para estudiar la estructura (v.g. conformacion) del receptor y funcion del receptor.

Adicionalmente, los diversos anticuerpos de la presente invencién pueden utilizarse para detectar C5aR o para
medir la expresion del receptor, por ejemplo, en células T (v.g., células CD8+, células CD45RO+), monocitos y/o en
células transfectadas con un gen del receptor. Asi, aquéllos tienen también utilidad en aplicaciones tales como
clasificacion de células (v.g., citometria de flujo, clasificacion de células activadas por fluorescencia), para propdsitos
diagndsticos o de investigacion.

Los anticuerpos anti-C5aR de la presente invencion tienen valor en aplicaciones diagndsticas. Tipicamente, los
ensayos diagnosticos implican deteccion de la formacion de un complejo resultante de la fijacion de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo a C5aR. Para propositos diagnoésticos, los anticuerpos o fragmentos de fijacion de antigeno
pueden estar marcados o sin marcar. Los anticuerpos o fragmentos pueden marcarse directamente. Pueden
emplearse una diversidad de marcadores, que incluyen, pero sin caracter limitante, radionucleidos, agentes de
fluorescencia, enzimas, sustratos enzimaticos, cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos y ligandos (v.g.,
biotina, haptenos). Numerosos inmunoensayos apropiados son conocidos por el profesional experto (véanse, por
ejemplo, las Patentes U.S. Nums. 3.817.827; 3.850.752; 3.901.654 y 4.098.876). La inmunohistoquimica de
muestras de tejidos puede utilizarse también en los métodos de diagndstico de la presente invencion. Cuando estan
sin marcar, los anticuerpos o fragmentos pueden detectarse utilizando medios adecuados, tales como ensayos de
aglutinacion, por ejemplo. Los anticuerpos o fragmentos sin marcar pueden ser utilizados también en combinacion
con otro (a saber, uno o mas) reactivo(s) adecuado(s) que pueden utilizarse para detectar un anticuerpo, tal como un
anticuerpo marcado (es decir, un segundo anticuerpo) reactivo con el primer anticuerpo (v.g., anticuerpos anti-
idiotipicos u otros anticuerpos que son especificos para la inmunoglobulina sin marcar) u otro reactivo adecuado
(v.g., proteina A marcada).

Pueden prepararse también kits para uso en la deteccion de la presencia de una proteina C5aR en una muestra
bioldgica. Tales kits incluiran un anticuerpo o fragmento funcional del mismo que se fija a C5aR, asi como uno o mas
reactivos auxiliares adecuados para detectar la presencia de un complejo entre el anticuerpo o fragmento y C5aR.
Las composiciones de anticuerpos descritas en esta memoria pueden proporcionarse en forma liofilizada, sea solos
0 en combinacién con anticuerpos adicionales especificos para otros epitopos. Los anticuerpos, que pueden estar
marcados o sin marcar, pueden incluirse en los kits con ingredientes adyuvantes (v.g., tampones, tales como Tris,
fosfato y carbonato, estabilizadores, excipientes, biocidas y/o proteinas inertes, v.g., seroalbumina bovina). Por
ejemplo, los anticuerpos pueden proporcionarse como una mixtura liofilizada con los ingredientes adyuvantes, o los
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ingredientes adyuvantes pueden proporcionarse por separado para combinacion por el usuario. Generalmente, estos
materiales adyuvantes estaran presentes en cantidades menores que aproximadamente 5% en peso basadas en la
cantidad de anticuerpo activo, y usualmente estaran presentes en una cantidad total de al menos aproximadamente
0,001% en peso basada en la concentracion de anticuerpo. En el caso de que se emplee un segundo anticuerpo
capaz de fijarse al anticuerpo monoclonal, dicho anticuerpo puede proporcionarse en el kit, por ejemplo en un vial o
recipiente separado. El segundo anticuerpo, si esta presente, estd marcado tipicamente, y puede formularse de
manera analoga con las formulaciones de anticuerpo descritas anteriormente.

De modo analogo, también se describe en esta memoria un método de deteccion y/o cuantificacion de la expresion
de C5aR por una célula, en el cual una composicién que comprende una célula o fraccion de la misma (v.g., fraccion
de membrana) se pone en contacto con un anticuerpo o fragmento funcional del mismo que se fija a C5aR en
condiciones apropiadas para fijacion al mismo del anticuerpo o fragmento, y se monitoriza la fijacion. La deteccion
del anticuerpo, indicativa de la formacién de un complejo entre anticuerpo y C5aR, indica la presencia del receptor.

La fijacion del anticuerpo a la célula puede detenerse como se ha descrito arriba bajo el encabezamiento "Ensayos
de Fijacion", por ejemplo. El método puede utilizarse para detectar la expresion de C5aR en células de un individuo
(v.g., en una muestra, tal como un fluido corporal, tal como sangre, saliva u otra muestra adecuada). El nivel de
expresion de C5aR en la superficie de las células T o monocitos puede determinarse también, por ejemplo, por
citometria de flujo, y el nivel de expresion (v.g., intensidad de tincién) puede correlacionarse con la susceptibilidad,
progreso o riesgo de enfermedad.

Los receptores quimioatrayentes actuan en la migracion de los leucocitos a través del cuerpo, particularmente a
sitios inflamatorios. La emigracion de las células inflamatorias desde la vasculatura esta regulada por un proceso de
tres pasos que implica interacciones de leucocitos y proteinas de adhesion de células endoteliales y sustancias
quimioatrayentes especificas y factores de activacion (Springer, T. A., Cell, 76:301-314 (1994); Butcher, E. C., Cell,
67:1033-1036 (1991); Butcher, E. C. y Picker, L. J., Science (Wash. D.C.), 272:60-66 (1996)). Estas son: (a) una
interaccion de afinidad baja entre la seleccion de leucocitos y carbohidratos de células endoteliales; (b) una
interaccion de afinidad alta entre receptores quimioatrayentes de leucocitos y factores quimioatrayentes/activadores;
y (c) una fijacion fuerte entre las integrinas leucocitarias y proteinas de adhesion de células endoteliales de la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Subconjuntos de leucocitos diferentes expresan repertorios diferentes de
selectinas, receptores de quimioatrayentes e integrinas. Adicionalmente, la inflamacion altera la expresion de
proteinas de adhesion endoteliales y la expresion de factores de activacion quimioatrayentes y leucocitos. Como
consecuencia, existe una gran diversidad para regulacion de la selectividad del reclutamiento de leucocitos a sitios
extravasculares. El segundo paso es crucial en el sentido de que se cree que la activacion de los receptores
quimioatrayentes de leucocitos causa la transicion desde el balanceo celular mediado por selectinas a la fijacion
fuerte mediada por integrinas. Esto da como resultado que los leucocitos estén listos para transmigrar a sitios
perivasculares. La interaccion quimioatrayente/receptor del quimioatrayente es crucial también para la migracion
transendotelial y localizacién en un tejido (Campbell, J.J., et al., J. Cell Biol., 134: 255-266 (1996); Carr, M.W., et al.,
Immunity, 4: 179-187 (1996)). Esta migracion esta dirigida por un gradiente de concentracion del quimioatrayente
que se dirige hacia el foco de inflamacion.

C5aR tiene un papel importante en el trafico de leucocitos. Es probable que C5aR sea un receptor de
quimioatrayentes fundamental para neutrofilos, eosindfilos, células T o subconjunto de células T o migracion de los
monocitos a ciertos sitios de inflamacién, y por tanto puedan utilizarse mAbs anti-C5aR para inhibir (reducir o
prevenir) la migracion de leucocitos, particularmente la asociada con lesiones de tejido neutréfilo tales como lesion
de reperfusion e ictus, disfuncion de las células T, tal como enfermedad autoinmune, o reacciones alérgicas o con
trastornos mediados por monocitos tales como ateroesclerosis.

De acuerdo con ello, los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invencion pueden utilizarse también
para modular la funcion de receptores en aplicaciones de investigacion y terapéuticas. Por ejemplo, los anticuerpos y
fragmentos funcionales descritos en esta memoria pueden actuar como inhibidores para inhibir (reducir o prevenir)
(a) la fijaciéon (v.g., de un ligando, un inhibidor o un promotor) al receptor, (b) una funcién de sefalizacion de
receptores, y/o (c) una funcion estimuladora. Los anticuerpos que actian como inhibidores de la funcion de
receptores pueden bloquear la fijacion de ligandos o promotores directa o indirectamente (v.g. por causar un cambio
de conformacion). Por ejemplo, los anticuerpos pueden inhibir la funcién de receptores por inhibicién de la fijacion de
un ligando, o por desensibilizacion (con o sin inhibicién de la fijacion de un ligando). Los anticuerpos que se fijan a
un receptor pueden actuar también como agonistas de la funcién del receptor, desencadenando o estimulando una
funcién de receptor, tal como una sefalizacion y/o funcién estimuladora de un receptor (v.g., trafico de leucocitos)
por fijacion al receptor.

Asi, también se describe en esta memoria un método de inhibicién del trafico de leucocitos en un mamifero (v.g. un
paciente humano), que comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de un anticuerpo o fragmento
funcional de la presente invencion. También se describe un método de inhibicién de otros efectos asociados con la
actividad de C5aR tales como migracion de histamina por basdfilos y liberacion de granulos por eosindfilos, baséfilos
y neutréfilos. La administracion de un anticuerpo o fragmento de la presente invencidon puede dar como resultado
mejora o eliminacion del estado de enfermedad.
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Los anticuerpos monoclonales pueden utilizarse también inmunoterapéuticamente para enfermedad
inmunopatolégica asociada. El término "inmunoterapéuticamente" o "inmunoterapia”, como se utiliza en esta
memoria en asociacion con los anticuerpos monoclonales de la invencién denota administracion tanto profilactica
como terapéutica. Asi, los anticuerpos monoclonales pueden administrarse a pacientes de alto riesgo con objeto de
reducir la probabilidad y/o gravedad de enfermedad inmunopatolégica o ser administrados a pacientes que
evidencian ya enfermedad activa, por ejemplo sepsis debida a infeccion por bacterias gram-negativas.

Los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos pueden utilizarse para tratar alergia, aterogénesis,
anafilaxis, enfermedad maligna, inflamacién crénica y aguda, reacciones alérgicas mediadas por histamina e IgE,
choque, y artritis reumatoide, ateroesclerosis, esclerosis muiltiple, rechazo de aloinjertos, enfermedad fibrotica, asma,
glomerulopatias inflamatorias o cualquier trastorno relacionado con el complejo inmune.

Enfermedades o afecciones de humanos u otras especies que pueden ser tratadas con inhibidores de la funcion del
receptor C5aR (con inclusiéon de anticuerpos o fragmentos adecuados de los mismos), incluyen, pero sin caracter
limitante:

(a) enfermedades y afecciones inflamatorias o alérgicas, que incluyen enfermedades alérgicas respiratorias tales
como asma, rinitis alérgica, enfermedades de hipersensibilidad pulmonar, neumonitis por hipersensibilidad,
enfermedades intersticiales del pulmén (ILD) (v.g., fibrosis pulmonar idiopatica, o ILD asociada con artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante, esclerosis sistémica, sindrome de Sjogren,
polimiositis o dermatomiositis); anafilaxis o respuestas de hipersensibilidad, alergias a farmacos (v.g., a penicilina,
cefalosporinas), alergias por picaduras de insecto; enfermedades inflamatorias intestinales, tales como enfermedad
de Crohn y colitis ulcerosa; espondiloartropatias; escleroderma; psoriasis y dermatosis inflamatorias tales como
dermatitis, eccema, dermatitis atopica, dermatitis alérgica por contacto, urticaria; vasculitis (v.g. vasculitis
necrotizante, cutanea, y de hipersensibilidad);

(b) enfermedades autoinmunes, tales como artritis (v.g., artritis reumatoide, artritis psoriasica), esclerosis multiples,
lupus eritematoso sistémico, miastenia grave, diabetes de aparicion juvenil, nefritis tales como glomerulonefritis,
tiroiditis autoinmune, y enfermedad de Behcet;

(c) rechazo de injertos (v.g., en los trasplantes), con inclusion de rechazo de aloinjertos o enfermedad del injerto
frente al hospedador;

(d) ateroesclerosis;
(e) canceres con infiltracion de leucocitos de la piel u 6rganos;

(f) pueden tratarse otras enfermedades o afecciones (que incluyen enfermedades o afecciones mediadas por C5aR)
en las cuales deben inhibirse las respuestas inflamatorias indeseables, incluyendo, pero sin caracter limitante, lesion
de reperfusion, ictus, sindrome de dificultad respiratoria de los adultos, ciertas enfermedades malignas
hematoldgicas, toxicidad inducida por citocinas, (v.g., choque séptico, choque endotdxico), polimiositis,
dermatomiositis, penfigoide, Enfermedad de Alzheimer y enfermedades granulomatosas que incluyen sarcoidosis.

Los anticuerpos anti-C5aR de la presente invencion pueden bloquear la fijacion de uno o mas ligandos, bloqueando
con ello la cascada aguas abajo de uno o mas eventos que conducen a los trastornos anteriores.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse en el tratamiento de sepsis, ictus o sindrome de fatiga
respiratoria de los adultos.

Enfermedades o afecciones de humanos u otras especies que pueden tratarse con promotores de la funciéon de
C5aR (con inclusion de anticuerpos o fragmentos de los mismos), incluyen, pero sin caracter limitante,
inmunosupresioén, tal como la de individuos con sindromes de inmunodeficiencia tales como SIDA, individuos
sometidos a terapia de radiacién, quimioterapia, terapia por enfermedad autoinmune u otra terapia con farmacos
(v.g., terapia con corticosteroides), que causa inmunosupresion; e inmunosupresion debida a deficiencia congénita
en la funcién de receptores u otras causas.

Modos de Administracion

Un método inmunoterapéutico de acuerdo con esta invencion implica la administracion de un agente terapéutico de
la invencién por inyeccion o infusion antes de (profilaxis) o después de (terapia) del comienzo de la enfermedad
inmunopatoldgica.

Uno o mas anticuerpos o fragmentos de la presente invencion pueden administrarse a un individuo por una ruta
apropiada, sea solo o en combinacién con (antes, simultdneamente, o después) otro farmaco o agente. Por ejemplo,
los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse también en combinacién con otros anticuerpos
monoclonales o policlonales (v.g., en combinacién con anticuerpos que se fijan a receptores de quimiocinas, con
inclusion, pero sin caracter limitante, de CCR2 y CCR3) o con agentes anti-TNF u otros agentes antiinflamatorios o
con productos existentes en el plasma sanguineo, tales como gamma-globulina disponible comercialmente y
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productos de inmunoglobulinas utilizados para tratamientos profilacticos o terapéuticos. Los anticuerpos o
fragmentos de la presente invencion pueden utilizarse como composiciones administradas por separado dadas en
conjuncion con antibidticos y/o agentes antimicrobianos.

Se administra una cantidad eficaz de un anticuerpo o fragmento (es decir, uno o mas anticuerpos o fragmentos).
Una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para alcanzar el efecto terapéutico deseado (con inclusion del efecto
profilactico), en las condiciones de administracion, tal como una cantidad suficiente para inhibicion de una funcién de
C5aR, y por tanto, la inhibiciéon de una respuesta inflamatoria.

Son posibles una diversidad de rutas de administracién que incluyen, pero sin caracter necesariamente limitante, la
administracion oral, dietética, topica, parenteral (v.g., intravenosa, intraarterial, intramuscular, inyeccion subcutanea),
inhalacion (v.g., inhalacion intrabronquial, intraocular, intranasal u oral, gotas intranasales), dependiendo de la
enfermedad o afeccion a tratar. Otros métodos adecuados de administracién pueden incluir también dispositivos
recargables o biodegradables y dispositivos polimeros de liberacion lenta. Las composiciones farmacéuticas de esta
invencion pueden administrarse también como parte de una terapia de combinacion con otros agentes.

La formulacién de un anticuerpo o fragmento a administrar variara conforme a la ruta de administracion y la
formulacién (v.g., soluciéon, emulsién, capsula) seleccionada. Una composicién farmacéutica apropiada que
comprende un anticuerpo o fragmento funcional del mismo a administrar puede prepararse en un vehiculo o portador
fisioldgicamente aceptable. Puede utilizarse también una mixtura de anticuerpos y/o fragmentos. Para soluciones o
emulsiones, portadores adecuados incluyen, por ejemplo, soluciones, emulsiones o0 suspensiones acuosas O
alcohdlico/acuosas, con inclusion de soluciéon salina y medios tamponados. Los vehiculos parenterales pueden
incluir solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer's lactados o aceites fijos.

Una diversidad de portadores acuosos apropiados son conocidos por el profesional experto, que incluyen agua,
agua tamponada, solucién salina tamponada, polioles (v.g., glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido), solucién
de dextrosa y glicina. Vehiculos intravenosos pueden incluir diversos aditivos, conservantes, o restablecedores de
fluidos, nutrientes o electrélitos (véase, en general, Remington's Pharmaceutical Science, Edicion 162, Mack
editores, 1980). Las composiciones pueden contener opcionalmente sustancias adyuvantes farmacéuticamente
aceptables en caso requerido para aproximarse a las condiciones fisioldgicas tales como agentes de ajuste del pH y
agentes tampon asi como agentes de ajuste de la toxicidad, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro
de potasio, cloruro de calcio y lactato de sodio. Los anticuerpos y fragmentos de esta invencion pueden liofilizarse
para almacenamiento y reconstituirse en un portador adecuado antes de su utilizacion conforme a métodos de
liofilizaciéon y reconstitucion conocidos en la técnica. La concentracion optima del o los ingredientes activos en el
medio seleccionado puede determinarse empiricamente, conforme a procedimientos bien conocidos por el
profesional experto, y dependera de la formulacion farmacéutica final deseada. Para inhalacién, el anticuerpo o
fragmento puede solubilizarse y cargarse en un dosificador adecuado para administracion (v.g., un atomizador,
nebulizador o dispensador de aerosoles presurizados).

Los intervalos de dosificaciéon para la administracion de los anticuerpos monoclonales de la invencion son aquéllos
que son suficientemente amplios para producir el efecto deseado en el cual se mejoran los sintomas de la
enfermedad inmunopatoldgica o se reduce la posibilidad de infeccién o sobre-estimulacién del sistema inmunitario.

La dosificacion no deberia ser tan grande que cause efectos secundarios adversos, tales como sindromes de
hiperviscosidad, edema pulmonar, insuficiencia cardiaca congestiva, y analogos. Generalmente, la dosificacion
variara con la edad, la afeccion, el sexo y la extension de la enfermedad en el paciente y puede ser determinada por
una persona con experiencia en la técnica. La dosificacion puede ser ajustada por el médico individual en el
supuesto de cualquier complicacion. La dosificacion puede variar desde aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 300 mg/kg, con preferencia desde aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg,
con gran preferencia desde aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, en una o mas
administraciones diarias, durante uno o varios dias.

Sera apreciado por los expertos en la técnica que los anticuerpos de la presente invencién pueden introducirse en
un individuo por administraciéon de una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica el
anticuerpo. La molécula de acido nucleico puede encontrarse en la forma de DNA o RNA o una molécula quimérica
que comprende a la vez DNA o RNA. Una secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo puede clonarse en un
vector de expresion en el que la secuencia de codifica el agente esta ligado operativamente a elementos de control
de la expresion. Los elementos de control de la expresion son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
promotores, intensificadores y codones de comienzo y parada apropiados.

Pueden utilizarse una diversidad de métodos para introducir un acido nucleico que codifica el anticuerpo en una
célula diana in vivo. Por ejemplo, el acido nucleico desnudo puede inyectarse en el sitio diana, puede encapsularse
en liposomas, o puede ser introducido por un vector viral.

La inyeccion directa de una molécula de acido nucleico sola o encapsulada, por ejemplo, en liposomas cationicos
puede utilizarse para transferencia estable de genes de un acido nucleico que codifica TSP-1 en células que se
encuentran o no en division in vivo (Ulmer et al., Science 259: 1745-1748 (1993)). Adicionalmente, el acido nucleico
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puede transferirse a una diversidad de tejidos in vivo utilizando el método de bombardeo de particulas (Williams et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2726-2730 (1991)).

Los vectores virales son Utiles para la transferencia de genes de moléculas de acido nucleico que codifican el
anticuerpo a un tipo de célula especifico in vivo. Los virus son agentes infecciosos especializados que pueden
infectar y propagarse en tipos de células especificos y propagarse en ellas. Esta especificidad para infectar tipos de
células particulares es especialmente adecuada para direccionamiento del anticuerpo a las células seleccionadas in
vivo. La seccién de un vector viral dependera, en parte, del tipo de célula a direccionar.

Vectores virales especializados son bien conocidos en la técnica y pueden direccionarse a tipos de células
especificos. Tales vectores incluyen, por ejemplo, vectores virales recombinantes adeno-asociados que tienen
promotores generales la ventaja afiadida de que el virus recombinante puede integrarse de manera estable en la
cromatina o incluso ... no proliferantes en reposo (Ledkowski et al., Mol. Cell. Biol. 8: 3988-3996 (1988)).

Pueden construirse vectores virales para controlar adicionalmente el tipo de célula que expresa el anticuerpo
codificado por incorporacion de un promotor o intensificador especifico de tejido en el vector (Dai et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 10892-10895 (1992)).

Los vectores retrovirales son adecuados también para los métodos de suministro de moléculas de acido nucleico
que codifican el anticuerpo in vivo. Tales vectores pueden construirse sea para funcionar como particulas
infecciosas o como particulas no infecciosas que sufren Unicamente una sola tanda de infeccién inicial.

Pueden utilizarse también enfoques de suministro de DNA mediados por receptores para suministrar una molécula
de acido nucleico que codifica el anticuerpo en una célula de una manera especifica de tejido utilizando un ligando
especifico de tejido o un anticuerpo que esta complejado de modo no covalente con la molécula de acido nucleico
por una molécula formadora de puente (Currier et al., Hum. Gene Ther, 3:147-154 (1992); Wu y Wu, J. Biol. Chem.
262: 4429-4432 (1987)).

La transferencia de genes para obtener la expresién del anticuerpo en un individuo puede realizarse también
mediante, por ejemplo, transfeccion ex vivo de células autélogas. Las células adecuadas para dicha transferencia ex
vivo incluyen células de la sangre, dado que estas células son facilmente accesibles para manipulacion y
reintroduccion de nuevo en el individuo por métodos bien conocidos en la técnica.

La transferencia de genes por transfeccion de células ex vivo puede realizarse por una diversidad de métodos, que
incluyen, por ejemplo, precipitacion con fosfato de calcio, dietilaminoetil-dextrano, electroporacion, lipofeccion, o
infeccion viral. Tales métodos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular
Cloning; A Laboratory Manual, Cold Springs Harbour Laboratory Press (1989)). Una vez que se transfectan las
células, las mismas se trasplantan luego o se injertan de nuevo en un individuo a tratar. Las células una vez
introducidas en el cuerpo pueden producir el anticuerpo, el cual puede entrar en la circulacion e inhibir la agregacion
plaquetaria en el sitio de la enfermedad o afeccion.

A lo largo de esta memoria descriptiva, el término "comprenden”, o variaciones tales como "comprende" o "que
comprende(n)", se entendera que implican la inclusién de un elemento, nimero entero o paso establecido, o grupo
de elementos, niUmeros enteros o pasos, pero no la exclusiéon de cualquier otro elemento, nimero entero o paso, o
grupo de elementos, nimeros enteros o pasos.

En la presente invencion se ilustrara a continuacion por los ejemplos que siguen, que no deben interpretarse como
limitantes en modo alguno.

SECCION EXPERIMENTAL

Materiales y Métodos

1. Produccién de anticuerpos monoclonales y citometria de flujo

Los anticuerpos monoclonales (MAbs) reactivos con C5aR se generaron por inmunizacion de ratones C57BL/6 con
10" células L1.2 transfectadas con C5aR [8], intraperitonealmente, 5 a 6 veces a intervalos de dos semanas. La
inmunizacion final se inyecté por via intravenosa. Cuatro dias después, se extirpé el bazo y las células se fusionaron
con el linaje de células SP2/0 como se ha descrito [9]. Los MAbs reactivos con C5aR se identificaron utilizando
células L1.2 transfectadas con C5aR y células L1.2 no transfectadas, o células L1.2 transfectadas con receptores no
afines tales como CXCR2 o CX3CR1 (V28) utilizando tincién inmunofluorescente y analisis utilizando un FACScan®
(Becton Dickinson & CO., Mountain View, CA). La tincion MAb de las células se realizé utilizando procedimientos
estandar, como se ha descrito previamente [10].

2. Ensayo de fijacién de ligandos

Se obtuvo C5a humano recombinante de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). C5a del complemento marcado con
'2%|_Bolton-Hunter se adquirié de NEN-Dupont (Boston, MA), con una actividad especifica de 2200 Ci/mM. La fijacion
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de Cba a los transfectantes L1.2 C5aR se llevé a cabo como se ha descrito previamente [9, 11]. Resumidamente, las
células se lavaron una sola vez en PBS y se resuspendieron en tampon de fijacion (Hepes 50 mM, pH 7,5, CaCl 1
mM, MgCl, 5 mM, 0,5% BSA y 0,05% azida) a una concentracion de 10’/ml). Se dispensaron partes alicuotas de 50
ml (5 x 10° células) en tubos de mlcrocentrlfuga seguido por la adicion de competidor frio y 1 nM de Cba
radiomarcado. El volumen de reaccion final era 200 uL. Después de una incubacién de 60 min a la temperatura
ambiente, las células se lavaron 3 veces con 1 mL de tampén de fijacion que contenia NaCl 0,5 M. Los sedimentos
de células se sometieron luego a recuento. Se obtuvo la fijacion de ruido de fondo por incubacion de células C5a
radiomarcado y al menos un exceso de 400 veces de C5a sin marcar. Se utilizaron duplicados a lo largo de los
experimentos y las detecciones estandar eran siempre < 10% del valor medio.

3. Ensayo de quimiotaxis de transfectantes

Las células L1.2 transfectadas con C5aR se centrifugaron y se lavaron en medio de migracion (MM = RPMI 1640,
0,5% BSA) y se resuspendieron a 10’ células/ml. Las inserciones de cultivo de tejido (Becton Dickinson & Co.,

Mountain View, CA) se pusieron en cada uno de los pocillos de placas de cultivo de tejido de 24 pocillos, formando
una camara superior e inferior separada por una membrana de poli(etileno- tereftalato) que contenia poros de 3 mm
de diametro. Se afiadié C5a quimiotactico (diluido en medio de ensayo) a 600 yL de medio de ensayo en las placas
de cultivo de tejido de 24 pocillos para una concentracion final de 1 nM. Un millén de células en 100 L se
preincubaron durante 30 min con los sobrenadantes de los hibridomas que contenian el anticuerpo. La mixtura
células-sobrenadante de MAb purificado se afiadidé a la camara superior de los pocillos y las células se dejaron
migrar a su través a la camara interior en una incubadora con 5% de CO- a 37°C durante 18 horas. Las inserciones
se eliminaron después de la migraciéon y las células se contaron mediante el FACScan®. Se obtuvieron los
recuentos relativos de células por adquisiciéon de los eventos durante un periodo de tiempo fijado de 30 segundos.
Se encontré que el método era altamente reproducible, y hacia posible la discriminacion de los leucocitos y la
exclusion de residuos.

4. Ensayos de quimiotaxis de los neutrdéfilos

Preparacion de las células: los neutrofilos se aislaron de la sangre periférica por obtencion en primer lugar de la
fraccion de leucocitos por un paso de sedimentacion en dextrano durante 40 min a la temperatura ambiente. Las
células se estratificaron luego en Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) para centrifugacion en gradiente de
densidad a 2500 rpm durante 15 min a la temperatura ambiente. Después de la lisis hipoténica de células de
glébulos rojos residuales, los neutréfilos se resuspendieron en volumenes iguales de RPMI 1640 (Invitrogen Inc.),
M199 (Invitrogen Inc.) y 2% FCS (Hyclone).

Ensayo de quimiotaxis: se afiadieron MAbs anti-C5aR, 6C12, 7F3 y 12D4 a neutréfilos (1 x 10"/ml) a
concentraciones comprendidas entre 0,5 y 10 pg/ml. Las células se cargaron luego en la capa superior de
inserciones de 24 pocillos (Corning Inc., NY) con una membrana de policarbonato de porosidad 3,0 ym y se
incubaron durante 10 min a la temperatura ambiente. Las inserciones se pusieron luego en camaras inferiores que
contenian quimioatrayentes de neutréfilos humanos tales como C5a (0,1 a 100 nM) e IL-8 (ambos de 1,12 ng/ml a
11,2 pg/ml). Los extractos se incubaron luego durante 30 min a 37°C. El numero de neutréfilos que migraban a
través de la membrana a la camara inferior se cuantificé por citometria de flujo (FACSCalibur; BC Biosciences).

5. Ensayo de Inhibicion Competitiva

Se afiadieron MAbs anti-C5aR a 50 pg/ml, a un péptido C5aR N-terminal producido por sintesis (residuos 9-29)
conocido como "PEPI" (procedencia biolégica: Eldridge) a concentraciones comprendidas entre 1y 100 um. Células
L1.2 de raton transfectadas con el receptor de C5a humano y resuspendidas en seroalbumina bovina al 1% (BSA;
GibcoBRL) (1 x 10”/ml) se afiadieron luego para dar un volumen total de 100 L. . Las células se incubaron durante
30 min a 4°C y se lavaron una sola vez con BSA al 0,1%. Se utilizé6 1gG anti-ratén de oveja conjugado con
fluoresceina (FITC), F(ab')2 (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.) como Ab secundario (1:200) y se incubd
durante 15 min a 4°C, seguido por un paso de lavado adicional con 0,1% BSA. Las células se resuspendieron en 0,1
BSA y se analizaron por citometria de flujo.

6. Ensayos ELISA

Los ELISAs se realizaron como se describe en Current Protocols in Immunology (Unidzel 2.1) (Editado por J.F.
Coligan, A.M. Kruisbeek, D.B. Margulies, E.M. Shevach y W. Strober), John Wiley and Sons, Nueva York.
Resumidamente, placas ELISA de 96 pocillos con fondo plano (Maxisorp; Nunc) se recubrieron con un pg/ml de
proteina (PEPI u OPG) en PBS a 37°C durante 1 hora, y se bloquearon luego con BSA a 4°C durante una noche.
Las placas se lavaron luego, se incubaron con anticuerpo, se lavaron y se incubaron con anticuerpo IgG anti-raton
de oveja conjugado con peroxidasa. El sustrato utilizado era el reactivo sustrato TMB (PharMingen).

EJEMPLO 1: Produccién de MAb y citometria de flujo

Transfectantes L1.2 que expresaban niveles altos de C5aR [8] se utilizaron para inmunizar ratones, y se identificaron
10 MAbs por citometria de flujo que reaccionaban especificamente con las células L1.2 transfectadas con C5aR,
pero no con células L1.2 transfectadas con CX3CR1 (V28) o CXCR2. Estos 10 MAbs se designaron
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La Figura 1 es un conjunto de histogramas que muestran que MAb 7F3 reacciona con los transfectantes C5aR
(L1.2C5aR) y con los neutrdéfilos humanos pero no con células transfectadas con CX3CR1 (L1.2 V28) o con células
transfectadas con CXCR2 (L1.2 CXCR2). Estos resultados de MAb 7F3 son representativos de los 10 MAbs
identificados.

EJEMPLO 2: Inhibicién de la fijacién de C5a a células transfectadas con C5aR

La capacidad de los MAbs para inhibir la fijacién de C5a marcado con 'l a los transfectantes C5aR se ensayé. La
Figura 2 muestra que MAb 7F3 inhibia completamente la fijacién de C5a marcado con %l a los transfectantes, y que
esta inhibicién era mayor que la obtenida con C5a 400 nM frio. Esto indica que MAb 7F3 es capaz de bloquear
completamente la fijacién de C5a a C5aR. Los MAbs 6C12 y 12D4 exhibian también una inhibicién sustancial de la
fijacion de C5a marcado con '?| a los transfectantes C5aR. La inhibicion de respuesta a la dosis de la fijacion de
Cba a los transfectantes C5aR por MAb 7F3 se muestra en la Figura 3.

EJEMPLO 3: Inhibicién de la migracion de los transfectantes C5aR dirigida por C5a humano por MAb 7F3

Se realizaron experimentos de quimiotaxis como se ha descrito arriba utilizando células L1.2 transfectadas con
C5aR. La Figura 4 muestra que los MAbs 7F3, 6C12 y 12D4 inhibian completa o sustancialmente la quimiotaxis de
las células C5aR-L1.2 a C5a. La Figura 5 muestra la inhibicion de la respuesta a la dosis de la quimiotaxis de las
células C5aR-L1.2 a C5a por mAb 7F3.

EJEMPLO 4: Inhibicién de la migracion de los neutréfilos dirigida por C5a humano por MAb 7F3

Se dializaron MAbs anti- C5aR en 1 x PBS (5BRL), y los MAbs 7F3 tanto dializados como no dializados se
afiadieron a neutrofilos (1 x 10’/ml a 5 pg/ml). Se incluyen controles negativos (sin adicion alguna de Ab, y con
adicion de 1 x PBS). Las células se cargaron luego en la camara superior de inserciones de 24 pocillos (Corning
Inc., NY) una membrana de policarbonato de porosidad 3,0 ym y se incubaron durante 10 min a la temperatura
ambiente. Las inserciones se pusieron luego en camaras inferiores que contenian el C5a quimioatrayente de los
neutréfilos humanos (0,1 a 100 nM). Los neutrdfilos se incubaron luego durante 30 min a 37°C. El numero de
neutréfilos que migraban a través de la membrana a la camara inferior se cuantificd por citometria de flujo
(FACSCalibur; BD Biosciences).

La Figura 6 muestra que la adicion de MAb 7F3 (dializado o no dializado) daba como resultado la inhibicion de la
dilucién de los neutréfilos comparada con los dos controles negativos.

EJEMPLO 5: Inhibicién de la migracion de los neutréfilos dirigida por C5a humano por MAbs 7F3, 6C12 v 12D4

Los tres MAbs anti-C5aR, 7F3, 12D4, y 6C12 se afnadieron a neutréfilos (1 x 107/ml) a razén de 5 pg/ml. Se
incluyeron controles negativos (sin adicién alguna de Ab, y con adicién de 1 x PBS). Las células se cargaron luego
en la camara superior de inserciones de 24 pocillos (Corning Inc., NY) con una membrana de policarbonato de
porosidad 3,0 um y se incubaron durante 10 min a la temperatura ambiente. Las inserciones se pusieron luego en
camaras inferiores que contenian el quimioatrayente de los neutréfilos humanos C5a (0,11 a 1120 ng/ml). Los
neutréfilos se incubaron luego durante 30 min a 37°C. El nimero de neutréfilos que migraba a través de la
membrana a la camara inferior se cuantificd por citometria de flujo; (FACSCalibur; BD Biosciences).

Los resultados presentados en la Figura 7 demuestran que los 3 MAbs exhibian inhibicion de la migracion de
neutréfilos hacia C5a comparados con los dos controles negativos. En particular, el MAb 7F3 exhibia la inhibicion
mas eficaz, dando como resultado una reduccion de 140 veces en los numeros de migracion de neutrdéfilos respecto
a los niveles de ruido de fondo.

EJEMPLO 6: Inhibicién de la migracion de neutrdfilos dirigida por IL-8 humano por los MAbs 7F3, 12D4 y 6C12

Los tres 3MABS anti-C5aR, 7F3, 12D4 y 6C12; y la muestra dializada de 7F3 se afiadieron a neutrofilos purificados
(1 x 107/ml) a 5 pg/ml y se cargaron en la camara superior de inserciones de 24 pocillos. Se incluyeron nuevamente
controles negativos (sin adicidn alguna de Ab, y con adiciéon de 1x PBS). Después de 10 minutos de incubacion a la
temperatura ambiente, se pusieron luego las inserciones en camaras inferiores que contenian IL-8 (1,12 a 1120
ng/ml), un quimioatrayente de neutréfilos humanos que fija los receptores CXCR1 y CXCR2 expresados en la
superficie de los neutrofilos. Los neutrofilos se incubaron luego durante 30 minutos a 37° de. El numero de
neutréfilos que migraban a través de la membrana a la camara inferior se cuantificdé por citometria de flujo
(FACSCalibur; BD Biosciences).

La Figura 8 (a) muestra que los tres MAbs exhibian inhibicién de la migracion de neutrofilos hacia IL-8. MAb 7F3
(tanto dializado como no dializado) era el inhibidor mas eficaz, dando como resultado una reduccién de 5 veces en
los nimeros de migracion de neutrdfilos.

Se testd también MAb 7F3 respecto a su capacidad para inhibir otros quimioatrayentes de neutrofilos,
particularmente los ligandos CXCR1 y CXCR2. La Tabla 1 muestra la inhibicién sustancial de la migracion de
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neutréfilos a varios quimioatrayentes de neutrofilos, en particular los ligandos CXCR1 y CXCR2, en ensayos de
quimiotaxis de neutrdfilos.

Tabla1
Quimioatrayente (112 ng/ml) % Inhibicion
C5a 98
IL-8 81
GCP-2 91
ENA-78 83

EJEMPLO 7: inhibicién competitiva de la fijacion de los MAbs 7F3, 12D4 y 6C12 a transfectantes de C5aR por un
péptido C5aR (9-29) N-terminal

La fijacion de los MAbs 7F3, 12D4 y 6C12 a células transfectadas con C5aR se midi6 por tincion con IgG anti-raton
de oveja conjugado con fluoresceina (FITC). La capacidad de un péptido N terminal C5aR (residuos 9-29) para
inhibir la fijacion se evalud luego conforme a la metodologia arriba descrita. Este péptido N-terminal C5aR tiene la
secuencia PDYGHYDDKDTLDLNTPVDKT y se hace referencia al mismo en esta memoria como “PEPI”.

La Figura 9(a) muestra que las concentraciones crecientes de PEPI no inhibian la tinciéon por fluorescencia de los
3MADbs anti-C5aR. La tincién por fluorescencia se mantenia estable, incluso a concentraciones de PEPI de 100 uM.

La Figura 9(b) muestra que PEPI (a una concentracion de 50 pyM) no lograba inhibir la tincion por FACS de los
neutrofilos purificados con MAb 7F3.

EJEMPLO 8: Reactividad de MAbs 7F3, 12D4 y 6C12 con el péptido N terminal 9-29 de C5aR (“PEPI”) y OPG

Se realizaron ensayos ELISA como se ha descrito arriba para medir la reactividad de los MAbs 6C12, 12D4, y 7F3
con PEPI y OPG. OPG es un miembro de la superfamilia de receptores de TNF que se fijan especificamente a su
ligando TNFSF11/OPG. Mas especificamente, OPG es un receptor de reclamo secretado por los osteoblastos que
funciona como regulador negativo de la resorcion dsea.

Se utilizaron los MAbs 6C12, 12D4 y 7F3 en el ELISA como proteinas purificadas a una concentracion de 1 pg/ml.
Como controles positivos se utilizaron MAb 9C1 (que es especifico para OPG) y MAb 11B9 (que reconoce PEPI).
Estos MAbs de control se utilizaron en la forma de sobrenadantes de cultivo de tejidos sin diluir.

La Figura 10 muestra que MAbs 6C12, 12D4 y 7F3 no eran reactivos con PEPI. MAb 7F3 exhibia un pequefio grado
de reactividad cruzada con OPG.

EJEMPLO 9: Determinacion de la secuencia de los MAbs anti-C5aR 7F3, 12D4 y 6C12

La secuencia de nucledtidos de los anticuerpos anti-C5aR 7F3, 12D4 y 6C12 se determiné a partir de RNA extraido
de células de hibridoma que expresaban los anticuerpos. Para determinar los cebadores utilizados para amplificar
las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, la secuencia de proteinas de la regién variable de los 3
anticuerpos fue determinada por Biogen Inc. y se determind el isotipo de los anticuerpos utilizando el kit de
determinacion del isotipo Mouse Monoclonal Antibody - IsoStrip (Roche Cat. No. 1493027). Para ello, se derivo el
cebador 5 Framework 1 de la secuencia de proteinas de Biogen Inc. y se basé el cebador 3’ en el isotipo de los
anticuerpos.

El isotipo de cada uno de los anticuerpos anti-C5aR es como sigue:
6C12: Kappa de cadena ligera
6C12: IgG3 de cadena pesada

7F3: Kappa de cadena ligera
7F3: IgG2a de cadena pesada
12D4: Kappa de cadena ligera
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12D4: 1IgG3 de cadena pesada

Se aislo el RNA total de las células de hibridoma utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, Cat. No. 15.596-018). Se
aislé el RNA como se describe por el fabricante. De manera resumida, se lisaron aproximadamente 5 x 10° células
en 1 ml de reactivo Trizol. Los residuos celulares se aclararon con 200 p de cloroformo y centrifugacion. La capa
acuosa que contenia RNA se separ6 y el RNA se precipité con 250 u de isopropanol.

Se utilizé el RNA total (2ug) para producir cDNA utilizando la transcriptasa inversa AMV (Promega Cat. No. M5101).
El cDNA se utilizé luego como molde para amplificar la secuencia codificante de la region variable utilizando los
cebadores siguientes:

Cebadores para la cadena ligera variable de 6C12:

migkapFR15": GATGTTTTGATGACCCAAACTCC (SEQ ID NO:2)
migkapcon3': ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG (SEQ ID NO:3)

Cebadores para la cadena pesada variable de 6C12:

migVh2 5' SAGGTCCAGCTGCARCAGTC (SEQ ID NO:4) Familia FR1 VhlIA
mlgG3con3' TGGGCATGAAGAACCTGG (SEQ ID NO:5) Region bisagra

Cebadores para la cadena ligera variable de 7F3:

migkapFR15': GATGTTTTGATGACCCAAACTCC (SEQ ID NO:6)
migkapcon3': ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG (SEQ ID NO:7)

Cebadores para la cadena pesada variable de 7F3:

migVh2 5': SAGGTCCAGCTGCARCAGTC (SEQ ID NO:8) Familia FR1 VhIIA
mlgG2acon3': TTTGCATGGAGGACAGGG (SEQ ID NO:9)

Cebadores para la cadena ligera variable de 12D4:

mlgkapFR15": GATGTTTTGATGACCCAAACTCC (SEQ ID NO:10)
migkapcon3': ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG (SEQ ID NO 11)

Cebadores para la cadena pesada variable de 12D4 :

migVh1 5': CAGGTGCAGCTGAAGSAGTC (SEQ ID NO:12) Familia FR1 VhIB
mlgG3con3': TGGGCATGAAGAACCTGG (SEQ ID NO:13) Regidn bisagra

Se llevé a cabo la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) utilizando la polimerasa Pfu de alta fidelidad (Promega
Cat. No. M7741) con una temperatura de reasociacion de 60 °C y una extension de cebadores a 72 °C durante 3
minutos. El fragmento PCR de aproximadamente 700 pares de bases resultante se cloné en pGEM-Teasy (Promega
Cat. No. A1360). Las colonias simples se aislaron y se secuenciaron por medio de un equipo comercial de
secuenciacion (SUPAMAC).

Las secuencias resultantes se proporcionan a continuaciéon como sigue:

Secuencia variable de cadena ligera (DNA) de 6C12: SEQ ID NO:14
Secuencia variable de cadena ligera (proteina) de 6C12: SEQ ID NO:15
Secuencia variable de cadena pesada (DNA) de 6C12: SEQ ID NO: 16
Secuencia variable de cadena pesada (proteina) de 6C12: SEQ ID NO:17
Secuencia variable de cadena ligera (DNA) de 7F3: SEQ ID NO:18
Secuencia variable de cadena ligera (proteina) de 7F3: SEQ ID NO:19
Secuencia variable de cadena pesada (DNA) de 7F3: SEQ ID NO:20
Secuencia variable de cadena pesada (proteina) de 7F3: SEQ ID NO:21
Secuencia variable de cadena ligera (DNA) de 12D4: SEQ ID NO:22
Secuencia variable de cadena ligera (proteina) de 12D4: SEQ ID NO:23
Secuencia variable de cadena pesada (DNA) de 12D4: SEQ ID NO:24
Secuencia variable de cadena pesada (proteina) de 12D4: SEQ ID NO:25
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EJEMPLO 10: Andlisis de la identidad y semejanza de secuencias de DNA y proteinas para los MAbs 7F3, 12D4 y
6C12

Las secuencias de DNA y proteinas de los 3 anticuerpos anti-C5aR (7F3, 12D4 y 6C12) se compararon utilizando
MacVector 6.5.3. Para este analisis se utilizé el programa de alineamiento multiple ClustalW (1.4).

(i) Analisis de las secuencias de DNA variable de cadena ligera :

El alineamiento de las secuencias de DNA variables de cadena ligera para 7F3, 12D4 y 6C12 se muestra en
la Figura 11.

El analisis de alineamiento de secuencia multiple Clustal W (1.4) proporciond los resultados siguientes:
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3 Secuencias Alineadas

Lagunas Insertadas = 0

Modo de Alineamiento por Pares: Lento
Parametros de Alineamiento por Pares:
Penalidad por Laguna Abierta = 10,0
Parametros de alineamiento multiple:
Penalidad por Laguna Abierta = 10,0
Divergencia de Demora = 40%

Tiempo de procesamiento: 0,4 segundos
1. 7F3 Vk frente a 6¢12 Vk

Longitud Alineada = 336 Lagunas =0
Identidades = 320 (95%)

2. 7TF3 Vk frente a 12d4 Vk

Longitud Alineada = 336 Lagunas =0
Identidades = 320 (95%)

3. 6¢12 Vk frente a 12d4 Vk

Longitud Alineada = 336 Lagunas =0
Identidades = 326 (97%)

Registro de Alineamiento = 6612
Identidades Conservadas = 315
Penalidad por Extensiéon de Laguna = 5,0

Penalidad por Extension de Laguna = 5,0
Transiciones: Ponderadas

(i) Analisis de la secuencia de DNA variable de cadena pesada:

El alineamiento de las secuencias de DNA variable de cadena pesada para 7F3, 12D4 y 6C12 se muestra en la

Figura 12.

El analisis de alineamiento de secuencia multiple Clustal W (1.4) proporcioné los resultados siguientes:

3 Secuencias Alineadas

Lagunas Insertadas = 3

Modo de Alineamiento por Pares: Lento
Parametros de Alineamiento por Pares:
Penalidad por Laguna Abierta = 10,0
Parametros de alineamiento multiple:
Penalidad por Laguna Abierta = 10,0
Divergencia de Demora = 40%

Tiempo de procesamiento: 0,5 segundos
1. 7F3 Vh frente a 6¢12 Vh

Longitud Alineada = 363 Lagunas =0
Identidades = 333 (91%)

2. 7F3 Vh frente a 12d4 Vh

Longitud Alineada = 363 Lagunas = 3
Identidades = 210 (57%)

3. 6¢12 Vh frente a 12d4 Vh

Longitud Alineada = 363 Lagunas = 3
Identidades = 210 (57%)

Registro de Alineamiento = 5346
Identidades Conservadas = 200
Penalidad por Extensiéon de Laguna = 5,0

Penalidad por Extensiéon de Laguna = 5,0
Transiciones: Ponderadas

(i) Analisis de la secuencia de proteinas de la cadena ligera variable

El alineamiento de las secuencias variable de cadena ligera de proteinas para 7F3, 12D4 and 6C12 se muestra en la

Figura 13.

El analisis del alineamiento Clustal W (1.4) de secuencias multiples proporciond los resultados siguientes:

3 Secuencias Alineadas.
Lagunas Insertadas =0

Registro de Alineamiento = 1902
Identidades Conservadas = 99
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Modo de Alineamiento por Pares: Lento

Parametros de Alineamiento por Pares:

Penalidad por Laguna Abierta = 10,0 Penalidad por Extensiéon de Laguna = 0.1
Matriz de Semejanza: blosum

Parametros de Alineamiento Mdiltiple:

Penalidad por Laguna Abierta = 10,0 Penalidad por Extensién de Laguna = 0,1
Divergencia de Demora = 40% Distancia de Laguna = 8

Matriz de Semejanza: blosum

Tiempo de procesamiento: 0,1 segundos

1. 7F3 Vk frente a 6¢12 Vk

Longitud Alineada =112 Lagunas =0

Identidades = 102 (91 %) Semejanzas= 5 (4%)

2. 7F3 Vk frente a 12d4 Vk

Longitud Alineada = 112 Lagunas =0
Identidades = 103 (91%) Semejanzas= 4 (3%)
3. 6¢12 Vk frente a 12d4 Vk

Longitud Alineada = 112 Lagunas =0
Identidades = 104 (92%) Semejanzas = 4 (3%)

(iv) Analisis de la secuencia de proteinas de la cadena pesada variable

El alineamiento de las secuencias de proteinas de la cadena pesada variable para 7F3, 12D4 y 6C12 se muestra en
la Figura 14.

El analisis del alineamiento Clustal W (1.4) de secuencias multiples proporciond los resultados siguientes:
3 Secuencias Alineadas. Registro de Alineamiento = 1432
Lagunas Insertadas = 2 Identidades Conservadas = 51

Modo de Alineamiento por Pares: Lento

Parametros de Alineamiento por Pares:

Penalidad por Laguna Abierta = 10,0 Penalidad por Extensién de Laguna = 0,1
Matriz de Semejanza: blosum

Parametros de Alineamiento Mdiltiple:

Penalidad por Laguna Abierta = 10,0 Penalidad por Extensién de Laguna = 0,1
Divergencia de Demora= 40% Distancia de Laguna= 8

Matriz de Semejanza: blosum

Tiempo de Procesamiento: 0,1 segundos

1. 7F3 Vh frente a 6¢12 Vh

Longitud Alineada =121 Lagunas =0

Identidades = 107 (88%) Semejanzas= 6 (4%)

2. 7F3 Vh frente a 12d4 Vh

Longitud Alineada = 121 Lagunas = 2

Identidades = 52 (42%) Semejanzas= 25 (20%)

3.6c12 Vh frente a 12d4 Vh

Longitud Alineada = 121 Lagunas = 2

Identidades = 54 (44%) Semejanzas= 25 (20%)
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> G2 Therapies Ltd

<120> Anticuerpos Anti-C5aR y usos de los mismos
<130> 501129

<150> USSN 60/350,961

< 151> 2002-01-25

<160> 34

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

< 211> 350

<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 1
Met Asn Ser Phe Asn Tyr Thr Thr Pro Asp Tyr

1 5 10

Lys Asp Thr Leu Asp Leu Asn Thr Pro Val Asp
20 25

Leu Arg Val Pro Asp Ile Leu Ala Leu Val Ile
35 40

Leu Val Gly Val Leu Gly Asn Ala Leu Val Vval
50 55

28

Gly His Tyr Asp Asp
15

Lys Thr Ser Asn Thr
30

Phe Ala Val Val Phe
45

Trp Val Thr Ala Phe
60



Glu

65

Ala

Val

Pro

Thr

Gln

145

Trp

Val

Ser

Leu

Ile

225

Leu

Pro

Pro

Ala

Ala

Asp

Gln

Ser

Ile

130

Asn

Gly

Arg

His

Gly

210

Leu

Lys

Tyxr

Thr

Tyr

Lys

Phe

His

Leu

115

Ser

Phe

Leu

Glu

Asp

195

Phe

Leu

val

Gln

Phe

275

Ile

Arg

Leu

His

100

Ile

Ala

Arg

Ala

Glu

180

Lys

Leu

Arg

Val

Val

260

Leu

Asn

Thr

Ser

85

His

Leu

Asp

Gly

Leu

165

Tyr

Axg

Trp

Thr

Val

245

Thr

Leu

Cys

ES 2 646 792 T3

Ile

70

Cys

Trp

Leu

Arg

Ala

150

Leu

Phe

Arg

Pro

Trp

230

Ala

Gly

Leu

Cys

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe

135

Gly

Leu

Pro

Glu

Leu

2156

Ser

Val

Ile

Asn

Ile

Ala

Ala

Phe

Met

120

Leu

Leu

Thr

Pro

Arg

200

Leu

Arg

Val

Met

Lys

280

Asn

Ile

Leu

Gly

105

Tyr

Leu

Ala

Ile

Lys

185

Ala

Thr

Arg

Ala

Met

265

Leu

Pro

29

Trp

Pro

90

Gly

Ala

Vval

Trp

Pro

170

Val

Vval

Leu

Ala

Ser

250

Ser

Asp

Ile

Phe

75

Ile

Ala

Ser

Phe

Ile

155

Ser

Leu

Ala

Thr

Thr

235

Phe

Phe

Ser

Ile

Leu

Leu

Ala

Ile

Lys

140

Ala

Phe

Cys

Ile

Ile

220

Arg

Phe

Leu

Leu

Tyr

Asn

Phe

Cys

Leu

125

Pro

Cys

Leu

Gly

val

205

Cys

Ser

Ile

Glu

Cys

285

Val

Leu

Thr

Ser

110

Leu

Ile

Ala

Tyr

Val

190

Arg

Tyr

Thr

Phe

Pro

270

Val

Val

Ala

Ser

95

Ile

Leu

Trp

Val

Arg

175

Asp

Leu

Thr

Lys

Trp

255

Ser

Ser

Ala

Val

80

Ile

Leu

Ala

Cys

Ala

160

Val

Tyr

Val

Phe

Thr

240

Leu

Ser

Phe

Gly
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290 295 300

Gln Gly Phe Gln Gly Arg Leu Arg Lys Ser Leu Pro Ser Leu Leu Arg
305 310 315 320

Asn Val Leu Thr Glu Glu Ser Val Val Arg Glu Ser Lys Ser Phe Thr
325 330 335

Arg Ser Thr Val Asp Thr Met Ala Gln Lys Thr Gln Ala Val
340 345 350
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<210> 2

<211>23

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 2
gatgttttga tgacccaaac tcc

<210> 3

<211>25

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 3
acactcattc ctgttgaagc tcttg

<210> 4

<211>20

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 4
saggtccagc tgcarcagtc

<210>5

<211>18

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 5
tgggcatgaa gaacctgg

<210> 6

<211>23

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

20

18

23

25

30
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<400> 6
gatgttttga tgacccaaac tcc

<210>7

<211>25

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400>7
acactcattc ctgttgaagc tcttg

<210> 8

<211>20

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 8
saggtccagc tgcarcagtc

<210>9

<211>18

< 212> DNA

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400>9
tttgcatgga ggacaggg

<210> 10

<211>23

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 10
gatgttttga tgacccaaac tcc

<210> 11

<211>25

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

<400> 11
acactcattc ctgttgaagc tcttg

<210> 12

<211>20

< 212> DNA

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador PCR

ES 2 646 792 T3

23

25

20

18

23

25
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<400> 12

caggtgcagc tgaagsagtc

<210> 13
<211>18

< 212> DNA
< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Cebador PCR

<400> 13

tgggcatgaa gaacctgg

<210> 14

< 211> 336
< 212> DNA
< 213> Mus musculus

<400> 14

gatgttgtga
atctcttgea
tacctgcaga
tctggggtee
agcagagtgé

ccgacgtteg

20

18

tgacccaaat
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gtggaggcac

ES 2 646 792 T3

tccactctee
gagccttata
gtctccaaag
cagtggcagt
tatgggagtt

caagctggaa

ctgcctgteca
cacagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgcet

atcaaa

32

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

tcaaacctece
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

60

120

180

240

300

336
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<210> 15
<211>112
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16

Asp Val

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys

50

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

< 211> 363
< 212> DNA
< 213> Mus musculus

<400> 16

<210> 17
<211>121

caggttcagc
tcctgcecaagg
cctggaaagg
aatgggaagt
atgcaactca
attactacgg

tca

< 212> PRT
< 213> Mus musculus

<400> 17

Val Met

Thr Ser

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

ES 2 646 792 T3

Gln Ile

Ser Cys

Leu His

Tyr Lys

55

Ser
70

Gly

Glu Asp

85

Val Pro

100

tgcagcagtc
cttctggcecta
gtcttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac

tagtgggagce

Pro

Thr Phe

tggacctgag
cgcattcagt
gattggacgg
ggccacactg
atctgaggac

tatggactac

Pro Leu

10

Ser
25

Arg

Trp
40

Tyr

Val Ser

Ser Gly

Met Gly

90

Gly Gly

105

gtggtgaagc
aggtcctgga
attgatgctg
actgcagaca

tctgeggtcet

tggggtcaag

33

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gly

Leu Pro

Gln Ser

Gln

Lys

Phe
60

Arg

Asp Phe

75

Tyr Phe

Thr Lys

ctggggecte
tgaactgggt
gagatggaga
aatcctccag
acttctgtge

gaacctcagt

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Leu
15

Ser

Ile
30

His

Gly Gln

Gly Vval

Leu Lys

Gln
95

Ser

Glu
110

Ile

agtgaagatt
gaagcagagg
tactaaatac
cacagcctac
aagccttctc

caccgtetece

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

60

120

180

240

300

360

363
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15

Gln Val Gln Leu Gln
1 5
Ser Val Lys Ile Ser
20
Trp Met Asn Trp Val
35
Gly Arg Ile Asp Ala
50
Lys Gly Lys Ala Thr
65
Met Gln Leu Ser Ser
85
Ala Ser Leu Leu Ile
100
Gln Gly Thr Ser Val
115
<210> 18
< 211> 336
< 212> DNA
< 213> Mus musculus
<400> 18
gatgttgtga tgacccaatc tccactctec
atctcttgca gatctagtca gagccttgta
tacctgcaga agccaggcca gtctccaaag
tctggggtce cagacaggtt cagtggcagt
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt
ctcacgttcg gtgctgggac caagctggaa
<210> 19
<211>112
< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 19

ES 2 646 792 T3

Gln Ser

Cys Lys

Lys Gln

Gly Asp

55

Leu Thr

70

Leu Thr

Thr

Thr

Thr val

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Val

Ser

Glu
10

Pro

Ser
25

Gly

Pro Gly

Asp Thr

Asp Lys

Glu Asp

90

Val
105

Ser

120

ctgcctgtceca
cacagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctget

ctgaaa

gtcttggaaa
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttctce

ctcaaagtac

34

Val

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Ser

Gly Ala

Val Lys

Ala Phe

Leu
45

Gly

Tyr Asn

60

Ser Ser

Ala Val

Met Asp

tcaagcctcee
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acttgttccg

Ser
30

Glu

Gly

Thr

Tyx

Tyr
110

Pro Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Trp

60
120
180
240
300

336

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Asp Val Val Met Thr Gln Ser
1 5
Asn Gln Ala Ser Ile Ser Cys
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
35
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys
50 55
Asp ArghPhe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
Thr Leu Val Pro Leu Thr Phe
100
<210> 20
< 211> 363
< 212> DNA
< 213> Mus musculus
<400> 20
caggttcagc tgcagcagtc tggacctgag
tcctgcaagg cttctggcta cgcattcagt
cctggaaagg gtcttgagtg gattggacgg
aatgggaagt tcaagggcaa ggccacactg
atgcaactca gcagcctgac atctgaggac
cttattagta cggtaacagc cgttgactac
tca
<210> 21
<211>121
<212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 21

Ser
10

Pro Leu

Ser Ser

25

Arg

Trp Tyr Leu

Val Ser Asn

Ser Gly Thr

Val
90

Leu Gly

Gly Ala

105

Gly

ctggtgaagce
aactcctgga
atttatcctg
actgcagaca
tctgcggtet

tggggccaag

35

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

Arg Phe

Asp Phe

75

Tyr Phe

Thr Lys

ctggggectce
tgaactgggt
gagatggaga
aatcctceag
atttctgtge

gcaccactct

Val

Leu

Pro

45

Sex

Ser

Cys

Leu

Ser Leu

15

Val
30

His
Gly Gln
Gly Vval
Leu

Lys

Gln
95

Ser

Glu
110

Leu

agtgaagatt
gaagcagagg
tactaagtac
cacagcctac
aagattccta

cacagtctcce

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

60

120

180

240

300

360

363
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Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

<210> 22
<211> 336
< 212> DNA

Val

Val

Met

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Gly

< 213> Mus musculus

<400> 22

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Phe

Thr
115

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Leu

100

Thr

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Leu

ES 2 646 792 T3

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Ile

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Ser

Val

Gly Pro

Ala Ser
25

Arg Pro
40

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Thr Val

105

Ser Ser
120

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Thr

gatgttgtga tgacccaaac tccactctcc ctgcctgtca gtcttggaga tcaagcectce

atctcttgta gatctagtca
tacctgcaga agccaggcca
tctggggtce cagacaggtt
agcagagtgg aggctgagga

ccgacgtteg gtggaggcac

<210> 23
<211>112
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 23

gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt

tctgggaatt

caagctggaa atcaaa

36

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Ser

Ala

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Val

60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

cacagtagtg gaaacaccta
ctcctgatct acaaagtctce
ggatcaggga cacatttcac

tatttctgct ctcaaagtac

Pro Gly Ala
15

Ser Asn Ser
30

Glu Trp Ile

Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Phe Cys
95

Tyr Trp Gly
110

tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acttgttecct

120

180

240

300

336
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Asp Val val Met Thr Gln Thr
1 5
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys
20
Ser Gly Asn Thr Tyr Leu His
35
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
Thr Leu Val Pro Pro Thr Phe
100
<210> 24
< 211> 357
< 212> DNA
< 213> Mus musculus
<400> 24
caggtgcagc tgaaggagtc aggacctgge
acatgcactg tctctgggtt ctcattaacc
ccaggaaagg gtctggagtg gctgggagta
tcagctctca aatccagact gagcatcagce
aaaatgaaca gtctgcaaac tgatgacgca
tacgacggtc tggggtttge ttactgggge
<210> 25
<211>119
<212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 25

Arg

Trp

Val

Ser
10

Pro Leu

Ser Ser

25

Tyr Leu

40

Ser Asn

Ser Gly Thr

Ile
90

Leu Gly

Gly Gly

105

Gly

ctggtggege
agctatggtg
atatggggtg
aaggacaact
gccatgtact

caagggactc

37

Leu Pro

Gln Ser

Gln

Lys

Phe
60

Arg

His Phe

75

Tyr Phe

Thr Lys

cctcacagag
tagactgggt
ttggaagcac
ccaagagcca
actgtgccag

tggtcactgt

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Leu
15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

ctctgta

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

cctgtceccate
tcgccagtcet
aaattataat
agttttctta

ccactatggt

60

120

180

240

300

357
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<210> 26
<211>5
< 212> PRT

Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

His

Thr

< 213> Mus musculus

<400> 26

<210> 27
<211>17
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 27

<210> 28
<211>12
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 28

1

Gly

Gln

Ser

Asp

35

Ile

Leu

Asn

Tyr

Leu

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Gly

Val
115

Lys

Thr

Val

Gly

Ile

Leu

85

Tyr

100

Thx
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Glu

Cys

Arg

Val

Ser

70

Gln

Asp

Val

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Thr

Gly

Ser

Gly Pro Gly
10

Val Ser Gly
25

Ser Pro Gly
40

Ser Thr Asn

Asp Asn Ser

Asp Asp Ala
90

Leu Gly Phe

105

Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Asn Ser Trp Asn Asn

1

5

10

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Met

Tyr

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gly

Phe Leu Leu Ile Ser Thr Val Thr Ala Val Asp Tyr

1

5

38

10

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys
95

Gln

110

15

Gln

Tyr

Leu

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asn Gly Lys Phe Lys
5
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<210> 29

<211>5

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 29

Arg Ser Trp Met Asn
1 5

<210> 30

<211>17

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 30

Arg Ile Asp Ala Gly Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asn Gly Lys Phe Lys
1 5 10 i5

Gly

<210> 31

<211>12

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 31

Leu Leu Ile Thr Thr Val Val Gly Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 32

<211>5

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 32

Ser Tyr Gly Val Asp
1 5

<210> 33

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 33

?L/‘al Ile Trp Gly Val Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
5 10 15

<210> 34

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 34
His Tyr Gly Tyr Asp Gly Leu Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

39
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que es reactivo con el segundo bucle extracelular, residuos 175 a 206, de C5aR humana, en el
cual el anticuerpo se fija a C5aR y reduce o inhibe la fijacién de C5a a C5aR y en donde el anticuerpo inhibe
competitivamente la fijacion de un anticuerpo que tiene:

i) una secuencia de cadena ligera que se muestra en SEQ ID NO 19 y una secuencia de cadena pesada que se
muestra en: SEQ ID NO:21;

ii) una secuencia de cadena ligera que se muestra en SEQ ID NO 15 y una secuencia de cadena pesada que se
muestra en: SEQ ID NO:17; o

iii) una secuencia de cadena ligera que se muestra en SEQ ID NO 23 y una secuencia de cadena pesada que se
muestra en: SEQ ID NO:25;

a ChaR

2. El anticuerpo conforme a la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal,
recombinante, quimérico o humanizado.

3. Un conjugado que comprende un anticuerpo conforme a la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2 y un agente
terapéutico o marca detectable.

4. El anticuerpo conforme a la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2 o el conjugado conforme a la reivindicacion
3, para su uso como un medicamento.

5. El anticuerpo conforme a la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 o el conjugado conforme a la reivindicacion
3, para uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o alérgica, una enfermedad autoinmune, rechazo de
injerto, ateroesclerosis o canceres con infiltracion de leucocitos de la piel o los 6rganos.

6. El anticuerpo conforme a la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 o el conjugado conforme a la reivindicacion
3, para uso en el tratamiento de la artritis reumatoide.

7. El anticuerpo conforme a la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 o el conjugado conforme a la reivindicacion 3
para uso en el tratamiento del lupus eritematoso sistémico.
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Secuencias de DNA de cadena ligera variable de MAb Anti-C5aR

10 20 30 40 50
TF3 Vk GATGTTGTGAT GACCCAATCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGARMA
Gcl2 Vk GATGTTGTGATGACCCAARTTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGA
12d4 Vk GATGTTGTGATGSACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTETCAGTCTTGGRGA

FEEFEFEEEEEE T AT AT TR dkdkkrkdkrrk v d b v ddadd &

&0 70 80 50 100
TF3 Vk  TCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATG
Bcl2 Vk TCAAACCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTATACACAGTRAATG

12dd Vk TCARGCCTCCATCTCTTGTAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAGTG
Hdkd hhdhhdhkdhhhdh hhdkdrdhdhdhhbd bk Ekkkdkkbk Fk

110 120 130 140 150
TF3 Vk GARACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAMG
6cl2 Vk GARACACCTATTTACATTGGETACCTGCAGARGCCAGGCCAGTCTCCARAS
1244 Vk GAAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAG

dhkkhkFkrkrhkhkrEdrhdd i drhkdr kit darrdddhhd bt ad kit ahdhhddd

160 170 180 150 200
TF3 vk CTCCTGATCTACARAGTTTCCARCCGATTTTCTEGGGTCCCAGACAGGTT
6cl2 Vk CTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGARCAGETT
12d4 vk CTCCTGATCTACARRGTCTCCARACCGATTTTCTGGGETCCCAGACAGGTT

kExdddhkrtidtdidbridd Fhdrddhbhbdr b bbbt i bbb r b hr bbb kR

210 220 230 240 250
TF3 vk CAGTGGECAGCTGEATCAGGGACAGATTTCTCACTCAAGATCAGCAGACTGE
6cl2 Vk CAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCARGATCAGCAGAGTGE

12d4 Vk CAGTGGCAGTEGATCAGEGACACATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGES
ok dkhhhdkhdhhkkhkhhhdh dhhhd dhrhkdkkrkmdhdhhhhhihh

260 270 280 280 300
1F3 Vk AGGCTGAGGATCTGEGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACTTGTTCCG
Bcl2 Vk AGGCTGAGGATATGGEGAGTTTATTTCTECTCTCARAGTACACATGTTCCT

12d4 Vk AGECTGAGGATCTGEGEGAATTTATTTCTGCTCTCARAGTACACTTGTTCCT
ek hkk ko dkdhd Ak bk dhkhhdhdhh ek ko h b hhhd whbhhk

310 320 330
TF3 Vk CTCACGTTCGGTGCTGGEACCRAAGCTGGARCTGRRAR
6cl2 Vk CCGACGTTCGGETGGAGGCACCARGCTGEARATCARA
12d4 Vk CCGACGTTCGGTGGAGECACCAAGCTGCAARTCARR

& ek ok ok e ok e ke e wh hkbhdkhdkkEhkhkr * EEk

Figura 11
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Secuencias de DNA de cadena pesada variable de MAb Anti-C5aR

10 20 Q] 40 50
TF3 Vh CRAEGTTCAGCTGCAGCACSTCTGEACCTGAGCTGETGARGCCTEEEECCTC
6cl2 Vh CAGGTTCAGCTECAGCAGTCTGEACCTEAGET GETGAAGCCTGEEECCTC

12d4 Vh CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGECCTGETGGCGCCCTCACAGAG
dhkdhdk Fdkdkddd Aok kkdkdk bhkEkdkrhk ke Wk

&0 70 80 a0 100
TF3 Vh AGTGRAGATTTCCTGCARGGCTTCTGECTACGCATTCAGTARCTCCTGGA
6cl2 Vh AGTGARGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACGCATTCAGTAGETCCTGGA

12d4 vh CCTGTCCATCACATGCACTGTCTCTGGGTTCTCATTAACCAGCTATEGTG
* wdk ok kkkdk ok dhkhwdk * F kEkEkE * % & *

110 120 130 140 150
TF3 Vh TGARCTGGETGAAGCAGAGGCCT GEGARAGCEEGTCTTGAGTEGGATTGGACGG
6zl2 Vh TGAACTGGGTGAAGCAGAGCGCCTEEARAGECTCTTGACTEGCGATTGGACCE

12d4d Vh TAGACTGGGTTCGCCAGTCTCCAGGAMGEGTCTGGAGTGECTGGEAGTA
W ek ke o dd ek khddkkdkh kkkkdkd & dok

160 170 180 190 200
TF3 Vh ATTTATCCTGGAGATGGAGATACTAAGTACAATGGEGAAGTTCAAGGGCAA
6cl2 Vh ATTEATGCTGGAGATGGAGATACTAARTACAATGEGAAGTTCAAGEECAR

12d4 Vh ATATG---GGGTETTGCAAGCACARATTATAATTCAGCTCTCAAATCCAG
ok Bk ok hk kR dh kw kE hkk *dkk ek

210 220 230 240 250
TF3 Vh GGECCACACTGACTGCAGACAART CCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCA
&cl2 Vh GECCACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCARACTCA

12d4 vh ACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCARGAGCCAAGTTTTCTTAARAATGA
W * deddedk ek ek kk Kk ok Kk kdk ko

260 270 280 280 300
T7F3 Vh GCAGCCTEACATCTGAGGACTCTGCGETCTATTTCTGTGCARGATTCCTA
6cl2 Vh GCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGETCTACTTCTGTGCARGCCTTCTC

12d4 Vh ACAGTCTGCAAACTGATGACGCAGCCATGTACTACTGTGCCAGCCACT——
hhkk hhh Kk kkhdh kkk ok kk ok Ak ok kwkkdd hw

310 320 330 340 350
7F3 Vh CITATTAGTACGGTAMACAGCCGTTGACTACTGGEGCCAAGGCACCACTCT
Gcl2 Vh ATTACTACGETAGTGGGAGCTATEGACTACTGEGETCARGGAACCTCAGT

12d4 Vh ATGGETTACGACGGTCTGGEGT-TTGCTTACTGEGECCAAGGEACTCTGGET
* * % % * B ok whkwdkdkdk kdkkE ko *

3260
TF3I Vh CACAGTCTCCTCA
6cl2 Vh CACCGTCTCCTCA

1244 Vvh CRCTGTCTCTGTA
dhk ko kdo *

Figura 12
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Secuencias de proteinas de cadena ligera variable de MAb Anti-C5aR

FR1 CDR1 FR2
10 20 30 40 S0
TF3 Vk DVVMTQSPLELPVSLGHNQASISC| RSSOSLVHSNGNTYLH [WYLOKEGQSPK
6ol Vk DVVMTQIPLSLPVSLGDOTSISC| RSSQSLIESNGNTYLH [WYLQEPGQSPK
1Zdd Vk DVVMTQTPLSLEVSLGDOASISC| RSSQSLVHSSGNTYLH WYLQKEGOSFEK

khkdkdkEkd dEkEEETh bk l-ii-i-i-* i-i-i-*i-i-_*i- wkhkdkk |khkrkhkderkd

CDR2 FR3 CDR3
a0 10 BO =31] 100

703 vk LLIY KVSNREF3| GVEDRF2GSGSGTDFSLEISRVEREDLGVYFC | 2Q3TLVE

6cl2 Vk LLIY| EVSNRFS|GVEDRESGSGSGTDFTLEISREVEREDMGVYFC | SQSTHVE

12d4 vk LLIY¥ KVSNRFS|GVPDRF3GSGSGTHETLEISRVEAEDLGIYFC |SQSTLVE
Fakk] kkkhhdk | hkkdhkkhkkkdhd ok kkdhdkdokdkk & kkok [Akdk ko

FR4

110
TF3 vk LT [FGAGTKLELE
6cl2 Vk  PT |PEGETKLEIE

12d4 vk PT |FGGGTKLEIE
W lkd hwdkk

Figura 13
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Secuencias de proteinas de cadena pesada variable de MAb Anti-C5aR

Fr1 CDR1 FR2
10 20 30 40 30
TE3 Vh OVOLOOSGPELVEPGASVEISCKASGYAFS| NSWMN WVKQRPGEGLEWIG R
6cl2 Vh QVOLQOSGPEVVEPGASVHKISCKASGYAFS| RESWMN [(WWVHORPGHKGLEWIG (R
12d4 Vh QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLT| SYGVD [WVRQSPGEGLEWLG [V

WAk hkk ok ok Rk ok hk L PR h EhkkkkE
CDR2 - FR3
60 70 80 80 100

TF3 Vh  IYPGDGDTHKYNGKFHEG |KATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAR |FL
6cl?2 vh IDAGDGDTKYNGKFKG [KATLTADKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYFCAS |LL
12d4 Vh IW-GVGSTNYNSALKS [RLSISKDNSESQVFLEMNSLOTDDAMRMYYCAS |HY

* L ® . P L ceaa WE O W E ok R

CDR3 FR4
110 120
TF3 Vh LISTVTAVDY| WEOGTTLTVSS
6cl2 Vh ITTVVGAMDY] WGQGTSVTVSS
12d4 Vh GYDGLG-FAY| WGQGTLVTVSV

| ek e e ek

.

Figura 14
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