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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para inhibir la MASP-1 y/o la MASP-3 para el tratamiento de la hemoglobinuria nocturna
paroxismica

Antecedentes

El sistema del complemento proporciona un mecanismo de accién temprana para iniciar, amplificar y orquestar la
respuesta inmunitaria a la infeccion microbiana y otros ataques agudos (M.K. Liszewski y J.P. Atkinson, 1993, en
Fundamental Immunology, tercera edicion, editado por W.E. Paul, Raven Press, Ltd., Nueva York), en humanos y
otros vertebrados. Si bien la activacion del complemento proporciona una valiosa defensa de primera linea contra
patégenos potenciales, las actividades del complemento que promueven una respuesta inmunitaria protectora
también pueden representar una amenaza potencial para el hospedador (K.R. Kalli, y colaboradores, Springer
Semin. Immunopathol. 15: 417- 431, 1994; B.P. Morgan, Eur. J. Clinical Investig., 24: 219 - 228, 1994). Por ejemplo,
los productos proteoliticos C3 y C5 reclutan y activan neutréfilos. Aunque es indispensable para la defensa del
hospedador, los neutrdéfilos activados son indiscriminados en su liberacion de enzimas destructivas y pueden causar
dafo a los drganos. Ademas, la activacion del complemento puede causar el depédsito de los componentes del
complemento litico en las células hospedadoras cercanas, asi como en los objetivos microbianos, lo que resulta en
la lisis de la célula hospedadora.

Al sistema del complemento también se lo ha implicado en la patogénesis de numerosas enfermedades agudas y
cronicas, que incluyen: infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, ARDS [Acute respiratory distress syndrome,
sindrome de dificultad respiratoria aguda], lesidon por reperfusion, choque séptico, filtracion capilar después de
quemaduras térmicas, inflamacion de bypass poscardiopulmonar, rechazo de trasplantes, artritis reumatoide,
esclerosis multiple, miastenia grave y enfermedad de Alzheimer. En casi todas estas afecciones, el complemento no
es la causa, sino uno de los diversos factores involucrados en la patogénesis. Sin embargo, la activacion del
complemento puede ser un mecanismo patolégico importante y representa un punto eficaz para el control clinico en
muchos de estos estados patoldgicos. El creciente reconocimiento de la importancia de la lesion tisular mediada por
el complemento en una variedad de enfermedades pone de manifiesto la necesidad de hallar farmacos inhibidores
del complemento que resulten efectivos. Hasta la fecha, el eculizumab (Solaris®), un anticuerpo contra C5, es el
Unico farmaco dirigido al complemento que ha sido aprobado para uso humano. Sin embargo, C5 es una de las
diversas moléculas efectoras localizadas “corriente abajo” en el sistema del complemento, y el bloqueo de C5 no
inhibe la activacion del sistema del complemento. Por lo tanto, un inhibidor de las etapas de iniciacion de la
activacion del complemento tendria ventajas significativas sobre un inhibidor del complemento “corriente abajo”.

En la actualidad, esta ampliamente aceptado que el sistema del complemento se puede activar a través de tres vias
distintas: la via clasica, la via de la lectina y la via alternativa. La via clasica generalmente se desencadena por un
complejo compuesto por anticuerpos del hospedador, unidos a una particula extrafia (es decir, un antigeno) y, por lo
tanto, requiere una exposicion previa a un antigeno para la generacion de una respuesta de anticuerpos especifica.
Dado que la activacién de la via clasica depende de una respuesta inmunitaria adaptativa previa por parte del
hospedador, la via clasica es parte del sistema inmunitario adquirido. Por el contrario, tanto la via de la lectina como
la via alternativa son independientes de la inmunidad adaptativa y forman parte del sistema inmunitario innato.

La activacion del sistema del complemento da como resultado la activacion secuencial de los zimégenos de la serina
proteasa. El primer paso en la activacion de la via clasica es la unidon de una molécula de reconocimiento especifica,
C1q, a moléculas de IgG e IgM unidas al antigeno. La C1q esta asociada con las proenzimas de la serina proteasa
C1r y C1s, como un complejo llamado C1. Tras la union de C1q a un complejo inmunitario, la escision
autoproteolitica del sitio Arg-lle de C1r antecede a la escisién mediada por C1r y a la activacion de C1s, que de ese
modo adquiere la capacidad de escindir C4 y C2. C4 se divide en dos fragmentos, designados como C4a y C4b, vy,
de manera similar, C2 se divide en C2a y C2b. Los fragmentos C4b son capaces de formar enlaces covalentes con
los grupos hidroxilo o amino adyacentes y generar la C3 convertasa (C4b2a), mediante la interacciéon no covalente
con el fragmento C2a del C2 activado. La C3 convertasa (C4b2a) activa a C3 mediante escision proteolitica en los
subcomponentes C3a y C3b, lo cual conduce a la generaciéon de la C5 convertasa (C4b2a3b), que, al escindir C5
conduce a la formacion del complejo de ataque a la membrana (C5b combinado con C6, C7, C8 y C-9, también
conocido como “MAC” [membrane attack complex, complejo de ataque a la membrana]) que puede alterar las
membranas celulares, dando como resultado la lisis celular. Las formas activadas de C3 y C4 (C3b y C4b) se
depositan covalentemente en las superficies diana extrafias, que son reconocidas por los receptores del
complemento en multiples fagocitos.

Independientemente, la primera etapa en la activacion del sistema del complemento a través de la via de la lectina
es también la union de moléculas de reconocimiento especificas, que es seguida por la activacion de las proenzimas
de la serina proteasa asociadas. Sin embargo, en lugar de la union de complejos inmunes por C1q, las moléculas de
reconocimiento en la via de la lectina comprenden un grupo de proteinas de unién a carbohidratos (lectina de union
al manano (MBL, mannan-binding lectin), H-ficolina, M-ficolina, L-ficolina y la lectina del tipo C, CL-11), denominadas
colectivamente lectinas. Ver J. Lu y colaboradores, Biochim. Biophys. Acta 1572: 387 - 400, (2002); Holmskov y
otros, Annu. Rev. Immunol. 21: 547 - 578 (2003); Teh y colaboradores, Immunology 101: 225 - 232 (2000)). Ver
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también J. Luet y col., Biochim Biophys Acta 1572: 387-400 (2002); Holmskov y col., Annu Rev Immunol 21: 547 -
578 (2003); Teh y colaboradores, Immunology 101: 225 - 232 (2000); Hansen y otros, J. Immunol 185 (10): 6096 -
6104 (2010).

Ikeda y colaboradores fueron los primeros en demostrar que, al igual que C1q, la MBL podria activar el sistema del
complemento tras la unién a eritrocitos recubiertos con manano de levadura de una manera dependiente de C4
(Ikeda y col., J Biol. Chem. 262: 7451-7454, (1987)). La MBL, un miembro de la familia de proteinas colectina, es
una lectina dependiente del calcio que se une a los carbohidratos con grupos 3- y 4-hidroxi orientados en el plano
ecuatorial del anillo de piranosa. Los ligandos prominentes para la MBL son, por lo tanto, D-manosa y N-acetil-D-
glucosamina, mientras que los carbohidratos que no se ajustan a este requerimiento estérico tienen una afinidad
indetectable por la MBL (Weis y colaboradores, Nature 360: 127-134, (1992)). La interaccion entre la MBL vy los
azucares monovalentes es extremadamente débil, con constantes de disociacién tipicamente en el intervalo
milimolar de un solo digito. La MBL consigue una unién especifica y estrecha a los ligandos de glucano por avidez,
es decir, interactuando simultaneamente con multiples residuos de monosacaridos localizados muy préximos entre si
(Lee y colaboradores, Archiv. Biochem. Biophys., 299: 129-136, (1992)). La MBL reconoce los patrones de los
carbohidratos que cominmente decoran microorganismos tales como bacterias, levaduras, parasitos y ciertos virus.
Por el contrario, la MBL no reconoce a la D-galactosa ni al acido sidlico, los penultimos y ultimos azucares que
generalmente decoran los glicoconjugados complejos “maduros” presentes en el plasma de los mamiferos y las
glicoproteinas de la superficie celular. Se cree que esta especificidad vinculante promueve el reconocimiento de
superficies “extrafias” y ayuda a protegerse de la “autoactivacion”. Sin embargo, la MBL si se une con una gran
afinidad a grupos de glicanos “precursores” con un alto contenido de manosa en glucoproteinas ligadas a N y
glicolipidos secuestrados en el reticulo endoplasmico y Golgi de las células de los mamiferos (Maynard y col., J Biol.
Chem. 257: 3788-3794, (1982)). Ademas, se ha demostrado que la MBL puede unirse a los polinucledtidos, ADN y
ARN, que pueden estar expuestos en células necrdticas y apoptéticas (Palaniyar y col., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1010:
467-470 (2003); Nakamura y otros, J. Leuk. Biol. 86: 737-748 (2009)). Por lo tanto, las células dafiadas son objetivos
potenciales para la activacion de la via de la lectina a través de la unién de MBL.

Las ficolinas poseen un tipo diferente de dominio de lectina que la MBL, llamado dominio del tipo fibrindgeno. Las
ficolinas se unen a los residuos de azucar en una forma independiente del Ca*™". En los humanos, se han identificado
tres tipos de ficolinas (L-ficolina, M-ficolina y H-ficolina). Las dos ficolinas séricas, L-ficolina y H-ficolina, tienen en
comun una especificidad para la N-acetil-D-glucosamina; sin embargo, la H-ficolina también se une a la N-acetil-D-
galactosamina. La diferencia en la especificidad del azicar de la L-ficolina, la H-ficolina, CL-11 y la MBL significa que
las diferentes lectinas pueden ser complementarias y dirigirse a glicoconjugados diferentes, aunque superpuestos.
Este concepto esta respaldado por el reciente informe que dice que, de las lectinas conocidas en la via de la lectina,
solo la L-ficolina se une especificamente al acido lipoteicoico, un glicoconjugado de la pared celular que se
encuentra en todas las bacterias Gram-positivas (Lynch y col., J. Immunol. 172: 1198 - 1202, (2004)). Ademas de los
restos de azucares acetilados, las ficolinas también se pueden unir a aminoacidos y polipéptidos acetilados
(Thomsen y colaboradores, Mol. Immunol. 48 (4): 369 - 81 (2011)). Las colectinas (es decir, MBL) y las ficolinas no
tienen una similitud significativa en la secuencia de aminoacidos. Sin embargo, los dos grupos de proteinas tienen
organizaciones similares de dominio y, al igual que C1q, se ensamblan en estructuras oligoméricas, que maximizan
la posibilidad de unién a multiples sitios.

Las concentraciones séricas de MBL son muy variables en poblaciones sanas, y esto esta genéticamente controlado
por polimorfismos/mutaciones, tanto en el promotor como en las regiones codificantes del gen MBL. Como una
proteina de fase aguda, la expresion de MBL se regula ain mas durante la inflamacién. La L-ficolina esta presente
en el suero en concentraciones similares a las de la MBL. Por lo tanto, la rama de L-ficolina de la via de la lectina es
potencialmente comparable con la rama de MBL en cuanto a la resistencia. La MBL y las ficolinas también pueden
funcionar como opsoninas, que permiten que los fagocitos puedan dirigirse a superficies decoradas con MBL vy
ficolina (ver Jack y colaboradores, J Leukoc Biol., 77 (3): 328-36 (2004), Matsushita y Fujita, Immunobiology, 205 (4 -
5): 490 - 7 (2002), Aoyagi y col., J. Immunol, 174 (1): 418 - 25 (2005). Esta opsonizacion requiere la interaccion de
estas proteinas con los receptores de fagocitos (Kuhlman y colaboradores, J. Exp. Med. 169:1733, (1989);
Matsushita y otros, J. Biol. Chem. 271: 2448-54, (1996)), cuya identidad no ha sido establecida.

La MBL humana forma una interaccion especifica y de alta afinidad a través de su dominio del tipo colageno con las
proteasas de la serina del tipo C1r/C1s unicas, denominadas serina proteasas asociadas a MBL (MASP, MBL-
associated serine proteases). Hasta la fecha, se han descrito tres MASP. En primer lugar, se identificé y caracterizo
una sola enzima “MASP” como la enzima responsable del inicio de la cascada del complemento (es decir, de la
escision de C2 y C4) (Matsushita y colaboradores, J Exp Med 176 (6): 1497-1502 (1992); Ji y col., J. Immunol., 150:
571 - 578, (1993)). Posteriormente se determind que la actividad de la MASP era, de hecho, una mezcla de dos
proteasas: MASP-1 y MASP-2 (Thiel y colaboradores, Nature 386: 506-510, (1997)). Sin embargo, se demostré que
el complejo MBL-MASP-2 solo es suficiente para la activacion del complemento (Vorup-Jensen y col., J. Immunol.,
165: 2093-2100, (2000)). Ademas, solo la MASP-2 escindié C2 y C4 con altos indices (Ambrus y colaboradores, J.
Immunol. 170: 1374-1382, (2003)). Por lo tanto, la MASP-2 es la proteasa responsable de activar C4 y C2 para
generar la C3 convertasa, C4b2a. Esta es una diferencia significativa respecto del complejo C1 de la via clasica,
donde la accién coordinada de dos serina proteasas especificas (C1r y C1s) conduce a la activacion del sistema del
complemento. Ademas, se ha aislado una tercera proteasa nueva, la MASP-3 (Dahl, M.R., y col., Immunity 15: 127-
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35, 2001). La MASP-1 y MASP-3 son productos del mismo gen empalmados alternativamente.

Las MASP comparten organizaciones de dominio idénticas con las de C1r y C1s, los componentes enzimaticos del
complejo C1 (Sim y colaboradores, Biochem. Soc. Trans. 28: 545, (2000)). Estos dominios incluyen un dominio N-
terminal C1r/C1s/erizo VEGF/proteina morfogénica 6sea (CUB), un dominio similar al factor de crecimiento
epidérmico, un segundo dominio CUB, un tandem de dominios de proteina de control del complemento y un dominio
de serina proteasa. Como en las proteasas C1, la activacién de la MASP-2 se produce mediante la escision de un
enlace Arg-lle adyacente al dominio de serina proteasa, que divide la enzima en cadenas A y B unidas por disulfuro,
donde esta Ultima consiste en el dominio de serina proteasa.

La MBL también puede asociarse con una forma de MASP-2 empalmada alternativamente, conocida como proteina
asociada a MBL de 19 kDa (MAp19) o proteina asociada a MBL pequefa (sMAP, small MBL-associated protein),
que carece de la actividad catalitica de MASP-2. (Stover, J. Immunol. 162: 3481 - 90, (1999); Takahashi y col., Int.
Immunol., 11: 859 - 863, (1999)). La MAp19 comprende los dos primeros dominios de MASP-2, seguidos por una
secuencia adicional de cuatro aminoacidos Unicos. La funcion de Map19 no esta clara (Degn y colaboradores, J.
Immunol. Methods, 2011). La MASP-1 y los genes de la MASP-2 se encuentran localizados en los cromosomas
humanos 3 y 1, respectivamente (Schwaeble y colaboradores, Immunobiology 205: 455 - 466, (2002)).

Varias lineas de evidencia sugieren que existen diferentes complejos de MBL-MASP, y una gran fracciéon de las
MASP en el suero no forma complejo con la MBL (Thiel, y col., J. Immunol., 165: 878-887, (2000)). Tanto la H- como
la L-ficolina se unen a todas las MASP y activan la via del complemento de la lectina, al igual que la MBL (Dahl y
colaboradores, Immunity 15: 127-35, (2001); Matsushita y col., J. Immunol. 168: 3502- 3506, (2002)). Tanto la lectina
como las vias clasicas forman una C3 convertasa comun (C4b2a) y las dos vias convergen en esta etapa.

Es una creencia comun que la via de la lectina desempefia un papel importante en la defensa del hospedador frente
a la infeccién en el hospedador sano. Una fuerte evidencia de la participacion de la MBL en la defensa del
hospedador proviene del analisis de pacientes con menores niveles séricos de MBL funcional (Kilpatrick, Biochim.
Biophys., Acta 1572: 401-413, (2002)). Tales pacientes denotan susceptibilidad a las infecciones bacterianas y
fungicas recurrentes. Estos sintomas generalmente se evidencian en las primeras etapas de la vida, durante una
aparente ventana de vulnerabilidad a medida que disminuye el titulo de los anticuerpos derivados de la médula
6sea, pero antes de que se desarrolle el repertorio completo de las respuestas de los anticuerpos. Este sindrome a
menudo resulta de mutaciones en varios sitios en la porcion de colageno de la MBL, que interfieren con la formacion
adecuada de oligobmeros de MBL. Sin embargo, dado que la MBL puede funcionar como una opsonina
independiente del complemento, no se sabe en qué medida la mayor susceptibilidad a la infeccion se debe a la
alteracion de la activacion del complemento.

A diferencia de la via clasica y de la via de la lectina, no se ha encontrado previamente ningun iniciador de la via
alternativa que cumpla las funciones de reconocimiento que la C1q y las lectinas realizan en las otras dos vias. Hoy
en dia, estd muy aceptado el concepto de que la via alternativa sufre espontaneamente un bajo nivel de activacion,
que puede amplificarse con facilidad en superficies extrafias u otras anormales (bacterias, levaduras, células
infectadas con virus o tejido dafiado) que carecen de los elementos moleculares adecuados que mantienen
activacion espontanea del complemento bajo control. Hay cuatro proteinas plasmaticas directamente involucradas
en la activacion de la via alternativa: C3, los factores B y D y la properdina.

Aunqgue existe una amplia evidencia que implica tanto a la via clasica como a la alternativa del complemento en la
patogénesis de las enfermedades humanas no infecciosas, el papel de la via de la lectina apenas comienza a
evaluarse. Estudios recientes proporcionan evidencia de que la activacién de la via de la lectina puede ser la
responsable de la activacion del complemento y la inflamacion relacionada en la lesiéon por isquemia/reperfusion.
Collard y colaboradores (2000) informaron que las células endoteliales cultivadas sometidas a estrés oxidante se
unen a la MBL y muestran depdsito de C3 tras la exposicion al suero humano (Collard y colaboradores, Am. J.
Pathol., 156: 1549 - 1556, (2000)). Ademas, el tratamiento de sueros humanos con anticuerpos monoclonales anti-
MBL blogueadores inhibio la union de MBL vy la activacion del complemento. Estos hallazgos se extendieron a un
modelo de rata de isquemia de miocardio-reperfusion, en el que las ratas tratadas con un anticuerpo bloqueador
dirigido contra MBL de rata mostraron un dafio miocardico significativamente menor tras la oclusiéon de una arteria
coronaria, que las ratas tratadas con un anticuerpo de control (Jordan y colaboradores, Circulation 104: 1413 - 1418,
(2001)). EI mecanismo molecular de la unién de MBL al endotelio vascular después del estrés oxidante no esta
claro; un estudio reciente sugiere que la activacion de la via de la lectina después del estrés oxidante puede estar
mediada por la uniéon de MBL a las citoqueratinas endoteliales vasculares, y no a los glicoconjugados (Collard y
colaboradores, Am. J. Pathol. 159: 1045-1054, (2001)). Otros estudios han implicado a las vias clasica y alternativa
en la patogénesis de la lesion por isquemia/reperfusion y el papel de la via de la lectina en esta enfermedad sigue
siendo controvertido (Riedermann, N.C., y col., Am. J. Pathol. 162: 363-367, 2003).

Estudios recientes han demostrado que la MASP-1 y la MASP-3 convierten el factor D de la enzima de activacion de
la via alternativa de su forma de zimégeno a su forma enzimaticamente activa (véase Takahashi M. y col., J Exp
Med 207 (1): 29-37 (2010), lwaki y col., J. Immunol. 187: 3751-58 (2011)). La importancia fisiolégica de este proceso
se ve acentuada por la ausencia de actividad funcional de la via alternativa en el plasma de ratones con deficiencia
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en MASP-1/3. Se requiere la generacion proteolitica de C3b a partir de la C3 nativa para que funcione la via
alternativa. Dado que la C3 convertasa de la via alternativa (C3bBb) contiene C3b como una subunidad esencial, la
cuestion sobre el origen del primer C3b mediante la via alternativa ha presentado un problema desconcertante y ha
estimulado una considerable investigacion.

La C3 pertenece a una familia de proteinas (junto con C4 y la macroglobulina a-2) que contienen una rara
modificacion postraducciéon conocida como enlace tioéster. El grupo tioéster esta compuesto por una glutamina cuyo
grupo carbonilo terminal forma un enlace tioéster covalente con el grupo sulfhidrilo de una cisteina a tres
aminoacidos de distancia. Este enlace es inestable, y el glutamil-tioéster electréfilo puede reaccionar con restos
nucleofilicos, tales como grupos hidroxilo o amino y asi formar un enlace covalente con otras moléculas. El enlace
tioéster es razonablemente estable cuando esta secuestrado dentro de un bolsillo hidrofébico de la C3 intacta. Sin
embargo, la escision proteolitica de C3 a C3a y C3b da como resultado la exposicion del enlace tioéster altamente
reactivo en C3b y, después del ataque nucleofilico por parte de los restos adyacentes que comprenden grupos
hidroxilo o amino, C3b se une covalentemente a un objetivo. Ademas de su papel bien documentado en la unién
covalente de C3b a las dianas del complemento, también se cree que el tioéster C3 tiene un papel fundamental en el
desencadenamiento de la via alternativa. De acuerdo con la ampliamente aceptada “teoria tick-over’, la via
alternativa se inicia con la generacién de una convertasa en fase fluida, iC3Bb, que se forma a partir de C3 con
tioéster hidrolizado (iC3; C3 (H20)) y factor B (Lachmann, P.J., y col., Springer Semin. Immunopathol., 7: 143 - 162,
(1984)). EI C3 (H20) de tipo C3b se genera a partir de C3 nativo mediante una hidrdlisis lenta y espontanea del
tioéster interno en la proteina (Pangbum, M.K., y col., J Exp. Med. 154: 856-867, 1981). A través de la actividad de
C3 (H20)Bb convertasa, las moléculas de C3b se depositan en la superficie del objetivo iniciando asi la via
alternativa.

Antes de este descubrimiento descrito en el presente documento, se sabia muy poco sobre los iniciadores de la
activacion de la via alternativa. Se pensé que los activadores incluian paredes celulares de levadura (zimosano),
muchos polisacaridos puros, eritrocitos de conejo, ciertas inmunoglobulinas, virus, hongos, bacterias, células
tumorales de animales, parasitos y células dafiadas. La Unica caracteristica comun de estos activadores es la
presencia de carbohidratos, pero la complejidad y variedad de las estructuras de carbohidratos ha dificultado
establecer los determinantes moleculares compartidos que son reconocidos. Se ha aceptado ampliamente que la
activacion de la via alternativa se controla a través del equilibrio fino entre componentes reguladores inhibitorios de
esta via, como el factor H, el factor |, DAF y CR1, y properdina, siendo la ultima la Unica reguladora positiva de la via
alternativa (ver Schwaeble W.J. y Reid K.B., Immunol Today 20 (1): 17 - 21 (1999)).

Ademas del mecanismo de activacion aparentemente no regulado que se ha descrito con anterioridad, la via
alternativa también puede proporcionar un potente bucle de amplificacién para la C3 convertasa de la via de la
lectina/clasica (C4b2a), ya que cualquier C3b generado puede participar con el factor B en la formacion de la C3
convertasa adicional de la via alternativa (C3bBb). La C3 convertasa de la via alternativa se estabiliza mediante la
unién de la properdina. La properdina extiende la semivida de la C3 convertasa de la via alternativa de seis a diez
veces. Anadir C3b a la C3 convertasa de la via alternativa conduce a la formaciéon de la C5 convertasa de la via
alternativa.

Se ha pensado que las tres vias (es decir, la clasica, la de la lectina y la alternativa) convergen en C5, que se
escinde para formar productos con multiples efectos proinflamatorios. La via convergente se conoce como via
terminal del complemento. C5a es la anafilatoxina mas potente, que induce alteraciones en el musculo liso y el tono
vascular, asi como la permeabilidad vascular. También es una potente quimiotaxina y un activador de los neutréfilos
y monocitos. La activacion celular mediada por C5a puede amplificar significativamente las respuestas inflamatorias
al inducir la liberaciéon de multiples mediadores inflamatorios adicionales, que incluyen citocinas, enzimas hidroliticas,
metabolitos del acido araquidénico y especies reactivas de oxigeno. La escision de C5 conduce a la formacion de
C5b-9, también conocido como complejo de ataque a la membrana (MAC). Ahora hay una evidencia contundente de
que el depdsito sublasica de MAC puede desempefiar un papel importante en la inflamacién, ademas de su papel
como un complejo de formacion de poros liticos.

Jiang y col., Journal Exp Med. Vol. 194 (11): 1609-1616, 2001, describen el inhibidor del complemento 1 de la via
alternativa del complemento. Wong y col., Mol Immunol vol 36 (13/14): 853-861, 1999, se refieren a la regulacion de
serina proteasas asociadas a MBL. Frikis Hareli y col., Blood vol 118 (17): 4705 - 4713, 2011; Risitano y col.,
Molecular Immunology vol 47 (13): 2215, 2010; y Holers y colaboradores (documento de patente con el nimero
WO02011/057158) describen el inhibidor de C3/C5 convertasa, TT30, para el tratamiento de enfermedades mediadas
por la via asociada al complemento. Ademas de su papel esencial en la defensa inmunitaria, el sistema del
complemento contribuye al dafio tisular en muchas afecciones clinicas. Por lo tanto, existe una necesidad
apremiante de desarrollar inhibidores del complemento que sean terapéuticamente eficaces para prevenir estos
efectos adversos.

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona un método para inhibir la activacién del complemento dependiente de la MASP-3
en un sujeto que padece de hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN). El método incluye la etapa de administrar al
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sujeto una composicion que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la MASP-3, eficaz para inhibir la
activacion del complemento dependiente de la MASP-3. En algunos casos, el método comprende, ademas,
administrar al sujeto una composicion que comprende un agente inhibidor de la MASP-2.

En un aspecto, la presente invencidon proporciona una composicion que comprende una cantidad de un agente
inhibidor de la MASP-3 eficaz para inhibir la activacion del complemento dependiente de la MASP-3, para usar en el
tratamiento de un sujeto que padece de hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), en el que dicho MASP-3 agente
inhibidor es un anticuerpo monoclonal de la MASP-3 o un fragmento del mismo que se une especificamente a una
porcion de la MASP-3 humana (ID. DE SEC. N.° 8).

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona una composicion que comprende una cantidad de un agente
inhibidor de la MASP-3 eficaz para aumentar la supervivencia de los gldbulos rojos en un sujeto que padece de
hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), para su uso en el tratamiento de un sujeto que padece HPN, en el que
dicho agente inhibidor de la MASP-3 es un anticuerpo monoclonal de la MASP-3 o un fragmento del mismo, que se
une especificamente a una porcion de la MASP-3 humana (ID. DE SEC. N.° 8).

La presente descripcion proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un agente inhibidor,
en la que el agente inhibidor, uno como minimo, comprende un agente inhibidor de la MASP-2 y un agente inhibidor
de la MASP-3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente inhibidor de la MASP-
3 que se une a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10: de longitud completa) y que también se une a una
porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) y un vehiculo farmacéutico.

La presente descripcién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente inhibidor de la MASP-
3 que se une a una porcion de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5: de longitud completa) y que también se une a una
porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) y un vehiculo farmacéutico.

La presente descripcidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente inhibidor de la MASP-
3 que se une a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10: de longitud completa) y que también se une a una
porcion de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) y un vehiculo farmacéutico.

La presente descripcion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agente inhibidor de la MASP-
3 que se une a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10 de longitud completa), que se une a una porcién de la
MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5: longitud completa) y que también se une a una porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.°
8) y un vehiculo farmacéutico.

Tal como se describe en este documento, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden usar de
acuerdo con los métodos de la invencion.

La invencion aqui descrita resultara evidente con referencia a la siguiente descripcion detallada de las figuras.
Descripcion de las figuras

La presente invencion se apreciarda mas faciimente, ya que la misma se entendera mejor con referencia a la
siguiente descripcion detallada, cuando se toma junto con las figuras adjuntas, en las cuales:

La figura 1 ilustra un nuevo concepto de la via de la lectina y de la via alternativa;

La figura 2 es un diagrama esquematico adaptado de Schwaeble y col., Immunobiol 205: 455-466 (2002), modificado
por Yongging y col., BBA 1824: 253 (2012), que ilustra los dominios de las proteinas MASP-2 y MAp19 y el exones
que los codifican;

La figura 3 es un diagrama esquematico adaptado de Schwaeble y colaboradores, Immunobiol 205: 455-466 (2002),
modificado por Yongqing y col., BBA 1824: 253 (2012), que ilustra los dominios de las proteinas MASP-1, MASP-3 y
MAp44 y los exones que los codifican;

La figura 4 muestra una alineacién de las secuencias de aminoacidos de las proteinas MASP-1, MASP-2 y MASP-3
e indica regiones de consenso entre ellas;

La figura 5 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de las cadenas alfa de MASP-1, MASP-2 y
MASP-3;

La figura 6 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de las cadenas beta de MASP-1, MASP-2 y
MASP-3;

La figura 7A muestra una alineacion por pares de las secuencias de aminoacidos de los dominios de la proteasa de
MASP-1 y MASP-2 (cadenas beta);
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La figura 7B muestra una alineacion por pares de las secuencias de aminoacidos de los dominios de la proteasa de
la MASP-1 y de la MASP-3 (cadenas beta);

La figura 7C muestra una alineacion por pares de las secuencias de aminoacidos de los dominios de la proteasa de
la MASP-2 y de la MASP-3 (cadenas beta);

La figura 8 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematicamente el porcentaje de supervwenma de ratones
MASP-2 KO y WT después de la administracion de una dosis infecciosa de 2,6 x 107 cfu de N. meningitidis,
serogrupo A Z2491, lo que demuestra que los ratones con deficiencia en MASP-2 estan protegidos contra la
mortalidad inducida por N. meningitidis, como se describe en el ejemplo 1;

La figura 9 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematicamente el porcentaje de supervivencia de ratones
MASP-2 KO y WT después de la administracion de una dosis infecciosa de 6 x 10° CFU de la cepa MC58 del
serogrupo B del N. meningitidis, lo que demuestra que los ratones con deficiencia en MASP-2 estan protegidos
contra la mortalidad inducida por N. meningitidis, como se describe en el ejemplo 1;

La figura 10 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis por ml de
sangre recuperada de ratones MASP-2 KO y WT en diferentes momentos, después de infeccion i.p. con 6x10° CFU
de N. meningitidis, serogrupo B, cepa MC58 (n = 3 en diferentes momentos para ambos grupos de ratones), lo que
demuestra que aunque los ratones MASP-2 KO estaban infectados con la misma dosis de la cepa MC58 del
serogrupo B del N. meningitidis que los ratones WT, los ratones MASP-2 KO denotaron una mejor depuracion de la
bacteremia, en comparacion con los WT, como se describe en el ejemplo 1;

La figura 11 ilustra esquematicamente el puntaje promedio de enfermedad de los ratones MASP-2 KO y WT a las 3,
6, 12 y 24 horas después de haber sido infectados con 6 x 10° CFU de la cepa MC58 del serogrupo B del N.
meningitidis, 1o que demuestra que los ratones con deficiencia en MASP-2 denotaron puntajes mucho mas bajos de
la enfermedad a las 6 horas, 12 horas y 24 horas después de producida la infeccién, en comparacion con los ratones
WT, como se describe en el ejemplo 1;

La figura 12 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematlcamente el porcentaje de supervivencia de los
ratones después de la administracién de una dosis infecciosa de 4 x 10° CFU de cepa MC58 del serogrupo B del N.
meningitidis, seguida por la administracion 3 horas después de producida la infeccion de cualquier anticuerpo
inhibidor de la MASP-2 (1 mg/kg) o anticuerpo de isotipo de control, lo que demuestra que el anticuerpo de la MASP-
2 es eficaz para tratar y mejorar la supervivencia en sujetos infectados con N. meningitidis, como se describe en el
ejemplo 2;

La figura 13 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables de la cepa MC58 del serogrupo B del N.
meningitidis recuperados en diferentes momentos en las muestras de suero humano, detalladas en la tabla 5,
tomadas en diversos momentos después de la incubacion con la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis,
como se describe en el ejemplo 3;

La figura 14 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables del serogrupo B-MC58 del N.
meningitidis recuperados en diferentes momentos en las muestras de suero humano detalladas en la tabla 7, lo cual
indica que la muerte del N. meningitidis dependiente del complemento en el suero humano al 20 % (v/v) es
dependiente de la MASP-3 y de la MBL, como se describe en el ejemplo 3;

La figura 15 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables del serogrupo B-MC58 del N.
meningitidis recuperado en diferentes momentos en las muestras de suero de ratén detalladas en la tabla 9, lo cual
indica que el suero del ratén MASP-2 -/- knockout (denominado “MASP-2 -/-“) tiene un nivel mas alto de actividad
bactericida para el N. meningitidis que el suero de raton WT, mientras que, en contraste, el suero de raton MASP-1/3
-/- no tiene ninguna actividad bactericida, como se describe en el ejemplo 3;

La figura 16 ilustra esquematicamente la cinética de activacion de C3 en condiciones especificas de la via de la
lectina (1 % de plasma) en los sueros de los ratones WT, C4 -/-, MASP-1/3 -/-, Factor B -/- y MASP-2 -/-, como se
describe en el ejemplo 4;

La figura 17 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b motivado por la via alternativa (impulsado por la
AP [alternative pathway]) sobre unas placas de microtitulacion revestidas con zimosano en condiciones especificas
de la via alternativa (especificas de la AP) “tradicional” (es decir, BBS/EGTA/Mg"" sin Ca""), como una funcién de la
concentracion sérica en muestras de suero obtenidas de sujetos humanos con deficiencia en MASP-3, con
deficiencia en C4 y con deficiencia en MBL, como se describe en el ejemplo 4;

La figura 18 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre unas placas de
microtitulacion recubiertas con zimosano, en condiciones especificas de la AP “tradicional” (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca™) en funcién del tiempo, en muestras de suero humano al 10 % obtenidas de sujetos
humanos con deficiencia en MASP-3, con deficiencia en C4 y con deficiencia en MBL, como se describe en el
ejemplo 4;
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La figura 19A ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b en placas de microtitulacion recubiertas con
manano, como una funcién de la concentracion sérica, en muestras de suero obtenidas de ratones WT, con
deficiencia en MASP-2 y con deficiencia en MASP-1/3, en condiciones especificas de la AP “tradicional” (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca"") o en condiciones fisiolégicas que permiten el funcionamiento tanto de la via de la lectina
como de la via alternativa (AP) (BBS/Mg**/Ca*"), como se describe en el ejemplo 4;

La figura 19B ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b sobre placas de microtitulacion recubiertas con
zimosano, como una funcion de la concentracion sérica en muestras de suero obtenidas de ratones WT, con
deficiencia en MASP-2 y con deficiencia en MASP-1/3, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca'") o en condiciones fisiolégicas tales que permiten el funcionamiento tanto de la via de la
lectina como la via alternativa (BBS/Mg**/Ca"™), como se describe en el ejemplo 4;

La figura 19C ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b sobre placas de microtitulacion revestidas con
S. pneumoniae D39, como una funcién de la concentraciéon sérica en muestras de suero obtenidas de ratones WT,
con deficiencia en MASP-2 y con deficiencia en MASP-1/3, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca™) o en condiciones fisiolégicas que permiten el funcionamiento tanto de la via de la lectina
como de la via alternativa funcionen (BBS/Mg**/Ca""), como se describe en el ejemplo 4;

La figura 20A ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de depédsito de C3b en sueros altamente
diluidos, que se llevd a cabo en placas de microtitulacién recubiertas con manano en condiciones especificas de la
AP tradicional (es decir, BBS/IEGTA/Mg™ sin Ca™) o en condiciones fisiolégicas tales que permiten el
funcionamiento tanto de la via de la lectina como de la via alternativa (BBS/Mg**/Ca’"), usando concentraciones
séricas variables entre el 0 % y el 1,25 %, como se describe en el ejemplo 4;

La figura 20B ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de depdsito de C3b llevado a cabo en placas
de microtitulacion revestidas con zimosano, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca™") o en condiciones fisiolégicas tales que permiten el funcionamiento tanto de la via de la
lectina como de la via alternativa (BBS/Mg*™/Ca""), usando concentraciones séricas variables entre el 0 % y el 1,25
%, como se describe en el ejemplo 4;

La figura 20C ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de depdsito de C3b llevado a cabo en placas
de microtitulacion recubiertas con S. pneumoniae D39, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca™") o en condiciones fisiolégicas tales que permiten el funcionamiento tanto de la via de la
lectina como de la via alternativa (BBS/Mg*™/Ca""), usando concentraciones séricas variables entre el 0 % y el 1,25
%, como se describe en el ejemplo 4;

La figura 21 ilustra esquematicamente el nivel de hemdlisis (medido por la liberacion de hemoglobina desde los
eritrocitos de raton lisados (Crry/C3 -/-) hacia el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos
recubiertos con manano mediante suero humano en condiciones fisioldgicas (es decir, en presencia de Ca’*), en un
intervalo de diluciones séricas en el suero de MASP-3 -/-, en el suero humano normal inactivado por calor (HI NHS,
heat inactivated normal human serum), MBL -/-, NHS + el anticuerpo monoclonal de MASP-2 y el control de NHS,
como se describe en el ejemplo 5;

La figura 22 ilustra esquematicamente el nivel de hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina desde los
eritrocitos de raton lisados (Crry/C3 -/-) hacia el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos
recubiertos con manano mediante suero humano en condiciones fisiolégicas (es decir, en presencia de Ca’*) en un
intervalo de concentracion sérica en el suero de MASP-3 -/-, NHS inactivado por calor (HI), MBL -/-, NHS +
anticuerpo monoclonal de la MASP-2 y control de NHS, como se describe en el ejemplo 5;

La figura 23 ilustra esquematicamente el nivel de hemdlisis (medido por la liberacion de hemoglobina desde los
eritrocitos de raton WT lisados hacia el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos no recubiertos,
mediante suero humano en condiciones fisiolégicas (es decir, en presencia de Ca'’), en un intervalo de
concentraciones séricas en suero de 3MC (MASP-3 -/-), NHS inactivado por calor (HI), MBL -/-, NHS + anticuerpo
monoclonal de la MASP-2 y control de NHS, como se describe en el ejemplo 5;

La figura 24 ilustra esquematicamente la hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina desde los eritrocitos de
raton lisados (CD55/59 -/-) hacia el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos no recubiertos
mediante suero humano, en condiciones fisiolégicas (es decir, en presencia de Ca++), en un intervalo de
concentraciones séricas en el suero de NHS inactivado por calor (HI), MBL -/-, NHS + anticuerpo monoclonal de
MASP-2 y control de NHS, como se describe en el ejemplo 5;

La figura 25 ilustra esquematicamente la hemolisis (medida por la liberacién de hemoglobina de eritrocitos de conejo
lisados hacia el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos de conejo recubiertos con de manano, por el
suero de raton MASP-1/3 -/- y el suero de ratén control WT, en condiciones fisioldgicas (es decir, en presencia de
Ca++), en un intervalo de concentraciones séricas, como se describe en el ejemplo 6;
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La figura 26 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) sobre una placa de microtitulacion
revestida con zimosano, como una funcidon de la concentracién sérica en muestras de suero del factor D -/-,
muestras de suero de ratones MASP-2 -/- y WT, en un ensayo de depdsito de C3, llevado a cabo en condiciones
especificas de AP, como se describe en el ejemplo 7;

La figura 27 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) sobre una placa de microtitulacion
revestida con zimosano como una funcién de la concentracién sérica en muestras de suero del factor D -/-; sueros
de ratén MASP-2 -/- y de WT, en un ensayo de depdsito de C3 llevado a cabo en condiciones fisiologicas (en
presencia de Ca++), como se describe en el ejemplo 7;

La figura 28 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) sobre una placa de microtitulacion
revestida con zimosano, como una funcién del tiempo de incubacion del suero (minutos) en muestras de suero de
ratén obtenidas del factor D -/-; factor B -/-; mas y menos el anticuerpo monoclonal de MASP-2, en un ensayo de
dep6sito de C3b llevado a cabo en condiciones fisioldgicas (en presencia de Ca*"), como se describe en el ejemplo
7;

La figura 29A ilustra esquematicamente el deposito de C4b especifico de la via de la lectina sobre una placa de
microtitulacion revestida con zimosano, medida ex vivo en muestras de suero no diluido tomadas de ratones (n = 3
ratones/grupo) en diversos momentos después de la dosificacion subcutanea de 0,3 mg/kg o 1,0 mg/kg del MoAb de
MASP-2 de raton, como se describe en el ejemplo 13;

La figura 29B ilustra esquematicamente el transcurso del tiempo de la recuperacion de la via de la lectina durante
tres semanas, después de una administracion intraperitoneal unica de MoAb de MASP-2 de ratén, en 0,6 mg/kg en
ratones, como se describe en el ejemplo 13;

La figura 30A es un histograma de FACS de union de antigeno/anticuerpo de la MASP-3 para el clon M3J5, como se
describe en el ejemplo 15;

La figura 30B es un histograma de FACS de union de antigeno/anticuerpo de la MASP-3 para el clon M3M1, como
se describe en el ejemplo 15;

La figura 31 ilustra esquematicamente una curva de unién de saturacion del clon M3J5 (clon 5) para el antigeno de
MASP-3, como se describe en el ejemplo 15;

La figura 32A es una alineacién de secuencias de aminoacidos de las regiones VH de M3J5, M3M1, D14y 1E10 a la
secuencia de DT40 VH de pollo, en donde los puntos representan la identidad de los aminoacidos con la secuencia
de DT40 y los guiones indican espacios introducidos para maximizar la alineacion, como se describe en el ejemplo
15;

La figura 32B es una alineacion de secuencia de aminoacidos de las regiones VL de M3J5, M3M1, D14y 1E10 a la
secuencia DT40 VL de pollo, en la que los puntos representan la identidad de aminoacidos con la secuencia DT40 y
los guiones indican espacios introducidos para maximizar la alineacién, como se describe en el ejemplo 15;

La figura 33 es un grafico de barras que muestra la actividad inhibidora del mAb1E10 en la pantalla del sistema de
complemento Wieslab, MBL Pathway, en comparacion con el suero positivo proporcionado con el kit de ensayo, asi
como un anticuerpo de control isotipico, lo que demuestra que mAb1E10 inhibe parcialmente la activacion
dependiente de LEA-2, (a través de la inhibicion de la activacion de MASP-2 dependiente de la MASP-1), mientras
que el anticuerpo de control isotipico no lo hace, como se describe en el ejemplo 15;

La figura 34 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b para el suero humano normal al 1 % mas control
isotipico, SGMI-1Fc o SGMI-2Fc, en un intervalo de concentraciones variable de 0,15 a 1000 nM, lo que demuestra
que tanto SGMI-1Fc como SGMI-2Fc inhibieron el depdsito de C3b desde el suero normal en los pocillos de ELISA
revestidos con manano, con valores de ICso de aproximadamente 27 nM y 300 nM, respectivamente, como se
describe en el ejemplo 16;

La figura 35A proporciona los resultados del analisis de citometria de flujo para el depdsito de C3b sobre el
Staphylococcus aureus muerto por calor, lo que demuestra que en el suero humano normal, en presencia de EDTA,
que se sabe que inactiva la via de la lectina y la via alternativa, no se observo depésito de C3b (panel 1); en el suero
humano normal tratado con Mg /EGTA, se observé depésito de C3b inducido por la via alternativa (panel 2), y
como se muestra en los paneles 3, 4 y 5, en el suero sin factor B, sin factor D y sin properdina (factor P),
respectivamente, no se observé depdsito de C3b inducido por la via alternativa, como se describe en el ejemplo 17;

La figura 35B proporciona los resultados del analisis de citometria de flujo para el depdsito de C3b sobre el S.
aureus muerto por calor, lo que demuestra que, al igual que en el suero normal tratado con EDTA (panel 1), el
dep6sito de C3b impulsado por la AP esta ausente en el suero de 3MC, en presencia de Mg*"/EGTA (panel 3),
mientras que los paneles 4 y 5 muestran que tanto el rIMASP-3 activo de longitud completa (panel 4) como el
rMASP-3 activo (CCP1-CCP2-SP) (panel 5) restauran el depdsito de C3b impulsado por la AP en el suero de un
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paciente con 3MC a los niveles observados en el suero normal tratado con Mg*™"/EGTA (panel 2), y que ni el rMASP-
3 inactivo (S679A) (panel 6) ni el rIMASP-1 de tipo salvaje (panel 7) pueden restaurar el depédsito de C3b impulsado
por la AP en el suero de un paciente con 3MC, como se describe en el ejemplo 17;

La figura 36 muestra los resultados de un analisis de transferencia Western [Western Blot] para determinar la
escision del factor B, en respuesta al S. aureus en el suero de un paciente con 3MC, en presencia o ausencia de
rMASP-3, lo que demuestra que el suero humano normal, en presencia de EDTA (control negativo, banda 1), denota
muy poca escisién del factor B en relacién con el suero humano normal, en presencia de Mg~ /EGTA, que se
muestra en la franja 2 (control positivo), como se muestra ademas en la franja 3; el suero de un paciente con 3MC
muestra muy poca escision del factor B en presencia de Mg**/EGTA. Sin embargo, como se muestra en la franja 4,
la escision del factor B se restablece mediante la adicion y preincubacion de la proteina de MASP-3 recombinante de
longitud completa al suero de 3MC, como se describe en el ejemplo 17;

La figura 37 muestra la tincion de Comassie de un gel proteico en el que se analiza la escision del factor B, lo que
demuestra que la escision del factor B es mas optima en presencia de C3, MASP-3 y pro-factor D (banda 1), y como
se muestra en las bandas 4 y 5, ya sea MASP-3 o el pro factor D solos pueden mediar la escision del factor B,
siempre que esté presente C3, como se describe en el ejemplo 17;

La figura 38 ilustra esquematicamente las intensidades fluorescentes medias (MFI, mean fluorescent intensities) de
la tincién con C3b del S. aureus obtenidas del mAbD14 (que se une a MASP-3), del mAb1A5 (anticuerpo de control
negativo) y de un anticuerpo de control de isotipo representado como una funcion de la concentracion del mAb en el
suero de 3MC, en presencia de rMASP-3, lo que demuestra que el mAbD14 inhibe el depdsito de C3b dependiente
de la MASP-3 de una manera dependiente de la concentracion, como se describe en el ejemplo 17;

La figura 39 muestra el analisis de transferencia Western de la escision del sustrato pro-factor D, en comparacion
con el pro-factor D solo banda 1) o el MASP-3 recombinante inactivo de longitud completa (S679A; banda 3) o
MASP-1 (S646A; banda 4), MASP-3 recombinante del tipo natural, de longitud completa (banda 2) y MASP-1 (banda
5) escinden ya sea parcial o completamente el pro-factor D para generar el factor D maduro, como se describe en el
ejemplo 18;

La figura 40 es una transferencia Western que muestra la actividad inhibidora de los mAb D14 de unidon a MASP-3
(banda 2) y M3M1 (banda 3) en la escision del pro-factor D dependiente de la MASP-3, en comparaciéon con una
reaccion de control que contiene solo MASP-3 y pro-factor D (sin mAb, banda 1), asi como una reaccién de control
que contiene un mAb obtenido de la biblioteca DTLacO que se une a MASP-1, pero no a MASP-3 (banda 4), como
se describe en el ejemplo 18;

La figura 41 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano, como una funcidon de la concentracion sérica en muestras de suero
obtenidas de sujetos con deficiencia de MASP-3 (3MC), con deficiencia de C4 y con deficiencia en MBL, lo que
demuestra que los sueros con deficiencia en MASP -3 del paciente 2 y del paciente 3 tienen actividad residual de AP
a altas concentraciones séricas (concentraciones séricas de 25 %, 12,5 %, 6.25 %), pero una APs (es decir, 8,2 % y
12,3 % del suero necesario para alcanzar el 50 % del depdsito maximo de C3) significativamente mayor, como se
describe en el ejemplo 19;

La figura 42 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano en condiciones de la AP “tradicional” (es decir, BBS/EGTA/Mg"" sin Ca™)
en funcién del tiempo, en muestras de suero humano al 10 % obtenidas de sujetos humanos con deficiencia de
MASP-3, con deficiencia de C4 y con deficiencia en MBL, como se describe en el ejemplo 19;

La figura 43 ilustra esquematicamente el porcentaje de hemolisis (medido por la liberaciéon de hemoglobina de
eritrocitos de conejo lisados hacia el sobrenadante, medido por fotometria) desde eritrocitos de conejo recubiertos
con manano en un intervalo de concentraciones séricas, en el suero de dos sujetos humanos normales (NHS) y de
dos pacientes 3MC (el paciente 2 y el paciente 3), medicién que se practicé en ausencia de Ca™, lo cual demuestra
que la deficiencia de MASP-3 reduce el porcentaje de lisis mediada por el complemento de los eritrocitos recubiertos
con manano, en comparacion con suero humano normal, como se describe en el ejemplo 19;

La figura 44 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre unas placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano, como una funcion de la concentracién de proteina de MASP-3
recombinante de longitud completa, afiadida a las muestras de suero obtenidas del paciente humano 2 con 3MC
(MASP-3"), lo que demuestra que, en comparacion con el MASP-3 recombinante inactivo de control negativo
(MASP-3A; S679A), la proteina MASP-3 recombinante activa reconstituye el depédsito de C3b impulsado por la AP
sobre las placas recubiertas con zimosano de una manera dependiente de la concentracion, como se describe en el
ejemplo 19;

La figura 45 ilustra esquematicamente el porcentaje de hemolisis (medida por la liberacion de hemoglobina desde
eritrocitos de conejo lisados hacia el sobrenadante medida por fotometria) de eritrocitos de conejo recubiertos con
manano en un intervalo de concentraciones séricas en: (1) suero humano normal (NHS); (2) suero de un paciente
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con 3MC; (3) suero de un paciente con 3MC mas MASP-3 recombinante activa de longitud completa (20 ug/ml) y (4)
suero humano inactivado por calor (HIS), medido en ausencia de Ca*™, lo que demuestra que el porcentaje de lisis
de los eritrocitos de conejo aumenta significativamente en el suero de un paciente con 3MC que contiene rMASP-3,
en comparacion con el porcentaje de lisis en el suero de un paciente con 3MC sin MASP-3 recombinante (p =
0,0006), como se describe en el ejemplo 19;

La figura 46 ilustra esquematicamente el porcentaje de lisis de eritrocitos de conejo en suero humano al 7 % del
paciente 2 con 3MC y del paciente 3 con 3MC que contiene MASP-3 recombinante activo en un intervalo de
concentracion de 0 a 110 ug/ml (en BBS/Mg™"/EGTA, lo cual demuestra que el porcentaje de lisis de eritrocitos de
conejo aumenta con la cantidad de MASP-3 recombinante de una manera dependiente de la concentraciéon, como se
describe en el ejemplo 19y

La figura 47 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por el LEA-2 sobre placas ELISA
recubiertas con manano, como una funcién de la concentracién del suero humano diluido en tampén BBS, para
suero de un sujeto humano normal (NHS), de dos pacientes 3MC (el paciente 2 y el paciente 3), de los padres del
paciente 3 y de un sujeto con deficiencia en MBL.

Descripcion de la lista de secuencias

ID. DE SEC. N.° 1: ADNc de la MAp19 humana

ID. DE SEC. N.° 2: proteina de la MAp19 humana (con el lider)
ID. DE SEC. N.° 3: proteina de la MAp19 humana (madura)
ID. DE SEC. N.° 4: ADNc de la MASP-2 humana

ID. DE SEC. N.° 5: proteina de la MASP-2 humana (con lider)
ID. DE SEC. N.° 6: proteina de la MASP-2 humana (madura)
ID. DE SEC. N.° 7: ADNc de la MASP-3 humana

ID. DE SEC. N.° 8: proteina de la MASP-3 humana (con lider)
ID. DE SEC. N.° 9: ADNc de la MASP-1 humana

ID. DE SEC. N.° 10: proteina de la MASP-1 humana (con lider)
ID. DE SEC. N.° 11: proteina de la MAp44 humana (con lider)
ID. DE SEC. N.° 12: ADNc de la MASP-2 de rata

ID. DE SEC. N.° 13: proteina de la MASP-2 de rata (con lider)

ID. DE SEC. N.° 14: ADN que codifica la region variable de la cadena pesada (VH) de 17D20_dc35VH21N11VL
(OMS646) (sin péptido de senal)

ID. DE SEC. N.° 15: polipéptido de la region variable de la cadena pesada (VH) de 17D20_dc35VH21N11VL
(OMS646)

ID. DE SEC. N.° 16: polipéptido de la region variable de la cadena pesada (VH) de 17N16mc
ID. DE SEC. N.° 17: polipéptido de la region variable de la cadena ligera (VL) de 17D20_dc21N11VL (OMS644)

SEC ID N.° 18: ADN que codifica la region variable de la cadena ligera (VL) de 17N16_dc17N9 (OMS641) (sin
péptido de sefial)

SEC ID N.° 19: polipéptido de la regién variable de la cadena ligera (VL) de 17N16_dc17N9 (OMS641)
SEC ID N.° 20: polipéptido de longitud completa del clon 17N16m_d17N9 de scFv, hija
SEC ID N.° 21: polipéptido de longitud completa del clon 17D20m_d352N11 de scFv, hija

SEC ID N.° 22: ADN del clon 17N16m_d17N9 de scFv, hija que codifica el polipéptido de longitud completa (sin
péptido de seiial)

SEC ID N.° 23: ADN del clon 17D20m_d3521N11 de scFv, hija que codifica el polipéptido de longitud completa (sin
péptido de sefial)
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ID. DE SEC. N.° 24: polipéptido de la region variable de la cadena pesada (VH) de DTLacO parental

ID. DE SEC. N.° 25: polipéptido de la regién variable de la cadena pesada (VH) del clon M3J5 especifico de la
MASP-3

ID. DE SEC. N.° 26: polipéptido de la regién variable de la cadena pesada (VH) M3M1 especifico de la MASP-3

ID. DE SEC. N.° 27: polipéptido de la region variable (VL) de la cadena ligera de DTLacO parental

ID. DE SEC. N.° 28: polipéptido de la regién variable de la cadena ligera M3J5 (VL) especifico de la MASP-3

ID. DE SEC. N.° 29: polipéptido de la region variable de la cadena ligera (VL) del clon M3M1 especifico de la MASP-

ID. DE SEC. N.° 30: polipéptido de la region variable de la cadena pesada (VH) del clon D14 de la MASP-3
ID. DE SEC. N.° 31: polipéptido de la region variable de la cadena pesada (VL) del clon D14 de la MASP-3
ID. DE SEC. N.° 32: polipéptido de la regién variable de la cadena pesada (VH) del clon 1E10 de la MASP-1
ID. DE SEC. N.° 33: polipéptido de la regién variable de la cadena ligera (VL) del clon 1E10 de la MASP-1
ID. DE SEC. N.° 34: péptido de SGMI-1

ID. DE SEC. N.° 35: péptido SGMI-2

ID. DE SEC. N.° 36: polipéptido de la IgG1-Fc humana

ID. DE SEC. N.° 37: enlazador nimero 1 del péptido (12aa)

ID. DE SEC. N.° 38: enlazador nimero 2 del péptido (10aa);

ID. DE SEC. N.° 39: acido nucleico que codifica la fusién de polipéptido que comprende la secuencia de sefial de IL-
2 humana, SGMI-1, el enlazador numero 1y la IgG1-Fc humana;

ID. DE SEC. N.° 40: fusion del polipéptido maduro que comprende SGMI-1, el enlazador nimero 1 y la IgG1-Fc
humana (SGMI-1Fc);

ID. DE SEC. N.° 41: acido nucleico que codifica la fusién de polipéptido que comprende la secuencia de sefial de IL-
2 humana, SGMI-2, el enlazador numero 1y la IgG1-Fc humana;

ID. DE SEC. N.° 42: fusion de polipéptido maduro que comprende SGMI-2, el enlazador numero 1 y la IgG1-Fc
humana (SGMI-2Fc).

Descripcion detallada
I. Definiciones

A menos que se defina especificamente en este documento, todos los términos utilizados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que entenderian los expertos en la técnica de la presente invencion. Las
siguientes definiciones se proporcionan con el fin de proporcionar claridad con respecto a los términos tal como se
usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones para describir esta invencion.

Tal como se usa en este documento, el brazo efector 1 de la via de la lectina (“LEA-1") se refiere a la activacion
dependiente de la lectina del factor B y del factor D mediante la MASP-3.

Tal como se usa en este documento, el brazo efector 2 de la via de la lectina (“LEA-2”) se refiere a la activacion del
complemento dependiente de la MASP-2.

Como se usa en el presente documento, la frase “activacion del complemento dependiente de la MASP-3”
comprende dos componentes: (i) la activacion dependiente de la MASP-3 de la lectina del factor B y del factor D,
incluida en la activacién del complemento mediada por LEA-1, ocurre en presencia de Ca'", que cominmente
conduce a la conversion de C3bB en C3bBb y del pro-factor D en factor D; y (ii) la conversién independiente de la
lectina del factor B y del factor D, que puede ocurrir en ausencia de Ca'", lo que conduce cominmente a la
conversion de C3bB en C3bBb y del pro-factor D en el factor D. Se ha determinado que la activacion del
complemento mediada por LEA-1 y la conversién independiente de la lectina del factor B y del factor D causan
opsonizacion y/o lisis. Lejos de aceptar las limitaciones de ninguna teoria en particular, se cree que solo cuando se
asocian y unen muchas moléculas de C3b en estrecha proximidad, la C3bBb C3 convertasa cambia su especificidad
de sustrato y escinde C5 como la C5 convertasa de la via alternativa, denominada C3bBb(C3b)n.
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Tal como se usa en el presente documento, la expresion “activacion del complemento dependiente de la MASP-2”,
también denominada en el presente documento activaciéon del complemento mediada por LEA-2, comprende la
activacién dependiente de la lectina de la MASP-2, que se produce en presencia de Ca", lo cual conduce a la
formacion de la C3 convertasa C4b2a de la via de la lectina y, tras la acumulacion del producto de escision de C3,
C3b, posteriormente a la formacion de la C5 convertasa, C4b2a(C3b)n que, segun se ha determinado, causa
opsonizacion y/o lisis.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “concepto tradicional de la via alternativa”, que también se
conoce como “via alternativa tradicional”, se refiere a la via alternativa anterior al descubrimiento de esta invencion
descrita en el presente documento, es decir, que la activacion del complemento se desencadena, por ejemplo, por el
zimosano desde las paredes de las células fungicas y de levadura, por los lipopolisacaridos (LPS) de las membranas
externas Gram negativas y los eritrocitos de conejo, asi como a partir de muchos polisacaridos puros, virus,
bacterias, células tumorales de animales, parasitos y células dafiadas, y que tradicionalmente se ha pensado que
surgen de la generacion proteolitica espontanea de C3b, a partir del factor C3 del complemento. Segun se utiliza en
el presente documento, la activacion de la “via alternativa tradicional”, también denominada en la presente memoria
descriptiva la “via alternativa”, se mide en tampén Mg /EGTA (es decir, en ausencia de Ca"™).

Como se usa en el presente documento, la frase “via de la lectina” se refiere a la activacion del complemento que se
produce a través de la union especifica de proteinas de unidn a carbohidratos séricas y no séricas, incluso la lectina
de unién al manano (MBL, mannan-binding lectin), CL-11 y las ficolinas (H-ficolina, M-ficolina o L-ficolina). Como se
describe aqui, los inventores han descubierto que la via de la lectina es impulsada por los dos brazos efectores, el
brazo efector 1 de la via de la lectina (LEA-1), que ahora se sabe que es dependiente de la MASP-3, y el brazo
efector 2 de la via de la lectina (LEA-2), que depende de la MASP-2. Conforme se emplea en este documento, la
activacion de las vias de lectina se evalta utilizando tampones que contienen Ca™".

Tal como se usa en este documento, la expresion “via clasica” se refiere a la activacion del complemento que se
desencadena por un anticuerpo unido a una particula extrafia y que requiere la union de la molécula de
reconocimiento C1q.

Como se usa en el presente documento, el término “HTRA-1" se refiere a la serina peptidasa denominada serina-
proteasa A1 que requiere altas temperaturas.

Como se usa en el presente documento, la frase “agente inhibidor de la MASP-3" se refiere a cualquier agente que
directa o indirectamente inhibe la activacion del complemento dependiente de la MASP-3, incluidos los agentes que
se unen a la MASP-3 o interactuan directamente con ella, lo cual abarca los anticuerpos de la MASP-3 y los
fragmentos de los mismos de unién a la MASP-3, los péptidos naturales y sintéticos, los sustratos competitivos, las
moléculas pequefias, los inhibidores de la expresion y los inhibidores naturales aislados, y también comprende los
péptidos que compiten con la MASP-3 por la unién a otra molécula de reconocimiento (por ejemplo, MBL, CL-11, H-
ficolina, M-ficolina o L-ficolina) en la via de la lectina. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 es especifico de
la MASP-3 y no se une a la MASP-1 ni a la MASP-2. Un agente inhibidor que inhibe directamente a la MASP-3 se
puede denominar agente inhibidor directo de la MASP-3 (por ejemplo, un anticuerpo de la MASP-3), mientras que un
agente inhibidor que inhibe indirectamente a la MASP-3 se puede denominar agente inhibidor indirecto de la MASP-
3 (por ejemplo, un anticuerpo de la MASP-1 que inhibe la activacion de la MASP-3). Un ejemplo de inhibidor directo
de la MASP-3 es el agente es el agente inhibidor especifico de la MASP-3, tal como un agente inhibidor de la MASP-
3 que se une especificamente a una porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) con una afinidad de unién al menos
10 veces mayor que a otros componentes en el sistema de complemento. En un caso, un agente inhibidor de la
MASP-3 inhibe indirectamente la actividad de la MASP-3, como, por ejemplo, un inhibidor de la activacion de la
MASP-3, que incluye un inhibidor de la activacion de la MASP-3 mediada por MASP-1 (por ejemplo, un anticuerpo
de la MASP-1 o fragmentos de los mismos de unién a la MASP-1, péptidos naturales y sintéticos, moléculas
pequenias, inhibidores de la expresion e inhibidores naturales aislados, y también abarca péptidos que compiten con
MASP-1 por la unién a MASP-3). En otro caso, un agente inhibidor de la MASP-3 inhibe la maduracién mediada por
MASP-3 del factor D. En otro caso, un agente inhibidor de la MASP-3 inhibe la activaciéon mediada por MASP-3 del
factor B. Los agentes inhibidores de la MASP-3 utiles en el método de la invencion pueden reducir la activacion del
complemento dependiente de la MASP-3 en mas del 10 %, como por ejemplo, en mas del 20 %, en mas del 50 % o
en mas del 90 %. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 reduce la activaciéon del complemento dependiente
de la MASP-3 en mas del 90 % (es decir, obteniéndose como resultado una activacion del complemento MASP-3 de
solo el 10 % o menos). Se espera que la inhibicién de la MASP-3 bloquee, en su totalidad o en parte, tanto la lisis y
la opsonizacién relacionada con LEA-1 como la conversion independiente de la lectina del factor B y la lisis y
opsonizacion relacionadas con el factor D.

Tal como se usa en este documento, la frase “agente inhibidor de la MASP-1" se refiere a cualquier agente que se
une a la MASP-1 o interactia directamente con ella e inhibe al menos uno de lo siguiente: (i) la activacion de
complemento dependiente de la MASP-3 y/o (ii) las activacion del complemento dependiente de la MASP 2 y/o (iii) la
maduracioén del factor D mediada por la MASP-1 independiente de la lectina o dependiente de la lectina, donde la
maduracion del factor D mediada por la MASP-1 dependiente de la lectina implica la activacion directa del factor D,
incluidos los anticuerpos de la MASP-1 y los fragmentos de union de MASP-1 de los mismos, péptidos naturales y

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 670 668 T3

sintéticos, moléculas pequefias, inhibidores de la expresion e inhibidores naturales aislados, y también abarca
péptidos que compiten con la MASP-1 por la unién a otra molécula de reconocimiento (por ejemplo, MBL, CL-11, H-
ficolina, M-ficolina o L-ficolina) en la via de la lectina. Los agentes inhibidores de la MASP-1 utiles en el método de la
invencion reducen la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 en mas del 10 %, por ejemplo, en mas
del 20 %, en mas del 50 % o en mas del 90 %. El agente inhibidor de la MASP-1 reduce la activacion del
complemento dependiente de la MASP-3 en mas del 90 % (es decir, obteniéndose como resultado una activacion
del complemento MASP-3 de solo el 10 % o menos). En otro caso, los agentes inhibidores de la MASP-1 utiles en el
método de la invencion reducen la activacion del complemento dependiente de la MASP-2 en mas del 10 %, por
ejemplo, en mas del 20 %, en mas del 50 % o en mas del 90 %. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-1
reduce la activacion del complemento dependiente de la MASP-2 en mas del 90 % (es decir, obteniéndose como
resultado una activacion del complemento MASP-2 de solo el 10 % o menos).

Los agentes inhibidores de la MASP-1 utiles en el método de la invencion reducen la activacion del complemento
dependiente de la MASP-3 (LEA-1), la conversiéon independiente de la lectina del factor B y del factor D y la
activacion del complemento dependiente de la MASP-2 (LEA-2) en mas del 10 %, por ejemplo, en mas del 20 %, en
mas del 50 % o en mas del 90 %. El agente inhibidor de la MASP-1 reduce la activacién del complemento
dependiente de la MASP-3 (LEA-1), la conversiéon independiente de la lectina del factor B y del factor D y la
activacion del complemento dependiente de la MASP-2 (LEA-2) en mas del 90 % (es decir, obteniéndose como
resultado una activacion del complemento por MASP-3 de solo el 10 % o menos y una activacion del complemento
por MASP-2 de solo el 10 % o menos).

Un ejemplo de un agente inhibidor directo de la MASP-1 es un agente inhibidor especifico de la MASP-1, tal como
un agente inhibidor de la MASP-1 que se une especificamente a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10) con
una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que a otros componentes en el sistema del complemento. En
muchos casos, dado que la MASP-1 puede activar a la MASP-3, y dado que la MASP-1 puede activar a la MASP-2,
seria de esperar que la inhibicion de la MASP-1 fuera eficaz para inhibir ya sea a la MASP-3 y/o a la MASP-2. En
algunos casos, sin embargo, la inhibicion de la MASP-1 o MASP-3 o MASP-2 puede ser un caso preferido con
relacion a la inhibicion de los otros objetivos de la MASP. Por ejemplo, en el contexto de la infeccién por
Staphylococcus aureus (S. aureus), se ha demostrado que la MASP-3 se activa y que es la responsable de la
opsonizacion del S. aureus en ausencia de la MASP-1 (véase lwaki D. y colaboradores, J Immunol 187 (7): 3751- 8
(2011)). Por lo tanto, en el tratamiento de la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), por ejemplo, podria ser
ventajoso inhibir directamente a la MASP-1, en lugar de a la MASP-3, reduciendo asi la susceptibilidad potencial al
S. aureus durante el tratamiento inhibitorio de la HPN con LEA-1.

Como se usa en el presente documento, la frase “agente inhibidor de la MASP-2” se refiere a cualquier agente que
se une a la MASP-2 o interactua directamente con ella e inhibe al menos uno de lo siguiente: (i) la activacion de
complemento dependiente de la MASP-2 y/o (ii) la activacién del complemento dependiente de la MASP-1, lo cual
incluye anticuerpos de la MASP-2 y fragmentos de los mismos de union a la MASP-2, péptidos naturales y sintéticos,
moléculas pequefas, inhibidores de la expresion e inhibidores naturales aislados, y también abarca péptidos que
compiten con la MASP-2 por unirse a otra molécula de reconocimiento (por ejemplo, MBL, CL-11, H-ficolina, M-
ficolina o L-ficolina) en la via de la lectina. Los agentes inhibidores de la MASP-2 utiles en el método de la invencion
pueden reducir la activacion del complemento dependiente de la MASP-2 en mas del 10 %, tal como por ejemplo, en
mas del 20 %, en mas del 50 % o en mas del 90 %. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-2 reduce la
activacion del complemento dependiente de la MASP-2 en mas del 90 % (es decir, obteniéndose como resultado
una activacion del complemento por MASP-2 de solo el 10 % o menos). Un ejemplo de un agente inhibidor directo
de la MASP-2 es un agente inhibidor especifico de la MASP-2, tal como un agente inhibidor de la MASP-2 que se
une especificamente a una porcion de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) con una afinidad de unién al menos 10 veces
mayor que a otros componentes en el sistema del complemento.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” abarca anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de
los mismos, derivados de cualquier mamifero productor de anticuerpos (por ejemplo, raton, rata, conejo y primate,
incluido el ser humano) o de un hibridoma, de la seleccion de fagos, de la expresion recombinante o de animales
transgénicos (u otros métodos para producir anticuerpos o fragmentos de anticuerpos), que se unen
especificamente a un polipéptido diana, tal como por ejemplo, los polipéptidos de la MASP-1, de la MASP-2 o de la
MASP-3 o porciones de los mismos. No es la intencion limitar el término “anticuerpo” con respecto a su origen o a la
manera en la que se lo prepara (por ejemplo, mediante hibridoma, seleccién de fagos, expresion recombinante,
animal transgénico, sintesis de péptidos, etc.). Los anticuerpos ejemplares incluyen anticuerpos policlonales,
monoclonales y recombinantes; anticuerpos pan-especificos, multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos, anticuerpos triespecificos); anticuerpos humanizados; anticuerpos murinos; anticuerpos monoclonales
quiméricos, de ratéon-humano, ratén-primate, anticuerpos monoclonales de primate-humano; y anticuerpos anti-
idiotipo, y puede tratarse de cualquier anticuerpo intacto o fragmento del mismo. Conforme se utiliza en el presente
documento, el término “anticuerpo” abarca no solo anticuerpos policlonales o monoclonales intactos, sino también
fragmentos de los mismos (tales como dAb, Fab, Fab’, F(ab'),, Fv), cadenas simples (ScFv), sus variantes sintéticas,
variantes de origen natural, proteinas de fusidon que comprenden una porcién del anticuerpo con un fragmento de
union al antigeno de la especificidad requerida, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y cualquier otra
configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio o fragmento de unién al
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antigeno (sitio de reconocimiento de epitopos) de la especificidad requerida.

Un “anticuerpo monoclonal” se refiere a una poblacion homogénea de anticuerpos, en la que el anticuerpo
monoclonal esta compuesto por aminoacidos (de origen natural y de origen no natural), que participan en la union
selectiva de un epitopo. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos para el antigeno diana. El término
“anticuerpo monoclonal” abarca no solo los anticuerpos monoclonales intactos y a los anticuerpos monoclonales de
longitud completa, sino también a los fragmentos de los mismos (tales como Fab, Fab', F(ab'),, Fv), de cadena
simple (ScFv), las variantes de los mismos, las proteinas de fusidn que comprenden una porcién de unién al
antigeno, anticuerpos monoclonales humanizados, anticuerpos monoclonales quiméricos, y cualquier otra
configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprende un fragmento de unién al antigeno (sitio
de reconocimiento de epitopos) de la especificidad requerida y la capacidad de unirse a un epitopo. No se pretende
limitarlos con respecto al origen del anticuerpo o a la manera en la que se los prepara (por ejemplo, mediante
hibridoma, seleccion de fagos, expresion recombinante, animales transgénicos, etc.). El término incluye
inmunoglobulinas completas, asi como los fragmentos, etc. descritos anteriormente bajo la definicion de “anticuerpo”.

Tal como se usa en este documento, la expresion “fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcion derivada de un
anticuerpo de longitud completa o relacionada con él, tal como, por ejemplo, un anticuerpo de MASP-1, MASP-2 o
MASP-3, que generalmente incluye la unién al antigeno o la regién variable del mismo. Los ejemplos ilustrativos de
fragmentos de anticuerpos incluyen los fragmentos Fab, Fab’, F(ab),, F(ab'). y Fv, los fragmentos scFv, diacuerpos,
anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos monocatenarios y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpos.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, un fragmento de anticuerpo “Fv monocatenario” o “scFv’
comprende los dominios V4 y Vi de un anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena
de polipéptido. Generalmente, el polipéptido Fv comprende, ademas, un enlazador polipeptidico entre los dominios
Vh y Vi, lo cual permite que el scFv forme la estructura deseada para la unién al antigeno.

Tal como se usa en este documento, un “anticuerpo quimérico” es una proteina recombinante que contiene los
dominios variables y las regiones determinantes de la complementariedad, que derivan de un anticuerpo de una
especie no humana (por ejemplo, de un roedor), mientras que el resto de la molécula del anticuerpo deriva de un
anticuerpo humano.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo humanizado” es un anticuerpo quimérico que comprende
una secuencia minima que se ajusta a las regiones especificas determinantes de la complementariedad, derivadas
de inmunoglobulina no humana que se trasplanta en un marco de anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados
son tipicamente proteinas recombinantes en las que solo las regiones determinantes de la complementariedad de
los anticuerpos son de origen no humano (incluidos los anticuerpos generados a partir de la presentacion de fagos o
de la levadura).

Como se usa en el presente documento, la frase “lectina de unién a manano” (“MBL”, lectin-binding protein) es
equivalente a la proteina de unién a manano (“MBP”, mannan-binding protein).

Tal como se usa en el presente documento, el “complejo de ataque a la membrana” (“MAC”, membrane attack
complex) se refiere a un complejo de los cinco componentes terminales del complemento (C5b combinado con C6,
C7, C8 y C9) que se insertan en las membranas y las afecta (también denominado C5b- 9).

Segun se emplea en el presente documento, “un sujeto” incluye a todos los mamiferos, término que abarca, sin
limitacién humanos, primates no humanos, perros, gatos, caballos, ovejas, cabras, vacas, conejos, cerdos y
roedores.

Tal como se utiliza en este documento, los residuos de aminoacidos se abrevian de la siguiente manera: alanina
(Ala; A), asparagina (Asn; N), acido aspartico (Asp; D), arginina (Arg; R), cisteina (Cys; C), acido glutamico (Glu; E),
glutamina (GIn; Q), glicina (Gly; G), histidina (His; H), isoleucina (lle; 1), leucina (Leu; L), lisina (Lys; K), metionina
(Met; M), fenilalanina (Phe; F), prolina (Pro; P), serina (Ser; S), treonina (Thr; T), triptéfano (Trp; W), tirosina (Tyr; Y)
y valina (Val; V).

En el sentido mas amplio, los aminoacidos naturales pueden dividirse en grupos, en funcién de la caracteristica
quimica de la cadena lateral de los respectivos aminoacidos. Por aminoacido “hidréfobo” se entiende lle, Leu, Met,
Phe, Trp, Tyr, Val, Ala, Cys o Pro. Por aminoacido “hidréfilo” se entiende Gly, Asn, GIn, Ser, Thr, Asp, Glu, Lys, Arg o
His. Esta agrupacion de aminoacidos puede subclasificarse de la siguiente manera. Por aminoacido “hidréfilo no
cargado” se entiende Ser, Thr, Asn o GIn. Por aminoacido “acido” se entiende Glu o Asp. Por aminoacido “basico” se
entiende Lys, Arg o His.

Como se usa en el presente documento, la frase “sustitucion conservadora de aminoacidos” se ilustra mediante una
sustitucién entre aminoacidos dentro de cada uno de los siguientes grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina, (2) fenilalanina, tirosina y triptéfano, (3) serina y treonina, (4) aspartato y glutamato, (5) glutamina y
asparagina y (6) lisina, arginina e histidina.
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El término “oligonucledtido”, conforme se emplea en el presente documento, se refiere a un oligémero o polimero de
acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. Este término también cubre
aquellas oligonucleobases compuestas por nucleétidos, azicares y enlaces internucledsidos covalentes (estructura
principal) de origen natural, asi como también, los oligonucledtidos que tienen modificaciones que no se producen de
forma natural.

Tal como se usa en este documento, un “epitopo” se refiere al sitio en una proteina (por ejemplo, una proteina de la
MASP-3 humana), que esta unido por un anticuerpo. Los “epitopos solapantes” incluyen al menos un residuo de
aminoacidos comun (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o seis), que incluyen epitopos lineales y no lineales.

» o«

Tal como se usa en el presente documento, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente
y significan cualquier cadena de aminoacidos unida a un péptido, independientemente de su longitud o modificacion
postraduccion. Las proteinas de la MASP (MASP-1, MASP-2 o MASP-3) descritas en este documento pueden
contener proteinas de tipo salvaje o ser propiamente proteinas de tipo salvaje o pueden ser variantes que no tienen
mas de 50 (por ejemplo, no mas de una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, 12, 15, 20, 25, 30,
35, 40 o 50) sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las sustituciones conservadoras incluyen tipicamente
sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina y alanina; valina, isoleucina y leucina; acido aspartico y acido
glutamico; asparagina, glutamina, serina y treonina; lisina, histidina y arginina; y fenilalanina y tirosina.

La proteina MASP-1 humana (expresada como ID. DE SEC. N.° 10), la proteina MASP-2 humana (expresada como
ID. DE SEC. N.° 5) y la proteina MASP-3 humana (expresada como ID. DE SEC. N.° 8) descritas aqui también
incluyen “fragmentos de péptidos” de las proteinas, que son mas cortos que las proteinas de la MASP de longitud
completa y/o inmaduras (pre-pro), que incluyen fragmentos peptidicos de una proteina de MASP que incluyen
variantes de eliminacion tanto terminales como internas de la proteina. Las variantes de eliminacién pueden carecer
de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 segmentos de
aminoacidos (de dos o mas aminoacidos) o aminoacidos unicos no contiguos. La proteina MASP-1 humana puede
tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica en cuanto a su secuencia en un 70 % (por ejemplo, 71, 72, 73,
74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 %) o mas
respecto de la proteina de MASP-1 humana, que tiene la secuencia de aminoacidos expresada en la ID. DE SEC.
N.° 10.

La proteina de la MASP-3 humana puede tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica en cuanto a su
secuencia en un 70 % (por ejemplo, 71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 %) o mas respecto de la proteina de la MASP-3 humana que tiene la secuencia
de aminoacidos expresada en la ID. DE SEC. N.° 8.

En algunos casos, la proteina de la MASP-2 humana puede tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica en
cuanto a su secuencia en un 70 % (por ejemplo, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 %) o mas respecto de la proteina de la MASP-2 humana que tiene la
secuencia de aminoacidos expresada en la ID. DE SEC. N.°5

En algunos casos, los fragmentos peptidicos pueden estar constituidos por al menos 6 (por ejemplo, al menos 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 600 o mas) residuos de aminoacidos de longitud (por ejemplo, al
menos 6 residuos de aminoacidos contiguos en cualquiera de las ID. DE SEC. NROS. 5, 8 o 10). En algunos casos,
un fragmento de péptido antigénico de una proteina de la MASP humana puede estar constituido por menos de 500
(por ejemplo, por menos de 450, 400, 350, 325, 300, 275, 250, 225, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120,
110, 100, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7 o 6) residuos de
aminoacidos de longitud (por ejemplo, menos de 500 residuos de aminoacidos contiguos en cualquiera de las ID DE
SEC. NROS. 5, 8 0 10).

En algunos casos, en el contexto de generar un anticuerpo que se una a la MASP-1, a la MASP-2 y/o a la MASP-3,
los fragmentos peptidicos son antigénicos y retienen al menos 10 % (por ejemplo, al menos 10 %, al menos 15 %, al
menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al
menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al
menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,5 % o el 100 % o mas) de la capacidad de la proteina de longitud
completa para inducir una respuesta antigénica en un mamifero (ver mas adelante, bajo “Métodos para producir un
anticuerpo”).

El porcentaje (%) de identidad de secuencia de los aminoacidos se define como el porcentaje de aminoacidos en
una secuencia candidata que son idénticos a los aminoacidos en una secuencia de referencia, después de alinear
las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia.
La alineacion con el propédsito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia se puede lograr de varias
maneras que estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un software informatico publicamente
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disponible como BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Los parametros apropiados para medir
la alineacion, que incluyen cualquier algoritmo necesario para lograr la alineacion maxima a lo largo de la longitud
completa de las secuencias que se estan comparando, se pueden determinar mediante métodos conocidos.

La proteina de la MASP-1 humana (ID. DE SEC. N.° 10) esta codificada por la secuencia de ADNc indicada como
ID. DE SEC. N.° 9; la proteina de la MASP-2 humana (ID. DE SEC. N.° 5) esta codificada por la secuencia de ADNc
expresada como ID. DE SEC. N.° 4; y la proteina de la MASP-3 humana (ID. DE SEC. N.° 8) esta codificada por la
secuencia de ADNc expresada como ID. DE SEC. N.° 7. Los expertos en la materia reconoceran que las secuencias
de ADNCc descritas en la ID. DE SEC. N.° 9, la ID. DE SEC. N.° 4y la ID. DE SEC. N.° 7 representan un solo alelo de
las MASP-1, MASP-2 y MASP-3 humanas, respectivamente, y esta previsto que haya variacion alélica y empalme
alternativo. Las variantes alélicas de las secuencias de nucleétidos mostradas en la ID. DE SEC. N.° 9, la ID. DE
SEC.N.°4 ylaID. DE SEC. N.° 7, que incluyen aquellas que contienen mutaciones silenciosas y aquellas en las que
las mutaciones dan como resultado cambios en la secuencia de aminoacidos, estan dentro del alcance de la
presente invencion. Las variantes alélicas de la secuencia de las MASP-1, MASP-2 o MASP-3 se pueden clonar por
sondeo de ADNc o de genotecas provenientes de diferentes individuos, de acuerdo con procedimientos estandar, o
se pueden identificar mediante una busqueda de comparacién de homologia (por ejemplo, busqueda BLAST) de
bases de datos que contienen dicha informacion.

Il. La via de la lectina: un nuevo concepto
i. Generalidades: se ha redefinido la via de la lectina

Como se describe en este documento, los inventores han realizado el sorprendente descubrimiento de que la via de
la lectina del complemento tiene dos brazos efectores para activar el complemento, ambos impulsados por
complejos de activacion de la via de la lectina formados por componentes de reconocimiento de carbohidratos (MBL,
CL-11 y ficolinas): i) el brazo efector formado por las serina proteasas asociadas a la via de la lectina, MASP-1 y
MASP-3, denominadas aqui “brazo efector 1 de la via de la lectina” o “LEA-1”, y (ii) el brazo efector de la activacion,
impulsado por la MASP-2, denominado en la presente memoria descriptiva como “brazo efector 2 de la via de la
lectina” o “LEA-2”. Tanto el LEA-1 como el LEA-2 pueden efectuar la lisis y/o la opsonizacion.

También se ha determinado que la conversion del factor B independiente de la lectina por MASP-3 y la conversion
independiente de la lectina del factor D por HTRA-1, MASP-1 y MASP-3, que pueden ocurrir en ausencia de Ca*",
comunmente conducen a la conversion de C3bB a C3bBb y de pro-factor D a factor D. Por lo tanto, la inhibicion de
la MASP-3 puede inhibir tanto la LEA-1 como la activacion independiente de la lectina del factor B y/o factor D, lo
que puede provocar la inhibicién de lisis y/o opsonizacion.

La figura 1 ilustra este nuevo concepto de las vias de activacion del complemento. Tal como se muestra en la figura
1, el LEA-1 es impulsado por la MASP-3 unida a la lectina, lo cual puede activar el zimégeno del factor D en su
forma activa y/o escindir el factor B unido a C3b o C3b(H20), lo que conduce a la conversién del complejo de
zimégeno C3bB en su forma enzimaticamente activa C3bBb. El factor D activado, generado por la MASP-3, también
puede convertir los complejos de zimégenos C3bB o C3b(H20) en su forma enzimaticamente activa. La MASP-1 es
capaz de auto-activacién rapida, mientras que la MASP-3 no tiene esta capacidad. En muchos casos, la MASP-1 es
la activadora de la MASP-3.

Mientras en muchos ejemplos las lectinas (es decir, MBL, CL-11 o ficolinas) pueden dirigir la actividad hacia las
superficies celulares, la figura 1 también describe las funciones independientes de lectina de la MASP-3, MASP-1 y
HTRA-1 en la activacién del factor B y/o en la maduracién del factor D. Al igual que con la forma asociada a lectina
de la MASP-3 en el LEA-1, la forma independiente de la lectina de la MASP-3 es capaz de mediar la conversion de
C3bB o C3b(H20) en C3bBb (véanse también las figuras 36 y 37) y el pro-factor en factor D (véase la figura 39). La
MASP-1 (véase también la figura 39) y la proteina HTRA-1 no relacionada con la MASP también pueden activar el
factor D (Stanton y colaboradores, Evidence that HTRA1 Interactome Influences Susceptibility to Age-Related
Macular Degeneration, presentado en la conferencia de la Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia
2011, 4 de mayo de 2011) de una manera en la que no se requiere un componente de lectina.

Por lo tanto, la MASP-1 (a través de LEA-1 y las formas independientes de lectina), la MASP-3 (a través de LEA-1y
las formas independientes de lectina) y la HTRA-1 (solo la forma independiente de la lectina) son capaces de la
activacion directa o indirecta en uno o mas puntos a lo largo de un eje MASP-3 - factor D - factor B. Al hacerlo,
generan C3bBb, la C3 convertasa de la via alternativa, y estimulan la produccién y el depédsito de C3b en las
superficies microbianas. El depésito de C3b juega un papel critico en la opsonizacion, etiquetando las superficies de
los microbios para su destruccion por las células fagociticas del hospedador, tales como los macréfagos. A modo de
ejemplo en el presente documento (figura 35), la MASP-3 es critica para la opsonizacion del S. aureus. El depdsito
de C3b ocurre rapidamente en el S. aureus expuesto al suero humano de una manera dependiente de la MASP-3
(figura 35).

Sin embargo, las contribuciones de LEA-1 y las funciones independientes de lectina de la MASP-3, la MASP-1 o la
HTRA-1 no se limitan a la opsonizacion. Como se diagrama en la figura 1, estos tres componentes también pueden
causar la lisis celular por activacion indirecta o directa del factor B, y la produccion de C3b. Estos componentes
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forman complejos que generan la C5 convertasa de la via alternativa, C3bBb (C3b),. Como se describe aqui mas
adelante, el requisito de la MASP-3 y MBL, pero no asi de la MASP-2 (y, por lo tanto, no de LEA-2 en este ejemplo),
en la lisis del N. meningitidis (véanse las figuras 13, 14 y 15) demuestra que la LEA-1 desempefia una funcion en la
lisis. En resumen, los resultados de opsonizacion obtenidos a partir de los estudios del S. aureus y los resultados de
la lisis observados en los estudios del N. meningitidis respaldan la funciéon que cumple la LEA-1 en ambos procesos
(como se muestra en el diagrama de la figura 1). Ademas, estos estudios demuestran que tanto la opsonizacion
como la lisis pueden ser el resultado de la conversion de C3bB o C3b(H20) y/o del pro-factor D en factor D; por lo
tanto, ambos procesos pueden ser el resultado de los roles independientes de la lectina de la MASP-3, MASP-1 o
HTRA-1. En consecuencia, el modelo desarrollado por los inventores en la figura 1 apoya el uso de inhibidores
principalmente de la MASP-3, pero también de la MASP-1 y/o de la HTRA-1, para bloguear la opsonizacion y/o la
lisis y para tratar patologias causadas por la desregulacién de estos procesos.

1. Brazo efector de la via de la lectina (LEA-1)

El primer brazo efector de la via de la lectina, el LEA-1, esta formado por las serina proteasas MASP-1 y MASP-3
asociadas a la via de la lectina. Como se describe en el presente documento, los inventores han demostrado ahora
que, en ausencia de la MASP-3 y en presencia de la MASP-1, la via alternativa no se activa de manera efectiva en
las estructuras superficiales. Estos resultados demuestran que la MASP-3 juega un papel no conocido hasta el
momento en el inicio de la via alternativa, lo cual se confirma usando el suero de un paciente con 3MC con
deficiencia en MASP-3 obtenido de pacientes con el raro trastorno autosémico recesivo 3MC (Rooryck C, y
colaboradores, Nat. Genet. 43 (3): 197-203 (2011)), con mutaciones que hacen disfuncional el dominio serina
proteasa de la MASP-3. Sobre la base de estos hallazgos novedosos, se espera que la activacion del complemento
que implica la via alternativa, como se define convencionalmente, sea dependiente de la MASP-3. De hecho, la
MASP-3 y su activacion de LEA-1 pueden representar el iniciador hasta el momento esquivo de la via alternativa.

Como se describe en mayor detalle en los ejemplos 1-4 de la presente memoria descriptiva, en sueros con
deficiencia en MASP-2, los inventores observaron una mayor actividad de activacion de la via alternativa
dependiente de la lectina, que da como resultado una actividad bactericida mayor (es decir, actividad litica) contra el
N. meningitidis. Lejos de aceptar las limitaciones impuestas por ninguna teoria en particular, se cree que en
ausencia de la MASP-2, los complejos de reconocimiento de carbohidratos que portan MASP-1 son mas propensos
a unirse cerca de los complejos de reconocimiento de carbohidratos portadores de MASP-3 para activar a la MASP-
3. Se sabe que, en muchos casos, la activacion de la MASP-3 depende de la actividad de la MASP-1, ya que la
MASP-3 no es una enzima autoactivante y muy a menudo requiere que la actividad de la MASP-1 se convierta
desde su forma de zimégeno en su forma enzimaticamente activa. La MASP-1 (como la MASP-2) es una enzima
autoactivante, mientras que la MASP-3 no se autoactiva y, en muchos casos, necesita la actividad enzimatica de la
MASP-1 para convertirse en su forma enzimaticamente activa. Véase, Zundel S, y col., J. Immunol., 172 (7): 4342 -
50 (2004). En ausencia de la MASP-2, todos los complejos de reconocimiento de la via de la lectina estan cargados
con MASP-1 o MASP-3. Por lo tanto, la ausencia de la MASP-2 facilita la conversién de la MASP-3 mediada por la
MASP-1 en su forma enzimaticamente activa. Una vez que se activa la MASP-3, esta MASP-3 activada inicia la
activacion de la via alternativa, ahora denominada activacién “LEA-1”, a través de una conversion mediada por la
MASP-3 de C3bB en C3bBb y/o la conversion del pro-factor D en factor D. La C3bBb, también conocida como C3
convertasa de la via alternativa, escinde moléculas C3 adicionales que producen el depdsito de moléculas opsoénicas
de C3b. Si varios fragmentos de C3b se unen en estrecha proximidad al complejo C3bBb convertasa, esto da como
resultado la formaciéon de la C5 convertasa de la via alternativa, C3bBb(C3b)n, que promueve la formacion de MAC.
Ademas, las moléculas de C3b depositadas en la superficie forman nuevos sitios para la unién del factor B, que
ahora puede escindirse mediante el factor D y/o la MASP-3, para formar otros sitios en los que se pueden formar
complejos de C3 y C5 convertasa de la via alternativa. Este ultimo proceso es necesario para la lisis efectiva y no
requiere lectinas una vez que se ha producido el depésito inicial de C3b. Una publicacion reciente (lwaki D. y col., J
Immunol 187 (7): 3751-8 (2011)) asi como los datos generados a partir de los inventores (figura 37) demuestran que
la via alternativa C3 convertasa zimégeno complex C3bB es convertido en su forma enzimaticamente activa por
MASP-3 activado. Los inventores ahora han descubierto que la escision mediada por MASP-3 del factor B
representa un subcomponente de la LEA-1 recientemente descrita, que promueve la formacién dependiente de la
lectina de la via alternativa C3 convertasa C3bBb.

2. Brazo efector de la via de la lectina (LEA-2)

El segundo brazo efector de la via de la lectina, LEA-2, esta formado por la serina proteasa MASP-2 asociada a la
via de la lectina. La MASP-2 se activa al unirse a los componentes de reconocimiento a su patrén respectivo, y
también puede ser activada por la MASP-1, y posteriormente divide el componente C4 del complemento en C4a y
C4b. Después de la unién del producto de division C4b al C2 del plasma, el C2 unido a C4b se convierte en el
sustrato de una segunda etapa de division mediada por la MASP-2, que convierte el C2 unido al C4b en el complejo
enzimaticamente activo C4bC2a y un pequefio fragmento de escision C2b. C4b2a es la C3 convertasa convertidora
de C3 de la via de la lectina, que convierte el abundante componente C3 plasmatico en C3a y C3b. el C3b se une a
cualquier superficie cercana mediante un enlace tioéster. Si varios fragmentos C3b se unen en estrecha proximidad
al complejo de C3 convertasa, C4b2a, esta convertasa altera su especificidad para convertir C5 en C5b y C5a,
formando el complejo de C5 convertasa, C4b2a(C3b)n. Si bien esta C5 convertasa puede iniciar la formacion de
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MAe, se cree que este proceso no es lo suficientemente efectivo como para promover la lisis por si mismo. Mas
bien, las C3b opsoninas iniciales producidas por LEA-2 forman el nlcleo para la formaciéon de nuevos sitios C3
convertasa y C5 convertasa de la via alternativa, que en ultima instancia conducen a una abundante formacion vy lisis
de MAC. Este ultimo evento esta mediado por la activacion del factor B a instancias del factor D, asociada con C3b
formada por LEA-2, y por lo tanto depende de LEA-1 en virtud del papel esencial de la MASP-1 en la maduracion del
factor D. También hay una via de activacion de bypass C4 dependiente de la MASP-2 para activar C3 en ausencia
de C4, que desempefia un papel importante en la fisiopatologia de la lesidon por isquemia-reperfusion, ya que los
ratones con deficiencia de C4 no estan protegidos contra la lesion por isquemia-reperfusion mientras que los ratones
con deficiencia de la MASP-2 si lo estan (Schwaeble y colaboradores PNAS, 2011 supra). El LEA-2 también esta
relacionado con la via de coagulacién, que implica la division de protrombina en trombina (via comun) y también la
escision del factor XlI (factor de Hageman) para convertirse en su forma enzimaticamente activa Xlla. El factor Xlla,
a su vez, escinde el factor X| en Xla (via intrinseca). La activacion de la via intrinseca de la cascada de coagulacion
conduce a la formacion de fibrina, que es de importancia critica para la formacién de trombos.

La figura 1 ilustra el nuevo concepto de la via de la lectina y la via alternativa sobre la base de los resultados
proporcionados en este documento. La figura 1 delinea el papel del LEA-2 en la opsonizacion y la lisis. Si bien la
MASP-2 es el iniciador del depdsito de C3b “corriente abajo” (y la opsonizacion resultante) en multiples
configuraciones dependientes de lectina fisioldgicamente (figuras 20A, 20B, 20C), también desempefia una funcién
en la lisis de las bacterias sensibles al suero. Como se ilustra en la figura 1, el mecanismo molecular propuesto
responsable del aumento de la actividad bactericida del suero/plasma con deficiencia en MASP-2 o sin MASP-2 para
patégenos sensibles al suero, tales como N. meningitidis es que, para la lisis de las bacterias, los complejos de
reconocimiento de la via de la lectina asociados con MASP-1 y MASP-3 tienen que unirse muy cerca el uno del otro
en la superficie bacteriana, permitiendo asi que la MASP-1 escinda MASP-3. En contraposiciéon a la MASP-1y a la
MASP-2, la MASP-3 no es una enzima autoactivante, pero en muchos casos requiere activacion/escision mediada
por la MASP-1 para convertirse en su forma enzimaticamente activa.

Como se muestra ademas en la figura 1, la MASP-3 activada puede escindir el factor B unido a C3b en la superficie
del patégeno para iniciar la cascada de activacion alternativa mediante la formacion de las C3 y C5 convertasas de
la via alternativa enzimaticamente activa, C3bBb y C3bBb(C3b)n, respectivamente. Los complejos de activacion de
la via de la lectina portadoras de la MASP-2 no participan en la activacion de la MASP-3 y, en ausencia de la MASP-
2 o después de su agotamiento; todos los complejos de activacion de la via de la lectina se cargaran con MASP-1 o
MASP-3. Por lo tanto, en ausencia de la MASP-2, la probabilidad de que en la superficie microbiana los complejos
de activacion de la via de la lectina que portan MASP-1 y MASP-3 lleguen a estar muy cerca el uno del otro aumenta
sensiblemente, dando lugar a que se active mas MASP-3 y, por lo tanto, conduciendo a una mayor tasa de escision
mediada por la MASP-3 del factor B unido a C3b, para formar las C3 y C5 convertasas de la via alternativa, C3bBb y
C3bBb(C3b)n en la superficie microbiana. Esto conduce a la activacion de las cascadas de activacion terminal C5b-
C9 que forman el complejo de ataque a la membrana, compuesto por C5b unido a la superficie asociado con C6,
C5bC6 asociado con C7, C5bC6C7 asociado con C8 y C5bC6C7C8, lo cual conduce a la polimerizacion de C9 que
se inserta en la estructura de la superficie bacteriana y forma un poro en la pared bacteriana, lo cual deriva en la
destruccion osmolitica de la bacteria dirigida al complemento.

La esencia de este concepto novedoso es que los datos proporcionados en este documento muestran claramente
que los complejos de activacion de la via de la lectina impulsan las siguientes dos vias de activacion distintas, como
se ilustra en la figura 1:

i) LEA-1: una via de activacion dependiente de la MASP-3 que inicia e impulsa la activacion del complemento
generando la convertasa de la via alternativa, C3bBb, a través de la escision inicial y activacion del factor B en las
superficies del activador, lo cual catalizara luego el depésito de C3b y la formacion de la convertasa C3bBb de via
alternativa. La via de activacion impulsada por la MASP-3 desempefia un papel esencial en la opsonizacion y lisis de
los microbios e impulsa la via alternativa en la superficie de las bacterias, conduciendo a indices 6ptimos de
activacion para generar complejos de ataque a la membrana; y

ii) LEA-2: una via de activacion dependiente de la MASP-2 que conduce a la formacion de la C3 convertasa de la via
de la lectina, C4b2a, y, tras la acumulacion del producto de escision de C3, C3b, posteriormente a la C5 convertasa,
C4b2a(C3b)n. En ausencia de C4 del complemento, la MASP-2 puede formar un complejo de C3 convertasa
alternativo, que involucra a C2 y al factor de coagulacion XI.

Ademas de su papel en la lisis, la via de activacion impulsada por la MASP-2 desempefia una funcién importante en
la opsonizacién bacteriana, lo cual conduce a que los microbios se recubran con C3b unido por enlaces covalentes y
a los productos de escision de los mismos (es decir, iC3b y C3dg), que se dirigiran para la captacion y destruccion
por accion de los fagocitos portadores del receptor de C3, tales como los granulocitos, macrofagos, monocitos,
células microgliales y el sistema reticuloendotelial. Esta es la via mas efectiva de eliminacion de bacterias y
microorganismos que son resistentes a la lisis del complemento. Estos incluyen la mayoria de las bacterias gram
positivas.
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Ademas de LEA-1 y LEA-2, existe el potencial para la activacion independiente de la lectina del factor D por la
MASP-3, la MASP-1 y/o la HTRA-1, y también existe el potencial para la activaciéon independiente de la lectina del
factor B por accién de la MASP-3.

Lejos de aceptar las imposiciones de ninguna teoria en particular, se cree que cada uno de los siguientes: (i) LEA-1,
(ii) LEA-2 vy (iii) activacion independiente de la lectina del factor B y/o factor D conducen a la opsonizacion y/o a la
formacién de MAC con la lisis resultante.

ii. Antecedentes de la MASP-1, la MASP-2 y la MASP-3

En la actualidad se sabe que tres serina proteasas asociadas a la lectina de unién a manano (MASP-1, MASP-2 y
MASP-3) se asocian en el suero humano con la lectina de unién a manano (MBL). La lectina de unién a manano
también se denomina “proteina de unién a manosa” o “lectina de unidon a manosa” en la reciente bibliografia. El
complejo MBL-MASP juega un papel importante en la inmunidad innata en virtud de la uniéon de MBL a las
estructuras de carbohidratos presentes en una amplia variedad de microorganismos. La interaccion de MBL con
matrices especificas de estructuras de carbohidratos provoca la activacion de las proenzimas de la MASP que, a su
vez, activan el complemento escindiendo los componentes C4 y C2 del complemento, para formar la C3 convertasa
C4b2b (Kawasaki y colaboradores, J Biochem 106: 483 -489 (1989); Matsushita y Fujita, J Exp Med. 176: 1497 -
1502 (1992); Jiy col., J Immunol 150: 571 - 578 (1993)).

Hasta hace poco, se consideraba que el complejo proenzimatico MBL-MASP contenia solo un tipo de proteasa
(MASP-1), pero ahora esta claro que hay otras dos proteasas distintas (es decir, MASP-2 y MASP-3) asociadas con
la MBL (Thiel y colaboradores, Nature 386: 506 - 510 (1997); Dahl y col., Immunity 15: 127 - 135 (2001)), asi como
una proteina sérica adicional de 19 kDa, denominada “MAp19” o “sMAP” (Stover y colaboradores, J Immunol 162:
3481 - 3490 (1999); Stover y col., J Immunol 163: 6848 - 6859 (1999); Takahashi y colaboradores, Int. Immunol 11:
859 - 63 (1999)).

La MAp19 es un producto génico empalmado de manera alternativa del gen estructural para la MASP-2 y carece de
los cuatro dominios C-terminales de la MASP-2, que incluye el dominio de serina endopeptidasa. El transcrito de
ARNm truncado expresado en abundancia que codifica a la MAp19 se genera mediante un evento de
empalme/poliadenilacion alternativo del gen de la MASP-2. Mediante un mecanismo similar, el gen de la MASP-1/3
da lugar a tres productos génicos principales, las dos serina proteasas MASP-1 y MASP-3 y un producto génico
truncado de 44 kDa, denominado “MAp44” (Degn y colaboradores, J Immunol 183 (11): 7371-8 (2009); Skjoedt y
col., J Biol Chem 285: 8234-43 (2010)).

La MASP-1 se describié primero como el componente de proteasa P-100 del factor reactivo Ra del suero, que ahora
se reconoce como un complejo compuesto por MBL mas MASP (Matsushita y col., Collectins and Innate Immunity,
(1996); Ji y colaboradores al., J Immunol 150: 571- 578 (1993). La capacidad de una endopeptidasa asociada a la
MBL dentro del complejo MBL-MASPs para actuar sobre los componentes del complemento C4 y C2 de una manera
aparentemente idéntica a la de la enzima C1s dentro del complejo C1g-(C1r)-(C1s), de la via clasica del
complemento sugiere que hay un complejo MBL-MASPs que es funcionalmente analogo al complejo C1g-(C1r)»-
(C1s)2. El complejo C1g-(C1r)2-(C1s). se activa por la interaccion de C1q con las regiones Fe del anticuerpo I1gG o
IgM presente en inmunocomplejos. Esto provoca la autoactivacion de la proenzima C1r que, a su vez, activa la
proenzima C1s que luego actia sobre los componentes del complemento C4 y C2.

La estequiometria del complejo MBL-MASPs difiere de la encontrada para el complejo C1g-(C1r)2-(C1s). en que
diferentes oligdmeros de la MBL parecen asociarse con diferentes proporciones de MASP-1/MAp19 o MASP-
2/MASP-3 (Dahl y col., Immunity 15: 127-135 (2001). La mayoria de las MASP y MAp19 encontradas en el suero no
forman complejo con la MBL (Thiel y col., J Immunol 165: 878-887 (2000)) y puede asociarse en parte con ficolinas,
un grupo de lectinas recientemente descrito que tiene un dominio similar al fibrinégeno capaz de unirse a residuos
de N-acetilglucosamina en superficies microbianas (Le y colaboradores, FEBS Lett 425: 367 (1998); Sugimoto y
colaboradores, J Biol Chem 273: 20721 (1998)). Entre estos, la L-ficolina, la H-ficolina y la M-ficolina humanas se
asocian con MASP y con MAp19 y pueden activar la via de la lectina al unirse a las estructuras especificas de
carbohidratos reconocidas por las ficolinas. (Matsushita y col., J Immunol 164: 2281-2284 (2000); Matsushita y col., J
Immunol 168: 3502-3506 (2002)). Ademas de las ficolinas y de la MBL, una lectina similar a la MBL, colectina,
llamada CL-11, se ha identificado como una molécula de reconocimiento de la via de la lectina (Hansen y
colaboradores J Immunol 185: 6096 - 6104 (2010); Schwaeble y col. PNAS 108: 7523 - 7528 (2011)). Existe
evidencia abrumadora que subraya la importancia fisiolégica de estas moléculas alternativas de reconocimiento de
los carbohidratos y por lo tanto, es importante entender que la MBL no es el Unico componente de reconocimiento de
la via de activacion de la lectina y que la deficiencia en MBL no debe confundirse con la deficiencia de la via de la
lectina. La existencia posiblemente de una variedad de complejos alternativos de reconocimiento de carbohidratos
relacionados estructuralmente con MBL puede ampliar el espectro de estructuras microbianas que inician una
respuesta directa del sistema inmunitario innato a través de la activacion del complemento.

Todas las moléculas de reconocimiento de la via de la lectina se caracterizan por un motivo de unién a MASPs
especifico dentro de su region de tallo homélogo de colageno (Wallis y col., J Biol Chem 279: 14065-14073 (2004)).
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El sitio de unién de la MASP en MBL, CL-11 y ficolinas, se caracteriza por un motivo distinto dentro de este dominio:
Hyp-Gly-Lys-Xaa-Gly-Pro, donde Hyp es hidroxiprolina y Xaa es generalmente un residuo alifatico. Las mutaciones
puntuales en esta secuencia interrumpen la unién de la MASP.

1. Respectivas estructuras, secuencias, localizacion cromosomica y variantes de empalme

La figura 2 es un diagrama esquematico que ilustra la estructura de dominio del polipéptido de MASP-2 (ID. DE SEC.
N.° 5) y el polipéptido de MAp19 (ID. DE SEC. N.° 2) y los exones que codifican el mismo. La figura 3 es un
diagrama esquematico que ilustra la estructura de dominio del polipéptido de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), del
polipéptido de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) y del polipéptido de MAp44 (ID. DE SEC. N.° ll) y los exones que
codifican el mismo. Como se muestra en las figuras 2 y 3, las serina proteasas MASP-1, MASP-2 y MASP-3
consisten en seis dominios distintos, dispuestos como se encuentran en C1r y C1s; es decir, (I) un dominio N-
terminal C1r/C1s/erizo de mar/VEGF/morfogénico del hueso (o CUBI); (II) un dominio similar al factor de crecimiento
epidérmico (EGF, epidermal growth factor); (Ill) un segundo dominio CUB (CUBII); (IV y V) dos dominios de la
proteina de control del complemento (CCP1 y CCP2); y (VI) un dominio de serina proteasa (SP).

Las secuencias de aminoacidos derivadas del ADNc de la MASP-1 humana y de ratén (Sato y col., Int Immunol 6:
665-669 (1994); Takada y col., Biochem Biophys Res Commun 196: 1003-1009 (1993); Takayama y col., J Immunol
152: 2308-2316 (1994)), la MASP-2 humana, de raton y de rata (Thiel y colaboradores, Nature 386: 506-510 (1997);
Endo y colaboradores, J Immunol 161: 4924 - 30 (1998); Stover y colaboradores, J Immunol 162: 3481 - 3490
(1999); Stover y colaboradores, J Immunol 163: 6848 - 6859 (1999)), asi como la MASP-3 humana (Dahl y
colaboradores al., Immunity 15: 127-135 (2001)) indican que estas proteasas son serina peptidasas que tienen la
triada caracteristica de los restos His, Asp y Ser dentro de sus supuestos dominios cataliticos (NUmeros de acceso
del Genbank: MASP-1 humana: BAA04477.1; MASP-1 de ratén: BAA03944; MASP-1 de rata: AJ457084; MASP-3
humana: AAK84071; MASP-3 de ratdén: AB049755, segun el acceso al Genbank realizado el 15/2/2012).

Como se muestra adicionalmente en las figuras 2 y 3, tras la conversion del zimégeno a la forma activa, la cadena
pesada (alfa, o cadena A) y la cadena ligera (beta o B) se dividen para producir una cadena A unida por disulfuro y
una cadena B mas pequefia que representa el dominio de serina proteasa. La proenzima monocatenaria de la
MASP-1 se activa (como la proenzima C1r y C1s) mediante la escisién de un enlace Arg-lle localizado entre el
segundo dominio CCP (dominio V) y el dominio de serina proteasa (dominio VI). Las proenzimas MASP-2 y MASP-3
se consideran activadas de una forma similar a la de la MASP-1. Cada proteina de la MASP forma homodimeros y
se asocia individualmente con MBL y las ficolinas de una manera dependiente de Ca*".

2. MASP-1/3

El polipéptido de MASP-1 humana (ID. DE SEC. N.° 10) y el polipéptido de MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) surgen de
un gen estructural (Dahl y colaboradores, Immunity 15: 127-135 (2001), que ha sido mapeado a la region 3g27-28
del brazo largo del cromosoma 3 (Takada y colaboradores, Genomics 25: 757-759 (1995)). Los transcritos de ARNm
MASP-3 y MASP-1 se generan a partir del transcrito primario mediante una proceso alternativo de
empalme/poliadenilacion. El producto de traduccion MASP-3 esta compuesto por una cadena alfa, que es comun a
MASP-1 y MASP-3, y una cadena beta (el dominio de serina proteasa), que es exclusiva de la MASP-3. Tal como se
muestra en la figura 3, el gen MASP-1 humana abarca 18 exones. EI cADN de la MASP-1 humana (expresado como
ID. DE SEC. N.° 9) esta codificado por los exones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17 y 18. Como se muestra
adicionalmente en la figura 3, el gen humano de la MASP-3 abarca doce exones. El ADNc de la MASP-3 humana
(expresado como SEC ID N°: 7) esta codificado por los exones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 y 12. Un empalme
alternativo da como resultado una proteina denominada proteina asociada 44 asociada a MBL (“MAp44)” (expresada
como ID. DE SEC. N.° 11), que surge de los exones 2, 3,4, 5,6,7,8y 9.

El polipéptido de la MASP-1 humana (ID. DE SEC. N.° 10 de Genbank BAA04477.1) tiene 699 residuos de
aminoacidos, que incluye un péptido lider de 19 residuos. Cuando se omite el péptido lider, la masa molecular
calculada de la MASP-1 es de 76,976 Da. Tal como se muestra en la figura 3, la secuencia de aminoacidos de la
MASP-1 contiene cuatro sitios de glicosilacion unidos a N. Los dominios de la proteina de la MASP-1 humana (con
referencia a ID. DE SEC. N.° 10) se muestran en la figura 3 e incluyen un dominio de la proteina morfogénica N-
terminal C1r/C1s/ VEFG/ésea de erizo de mar (CUBI) (aa 25-137 de la ID. DE SEC. N.° 10), un dominio similar al
factor de crecimiento epidérmico (aa 139-181 de ID. DE SEC. N.° 10), un segundo dominio CUB (CUBII) (aa 185-296
de la ID. DE SEC. N.° 10), asi como un tandem de dominios de proteina de control del complemento (CCP1 aa 301-
363 y CCP2 aa 367-432 de la ID. DE SEC. N.° 10) y un dominio de serina proteasa (aa 449-694 de la ID. DE SEC.
N.° 10).

El polipéptido MASP-3 humana (ID. DE SEC. N.° 8, de Genbank AAK84071) tiene 728 residuos de aminoacidos, que
incluyen un péptido lider de 19 residuos. Cuando se omiten los péptidos lideres, la masa molecular calculada de la
MASP-3 es 81,873 Da. Tal como se muestra en la figura 3, hay siete sitios de glicosilacion unida a N en la MASP-3.
Los dominios de la proteina de la MASP-3 humana (con referencia a la ID. DE SEC. N.° 8) se muestran en la figura 3
e incluyen un dominio proteina morfogénica N-terminal C1r/C1s/ VEFG/6sea de erizo de mar (CUBI) (aa 25-137 de
ID. DE SEC. N.° 8), un dominio similar al factor de crecimiento epidérmico (aa 139-181 de ID. DE SEC. N.° 8), un
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segundo dominio CUB (CUBII) (aa 185-296 de la ID. DE SEC. N.° 8), asi como un tandem de dominios de proteina
de control del complemento (CCP1 aa 301-363 y CCP2 aa 367-432 de la ID. DE SEC. N.°: 8) y un dominio de serina
proteasa (aa 450-711 de la ID. DE SEC. N.°: 8).

El producto de traduccion de la MASP-3 estd compuesto por una cadena alfa (cadena pesada) que contiene los
dominios CUB-1-EGF-CUB-2-CCP-1-CCP-2 (cadena alfa: aa 1-448 de la ID. DE SEC. N.°: 8) que es comun a la
MASP-1 y a la MASP-3, y a una cadena ligera (cadena beta: aa 449-728 de la ID. DE SEC. N.° 8), que contiene el
dominio de serina proteasa, que es exclusivo de la MASP-3 y de la MASP-1.

3. MASP-2

El gen de la MASP-2 humana esta localizado en el cromosoma 1p36.3-2 (Stover y colaboradores, Cytogenet and
Cell Genet 84: 148-149 (1999) y abarca doce exones, tal como se muestra en la figura 2. La MASP-2 (ID. DE SEC.
N.° 5) y la MAp19 (ID. DE SEC. N.° 2) estan codificados por transcritos de un solo gen estructural generado por
empalme alternativo/poliadenilacion (Stover y colaboradores, Genes and Immunity 2: 119 - 127 (2001)). El ADNc de
la MASP-2 humana (ID. DE SEC. N.% 4) esta codificado por los exones 2, 3,4, 6,7, 8,9, 10, 11y 12. La proteina de
20 kDa se denomina proteina 19 asociada a MBL (“MAp19”, también denominada “sMAP”) (ID. DE SEC. N.° 2),
codificada por la (ID. DE SEC. N.° 1), surge de los exones 2, 3, 4y 5. La MAp19 es una proteina no enzimatica que
contiene la region N-terminal CUB1-EGF de la MASP-2 con cuatro residuos adicionales (EQSL) derivada del exon 5,
tal como se muestra en la figura 2.

El polipéptido de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) tiene 686 residuos de aminoacidos, que incluye un péptido lider de
15 residuos que se escinde después de la secrecion, dando como resultado la forma madura de la MASP-2 humana
(ID. DE SEC. N.° 6). Tal como se muestra en la figura 2, la secuencia de aminoacidos de la MASP-2 no contiene
ningun sitio de glucosilacion unido a N. El polipéptido de la MASP-2 exhibe una estructura molecular similar a MASP-
1, MASP-3 y C1ry C1s, las proteasas del sistema del complemento de C1. Los dominios de la proteina de la MASP-
2 humana (numerada con referencia a la ID. DE SEC. N.° 5) se muestran en la figura 2 e incluyen un dominio de
proteina morfogénica N-terminal C1r/C1s/VEGF/6sea de erizo de mar (CUBI) (aa 24- 136 de la ID. DE SEC. N.° 5),
un dominio similar al factor de crecimiento epidérmico (aa 138-180 de la ID. DE SEC. N.° 5), un segundo dominio
CUB (CUBII) (aa 184-295 de la ID. DE SEC. N.° 5), como asi también un tdndem de dominios de proteinas de
control del complemento (CCP1 aa 300-359 y CCP2 aa 364-431 de la ID. DE SEC. N.° 5) y un dominio de serina
proteasa (aa 445-682 de la ID. DE SEC. N.° 5).

Tal como se muestra en la figura 2, el polipéptido de la MASP-2 tiene una cadena alfa (cadena pesada) que contiene
los dominios CUB-1-EGF-CUB-2-CCP-1-CCP-2 (cadena alfa: aa 1-443 de ID. DE SEC. N.° 5) y una cadena beta
(cadena ligera) que contiene el dominio de serina proteasa (cadena beta: aa 444-686). Los dominios CUB-1, EGF y
CUB-2 son necesarios para la dimerizacion, y los dominios CUB-1, EGF, CUB-2 y CCP-1 contienen el sitio de uniéon
para la MBP. Como se describe en Wallis y colaboradores, J Biol Chem 279: 14065-14073 (2004 ), cada dimero de la
MASP-2 se une a dos subunidades de MBL.

4. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de MASP-1, MASP-2 y MASP-3

La figura 4 es una alineacién de aminoacidos de las secuencias de proteinas de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10),
MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 6) y MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8), que muestra los dominios CUBI, EGF, CUBII, CCP1,
CCP2 y los residuos conservados de la triada catalitica (H, D, S) en los dominios de serina proteasa (SP). El simbolo

“

.” indica una secuencia de aminodacidos idéntica.

La figura 5 es una alineacién de aminoacidos de las secuencias de la cadena alfa, incluida la CUBI-EGF-CUBII-
CCP1-CCP2, de la MASP-1 (cadena alfa: aa 1-447 de la ID. DE SEC. N.° 10), de la MASP-2 (cadena alfa: aa 1-443
de la ID. DE SEC. N.° 5) y de la MASP-3 (cadena alfa: aa 1-448 de la ID. DE SEC. N.° 8). Existen numerosos
parches de identidad en los dominios CUBI, EGF y CUBII, tal como lo indican los recuadros de puntos en la figura 5.
Los dominios CCP1 y CCP2 estan indicados por los recuadros oscuros sombreados. El porcentaje global de
identidad entre las cadenas alfa de las MASP 1/3 humanas y de la MASP-2 humana se proporciona a continuacion,
en la tabla 1.

La figura 6 es una alineacion de aminoacidos de las secuencias de la cadena beta (que incluyen los dominios de la
serina proteasa) de la MASP-1 (cadena beta: aa 448-699 de la ID. DE SEC. N.° 10), de la MASP-2 (cadena beta: aa
444-686 de la ID. DE SEC. N.° 5) y de la MASP-3 (cadena beta: aa 449-728 de la ID. DE SEC. N.° 8). La figura 7A
muestra una alineacion de aminoacidos por pares entre las secuencias de la cadena beta de la MASP-1 (cadena
beta: aa 448-699 de la ID. DE SEC. N.° 10) y de la MASP-2 (cadena beta: aa 444-686 de la ID. DE SEC. N.° 5) La
figura 7B muestra una alineacion de aminoacidos por pares entre las secuencias de la cadena beta de la MASP-1
(cadena beta: aa 448-699 de la ID. DE SEC. N.° 10) y de la MASP-3 (cadena beta: aa 449-728 de la ID. DE SEC.
N.° 8 ) La figura 7C muestra una alineacion de aminoacidos por pares entre las secuencias de la cadena beta de la
MASP-2 (cadena beta: aa 444- 686 de la ID. DE SEC. N.° 5) y de la MASP-3 (cadena beta: aa 449-728 de la ID. DE
SEC. N.° 8 ) Las regiones de identidad en las figuras 5-7 se muestran como recuadros punteados que rodean los

“

aminoacidos idénticos (mostrados como el simbolo “.”).
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El porcentaje de identidad entre las cadenas alfa y beta de las proteinas de las MASP-1, MASP-2 y MASP-3
humanas se proporciona en la tabla 1, presentada a continuacion.

Tabla 1: porcentaje de identidad entre las proteinas de la MASP humana

Porcentaje de identidad entre las cadenas A Porcentaje de identidad entre las cadenas B
MASP-1 MASP-2 MASP-3 MASP-1  |MASP-2 MASP-3

MASP-1 100 % 45,6 % 98 % 100 % 27 % 27 %

MASP-2 45,6 % 100 % 45,4 % 27 % 100 % 28,6 %

MASP-3 98 % 45,4 % 100 % 27 % 28,6 % 100 %

Con respecto a las cadenas alfa (cadenas pesadas), como se indicd anteriormente en la tabla 1, las cadenas alfa de
las MASP-1 y MASP-3 son idénticas (excepto para la secuencia de 15 aminoacidos en el extremo 3 '). El porcentaje
total de identidad entre la cadena alfa de las MASP-2 y MASP-3 es del 45,4 %, con numerosos parches de identidad
en los dominios CUBI-EGF-CUBII, tal como se muestra en la figura 5.

Con respecto a las cadenas beta (cadenas ligeras), el porcentaje global de identidad entre las tres cadenas beta es
bajo, en el intervalo de 27 % a 28 %. Sin embargo, aunque la identidad global entre las tres cadenas B es baja,
existen numerosos parches de identidad, tal como se muestra en la figura 6. Como se muestra adicionalmente en las
figuras 7A-C, los parches idénticos de secuencia se distribuyen mas ampliamente entre las MASP-2 y 3 que entre la
1y2o0la1y3.

Todos los residuos de cisteina presentes en MASP-2, MASP-3, C1r y C1s se alinean con residuos equivalentes en la
MASP-1; sin embargo, la MASP-1 tiene dos residuos de cisteina (en las posiciones 465 y 481 en la cadena L) que
no se encuentran en MASP-2, MASP-3, C1r y C1s. Estos dos residuos de cisteina en la MASP-1 estan en las
posiciones esperadas usadas para formar el puente disulfuro de “histidina-loop”, que se encuentra en la tripsina 'y en
la quimotripsina. Esto sugiere que la MASP-2, la MASP-3, C1r y C1s pueden haber evolucionado, por duplicacion y
divergencia de genes, a partir de la MASP-1 (Nonaka y Miyazawa, Genome Biology 3 Reviews 1001.1-1001.5
(2001)).

5. Funciones/actividades bioldgicas respectivas, incluidos los datos genéticos humanos pertinentes

El papel de los complejos MBL/Ficolina-MASPs en la inmunidad innata esta mediado por la unién dependiente de
calcio de los dominios de lectina tipo C (presentes en la molécula MBL) o mediante la unién de los dominios
similares a fibrindgeno (presentes en la molécula de ficolina) a las estructuras de carbohidratos que se encuentran
en la levadura, bacterias, virus y hongos. Esta fase de reconocimiento provoca la activacion de la proenzima MASP-
2, que luego imita la accion de los C1s activados dentro del complejo C1g-(C1r)2-(C1s) 2 al escindir C4 y C2 para
formar la C3 convertasa C4b2b. Esto permite el depdsito de C4b y C3b sobre los patdégenos diana y, por lo tanto,
promueve la eliminacién y la depuracion a través de la fagocitosis.

La evidencia en la bibliografia reciente sugiere que el complejo de activacion de la via de la lectina solo requiere la
actividad de la MASP-2 para escindir C4 y C2: i) la reconstitucion de un complejo de activacion de lectina-camino
minimo usando MBL recombinante y la MASP-2 expresada de forma recombinante parecen ser suficientes para
escindir efectivamente tanto C4 como C2 in vitro (Vorup Jensen y col., J Immunol 165: 2093-2100 (2000); Rossi y
col., J Biol Chem 276: 40880-40887 (2001); Ambrus y col., J Immunol 170: 1374 - 1382 (2003); Gal y col., J Biol
Chem 280: 33435 - 33444 (2005)); mientras que ii) el suero de ratones con una deficiencia de la MASP-2 dirigida a
genes esta desprovisto de toda actividad funcional de la via de la lectina (Schwaeble y colaboradores, PNAS 108:
7523-7528 (2011)). Recientemente, se describidé una deficiencia genéticamente determinada de la MASP-2
(Stengaard-Pedersen y colaboradores, New Eng. J Med. 349: 554-560, (2003)). La mutacion de un Unico nucleétido
conduce a un intercambio Asp-Gly en el dominio CUB1 y hace que la MASP-2 sea incapaz de unirse a MBL.

Ademas, la caracterizacion funcional de sueros de ratones con deficiencia tanto en MASP-1 como en MASP-3
muestra que la actividad de la via de la lectina es mas lenta, pero que no esta ausente cuando se comparan sueros
de ratones de tipo salvaje y MASP-1/MASP-3 knockout (MASP-1/3") en condiciones fisioldgicas (Takahashi y col., J.
Immunol 180: 6132 - 6138 (2008); Schwaeble y colaboradores, PNAS (2011)). Estos estudios sugieren que, en
contraste con la endopeptidasa efectora C1s de la via clasica, la activacién de la MASP-2 no implica o requiere
esencialmente la actividad de ninguna de las otras serina endopeptidasas asociadas a MBL (es decir, MASP-1 o
MASP-3) y que la actividad proteolitica de la MASP-2 es suficiente para traducir la unién de las moléculas de
reconocimiento de carbohidratos de la via de la lectina (es decir, MBL, ficolinas o CL-11) en la activacion del
complemento. Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que mientras que la MASP-2 tiene la capacidad
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de autoactivarse, la tasa catalitica de activacion de la MASP-1 del zimégeno de la MASP-2 excede la de la escision
de la MASP-2 de su propia forma de zimégeno en aproximadamente 85.000 veces (Héja y colaboradores, PNAS
106: 10498 - 503 (2011); Megyeri y col., J. Biol. Chem. 288 (13): 8922 - 34 (2013)). Por lo tanto, es probable que el
activador primario de la MASP-2 en entornos fisiologicos sea la MASP-1. A juzgar por el tamafo de los fragmentos
de C4 generados y la actividad funcional de la C3 convertasa generada, parece probable que la MASP-2 activada
escinda C4 y C2 de manera idéntica a la llevada a cabo por C1s activado, es decir, en un Unico enlace arginilo
(Arg76 Ala77) dentro de la cadena alfa de C4 y en un Unico enlace arginilo (Arg223 Lys224) dentro de la cadena de
proenzimas de C2. También se ha informado que la MASP de raton (en forma del complejo MBL-MASP de ratén
designado como factor Ra-reactivo) puede, a diferencia de C1s, escindir la cadena alfa del componente C3 del
complemento para producir los fragmentos biolégicamente activos C3a y C3b (Ogata et al, J. Immunol 154: 2351 -
2357 (1995)). Si esto tuviera lugar en el sistema humano, requeriria la escisién de un unico enlace arginilo (Arg77
Ser78) dentro de la cadena alfa de C3. La MASP-2 activada, al igual que los C1s activada, no puede escindir el
componente C5 del complemento. Las actividades proteoliticas de la MASP-1 y de la MASP-2 son inhibidas por el
inhibidor de C1 (Matsushita y colaboradores, J. Immunol 165: 2637-2642 (2000) mientras que el inhibidor de C1 no
reacciona con la MASP-3 (Dahl y colaboradores, Immunity 15: 127 - 135 (2001); Zundel y colaboradores, J. Immunol
172: 4342 - 4350 (2004)).

Las funciones bioldgicas de la MASP-1 y de la MASP-3 han tardado en aparecer. La especificidad del sustrato y el
papel fisiolégico de la MASP-1 han sido un tema de debate desde su descubrimiento. Numerosos sustratos
potenciales han sido identificados durante los ultimos afios. Se sugirid que la MASP-1 puede escindir la C3 nativa
lentamente, y esta escision directa de C3 puede iniciar la cascada del complemento, tal vez con la contribucion de la
via alternativa (Matsushita y colaboradores, J. Immunol 165: 2637-2642 (2000)). Mas tarde se demostré que la
MASP-1 recombinante escinde la forma inactiva (tioéster hidrolizado) de C3 que es improductiva en términos de
iniciar la cascada del complemento (Ambrus y colaboradores, J. Immunol 170: 1374-1382 (2003)). La falta de
actividad de la via de la lectina en las diluciones séricas de ratones con deficiencia de la MASP-2 demostrd
inequivocamente que el mecanismo de derivacion de C3 dirigido por la MASP-1 no existe (Schwaeble y
colaboradores, PNAS 108: 7523-7528 (2011)). Los componentes del complemento que son escindidos por la MASP-
1 con una eficiencia considerable son C2 (Rossi y col., J Biol Chem 276: 40880-40887 (2001); Ambrus y col., J.
Immunol 170: 1374- 1382 (2003)) y la forma de zimégeno del factor D (Takahashi y col., J Exp Med 207: 29-37
(2010)). En cuanto a la capacidad de la MASP-1 para escindir C2, es plausible, por lo tanto, que la MASP-1 pueda
aumentar la capacidad de formacion de C3-convertasa (C4b2a) de la MASP-2 por escision de C2. Esta sugerencia
esta respaldada por la observacién de que la actividad de la via de la lectina esta disminuida en el suero humano
empobrecido en MASP-1 y en el suero de ratones con deficiencia en MASP-1/3 (Takahashi y col., J. Immunol 180:
6132-6138 (2008)), observacion esta que también sugiere que la MASP-1 cumple una funcién en la activacion de la
MASP-2. Ademas, aunque cada C4b depositada por el complejo MBL-MASP puede formar C4b2a convertasa, solo
una de cada cuatro C4b depositadas por el complejo C1 de via clasica puede hacer lo mismo (Rawal y
colaboradores, J Biol Chem 283 (12): 7853-63 (2008)).

La MASP-1 también escinde la MASP-2 y MASP-3 (Megyeri M., y col., J Biol Chem. 2013 mar 29; 288 (13): 8922-
34). Experimentos recientes sugieren que aunque la MASP-2 puede autoactivarse, la MASP-1 es el activador
primario de la MASP-2 del zimdgeno. La activacion de la MASP-2 se retraso en el suero de ratones knockout MASP-
1 (Takahashi y col., J. Immunol 180: 6132-6138 (2008)) y se obtuvo un resultado similar cuando la actividad de la
MASP-1 estuvo bloqueada por un inhibidor especifico en suero humano normal (Kocsis y col., J. Immunol 185 (7):
4169-78 (2010)). Por otra parte, Degn y colaboradores (J. Immunol. 189 (8): 3957-69 (2012)) encontraron que la
MASP-1 es critica para la activacion de la MASP-2 y la posterior escisiéon de C4 en suero humano. La velocidad
catalitica para la conversion de la MASP-2 de zimégeno en MASP-2 activa es mas de 85.000 veces mayor que la
velocidad con la que la MASP-2 puede autoactivarse (Megyeri y col., J Biol. Chem. 288: 8922-8934 (2013); Héja y
col., J Biol. Chem. 287 (24): 20290 - 300 (2012); Héja y colaboradores, PNAS 109: 10498 - 503 (2012)).

Descubrimientos recientes también han vinculado a la MASP-1 con la via alternativa. La MASP-1 puede convertir el
factor D del zimogeno en su forma enzimaticamente activa (Figura 39; Takahashi y col., J Exp Med 207: 29-37
(2010)). Ademas, la MASP-1 activa la forma de zimégeno de la MASP-3 (Megyeri y col., J Biol. Chem. 288: 8922-
8934 (2013); Degn y col., J. Immunol. 189 (8): 3957-69 (2012)), que a su vez puede activar el factor D del zimégeno
(figura 39), asi como también dividir el factor B, otro componente esencial de la via alternativa, en su forma activa
(lwaki y colaboradores, J. Immunol. 187: 3751-58 (2011)). La conversion de pro-factor D y del pro-factor B, sin
embargo, es probable que sea independiente del estado de activacion de LEA-2 y puede ocurrir a través de la
MASP-1 no unida a un complejo.

Varias lineas de evidencia indican que la MASP-1 es una enzima similar a la trombina y que es importante en la
activacion de la via de la coagulacion. La MASP-1 puede escindir varios sustratos de trombina, que incluyen el
fibrinbgeno (Hajela K. y col., Immunobiology 205 (4-5): 467-75 (2002)), el factor XIll (Krarup y col., Biochim Biophys
Acta 1784 (9): 1294 - 1300 (2008)) y el receptor 4 activado por proteasa (PAR4) (Megyeri y colaboradores, J.
Immunol 183 (5): 3409 - 16 (2009)). Ademas, la antitrombina en presencia de heparina es un inhibidor mas eficaz de
la MASP-1 que el inhibidor de C1 (Dobd y col., J Immunol 183: 1207-1214 (2009)). La conexidon entre el
complemento y la via de la coagulacion también se subraya mediante la observacion de que la MASP-2 puede
activar la protrombina (Krarup A. y colaboradores, PLoS One 2 (7): €623 (2007)). La coagulacion limitada representa
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un tipo antiguo de inmunidad innata cuando el coagulo de fibrina previene la propagacion de patégenos invasores. El
fibrinopéptido B liberador tiene actividad proinflamatoria. La escisién mediada por la MASP-1 de PAR4 activa la
reaccion inflamatoria que inicia las células endoteliales (Megyeri y col., J. Immunol 183 (5): 3409-16 (2009)).

La MASP-3 no tiene actividad proteolitica hacia los sustratos C4, C2 o C3. Por el contrario, se informé que la MASP-
3 actia como un inhibidor de la via de la lectina (Dahl y colaboradores, Immunity 15: 127-135 (2001)). Esta
conclusién puede haberse producido porque, a diferencia de la MASP-1 y de la MASP-2, la MASP-3 no es una
enzima de autoactivacion (Zundel S. y col., J. Immunol 172: 4342-4350 (2004); Megyeri y colaboradores, J Biol.
Chem. 288: 8922 - 8934 (2013).

Recientemente, la evidencia de posibles funciones fisioldgicas de la MASP-1 y de la MASP-3 surgi6 a partir de
estudios en ratones transgénicos, utilizando una especie de ratén con una deficiencia combinada de la MASP-1y de
la MASP-3. Si bien los ratones MASP-1/3-knockout tienen una via de la lectina funcional (Schwaeble y
colaboradores, PNAS 108: 7523-7528 (2011)), parecen carecer de actividad de la via alternativa (Takahashi y
colaboradores, JEM 207 (1): 29-37 (2010)). La falta de actividad de la via alternativa parece deberse a un defecto de
procesamiento del factor D del complemento, que es necesario para la actividad de la via alternativa. En los ratones
knockout MASP-1/3, todo el factor D circula como una pro-forma proteoliticamente inactiva, mientras que en el suero
de ratones normales, sustancialmente todo el factor D esta en forma activa. El analisis bioquimico sugirid que la
MASP-1 puede ser capaz de convertir el factor D del complemento desde su forma de zimégeno a su forma
enzimaticamente activa (Figura 39; Takahashi y col., JEM 207 (1): 29-37 (2010)). La MASP-3 también escinde el
zimégeno del pro-factor D y produce el factor D activo in vitro (Figura 39; Takahashi y col., JEM 207 (1): 29-37
(2010)). El factor D esta presente como una enzima activa en la circulacion en individuos normales, y la MASP-1 y la
MASP-3, asi como la HTRA-1, pueden ser responsables de esta activacion. Ademas, los ratones con deficiencias
combinadas de MBL y ficolina aun producen niveles normales de factor D y tienen una via alternativa
completamente funcional. Por lo tanto, estas funciones fisiologicas de la MASP-1 y de la MASP-3 no implican
necesariamente lectinas, y por lo tanto no estan relacionadas con la via de la lectina. La MASP-3 recombinante de
ratén y humano también parece escindir el factor B y apoyar el depésito de C3 en el S. aureus in vitro (figura 36,
Iwaki D. y col., J. Immunol 187 (7): 3751-8 (2011)).

Un papel fisiolégico inesperado para MASP-3 ha surgido a partir de estudios recientes de pacientes con sindrome de
3MC (anteriormente denominado sindrome de Carnevale, Mingarelli, Malpuech y Michels; OMIM n.° 257920). Estos
pacientes presentan anomalias graves del desarrollo, como paladar hendido, labio leporino, malformaciones
craneales y retraso mental. El analisis genético identifico pacientes con 3MC que eran homocigoéticos para un gen
disfuncional de la MASP-3 (Rooryck y colaboradores, Nat Genet. 43 (3): 197-203 (2011)). Se encontré que otro
grupo de pacientes con 3MC era homocigético para una mutacién en el gen de la MASP-1 que conduce a la
ausencia de proteinas funcionales de la MASP-1 y la MASP-3. Sin embargo, otro grupo de pacientes con 3MC
carecia de un gen CL-11 funcional. (Rooryck y col., Nat Genet. 43 (3): 197 - 203 (2011)). Por lo tanto, el eje CL-11
MASP-3 parece jugar un papel durante el desarrollo embrionario. Los mecanismos moleculares de esta via de
desarrollo no estan claros. Sin embargo, es poco probable que estén mediados por un proceso convencional
impulsado por el complemento, ya que los individuos con deficiencias de los componentes C3 comunes del
complemento no desarrollan este sindrome. Por lo tanto, antes del descubrimiento de los presentes inventores,
como se describe en este documento, no se habia establecido un papel funcional para MASP-3 en la activacion del
complemento dependiente de la lectina.

Las estructuras del fragmento catalitico de la MASP-1 y de la MASP-2 se han determinado mediante cristalografia
de rayos X. La comparacion estructural del dominio de proteasa de la MASP-1 con los de otfras proteasas del
complemento revel6 la base de su especificidad de sustrato relajado (Dobd y col., J. Immunol 183: 1207-1214
(2009)). Aunque la accesibilidad del surco de unién al sustrato de la MASP-2 esta restringida por bucles superficiales
(Harmat y colaboradores, J Mol Biol 342: 1533-1546 (2004)), la MASP-1 tiene un bolsillo de unién al sustrato abierto
que se parece al de tripsina en lugar de otras proteasas del complemento. Una propiedad similar a la trombina de la
estructura de la MASP-1 es el bucle de 60 aminoacidos inusualmente grande (bucle B) que puede interactuar con
los sustratos. Otra caracteristica interesante de la estructura MASP-1 es el puente salino interno entre el S1 Asp189
y el Arg224. Se puede encontrar un puente de sal similar en el bolsillo de unién al sustrato del factor D, que puede
regular su actividad de proteasa. C1s y MASP-2 tienen especificidades de sustrato casi idénticas.
Sorprendentemente, algunos de los ocho bucles de superficie de la MASP-2, que determinan las especificidades del
sustrato, tienen conformaciones bastante diferentes en comparaciéon con los de C1s. Esto significa que las dos
enzimas relacionadas funcionalmente interactian con los mismos sustratos de una manera diferente. La estructura
de la MASP-2 del zimégeno muestra un dominio de proteasa inactivo con un agujero de oxianion alterado y un
bolsillo de unién al sustrato (Gal y col., J Biol Chem 280: 33435-33444 (2005)). Sorprendentemente, la MASP-2 del
zimégeno muestra una actividad considerable en un sustrato de proteina grande, C4. Es probable que la estructura
de la MASP-2 del zimégeno sea bastante flexible, permitiendo la transicion entre las formas inactiva y activa. Esta
flexibilidad, que se refleja en la estructura, puede desempefiar un papel en el proceso de autoactivacion.

El analisis de transferencia Northern indica que el higado es la principal fuente de ARNm de la MASP-1 y de la
MASP-2. Utilizando una sonda de ADNc 5' especifica para MASP-1, se observé un transcrito principal de la MASP-1
a 4,8 kb y uno menor, a 3,4 kb aproximadamente, ambos presentes en el higado humano y de ratén (Stover y
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colaboradores, Genes Immunity 4: 374- 84 (2003)). EI ARNm de la MASP-2 (2,6 kb) y el ARNm de la MAp19 (1,0 kb)
se expresan abundantemente en el tejido hepatico. La MASP-3 se expresa en el higado, y también en muchos otros
tejidos, incluido el tejido neuronal (Lynch N. J. y col., J. Immunol 174: 4998-5006 (2005)).

Se descubrié que un paciente con antecedentes de infecciones y enfermedad inflamatoria crénica tenia una forma
mutada de la MASP-2, que no forma un complejo activo de MBL-MASP (Stengaard-Pedersen y col., N Engl J Med
349: 554 - 560 (2003)). Algunos investigadores han determinado que la deficiencia en MBL conduce a una tendencia
a infecciones frecuentes en la infancia (Super y colaboradores, Lancet 2: 1236-1239 (1989), Garred y colaboradores,
Lancet 346: 941-943 (1995) y una menor resistencia a la infeccion por VIH (Nielsen y colaboradores, Clin Exp
Immunol 100: 219 - 222 (1995); Garred y colaboradores, Mol Immunol 33 (suppl 1): 8 (1996)). Sin embargo, otros
estudios no han demostrado una significante correlacion de niveles bajos de MBL con infecciones incrementadas
(Egli y colaboradores, PLoS One. 8 (1): €51983 (2013); Ruskamp vy col., J Infect Dis. 198 (11): 1707-13 (2008);
Israels y colaboradores al., Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 95 (6): F452-61 (2010)). Si bien la bibliografia es mixta,
la deficiencia o la no utilizaciéon de la MASP puede tener un efecto adverso en la capacidad de un individuo para
establecer una defensa inmediata, no dependiente de los anticuerpos contra ciertos patégenos.

iii. Datos que respaldan el nuevo concepto, subrayando las condiciones de ensayo tradicionales que estan
desprovistos de Ca*" y los resultados obtenidos usando un conjunto mas fisiolégico de condiciones que incluyen
Ca++

Varias lineas independientes de pruebas experimentales sélidas proporcionan aqui la conclusiéon de que el camino
de activacién de la via de la lectina del complemento activa el complemento a través de dos mecanismos efectores
independientes: i) LEA-2: una via impulsada por la MASP-2 que media la opsonizacién impulsada por el
complemento, la quimiotaxis (Schwaeble y col., PNAS 108: 7523-7528 (2011)) y la lisis celular, y ii) LEA-1: una
nueva via de activacion dependiente de la MASP-3 que inicia la activacion del complemento al generar la convertasa
C3bBb de la via alternativa, a través de escision y activacion del factor B en las superficies del activador, que luego
catalizaran el depdsito de C3b y la formacion de la convertasa C3bBb alternativa de la via alternativa, que puede dar
como resultado la lisis celular asi como la opsonizacién microbiana. Ademas, como se describe en el presente
documento, la activacion independiente de la lectina del factor B y/o del factor D por la MASP-1, la MASP-3 o la
HTRA-1, o una combinacion de cualquiera de los tres, también puede conducir a la activaciéon del complemento a
través del via alternativa.

Una activacién de la via alternativa impulsada por la MASP-3 dependiente de la via de la lectina parece contribuir a
la division bien establecida mediada por el factor D del factor unido a C3b para lograr tasas de activacion optimas
para la lisis dependiente del complemento, a través de la cascada de activacion terminal, para lisar células
bacterianas mediante la formacion de complejos de ataque a la membrana C5b-9 (MAC) en la superficie celular
(figuras 14-15). Este evento de tasa limitada parece requerir una coordinaciéon 6ptima, ya que es defectuoso en
ausencia de actividad funcional MASP-3, asi como en ausencia de actividad funcional del factor D. Como se
describe en los ejemplos 1-4 de esta memoria, los inventores descubrieron esta funcién de la via de la lectina
dependiente de la MASP-3 cuando se estudi6 el fenotipo de deficiencia de la MASP-2 y la inhibicion de la MASP-2
en modelos experimentales de raton de infeccion por N. menigitidis. Los ratones dirigidos a genes, con deficiencia
en MASP-2 y los ratones de tipo salvaje tratados con inhibidores de la MASP-2 basados en anticuerpos eran
altamente resistentes a la infeccion experimental por N. menigitidis (ver las figuras 8-12). Cuando la dosis infecciosa
se ajusté para obtener aproximadamente un 60 % de mortalidad en los compafieros de camada de tipo salvaje,
todos los ratones con deficiencia de la MASP-2 o MASP-2 combatieron la infeccién y sobrevivieron (véanse la figura
8 y la figura 12). Este grado extremadamente alto de resistencia se reflejé en un aumento significativo de la actividad
bactericida sérica en suero de ratén con deficiencia de MASP-2 o reduccién de MASP-2. Experimentos adicionales
mostraron que esta actividad bactericida dependia de la lisis bacteriana inducida por la via alternativa. Los sueros de
ratones con deficiencia del factor B o del factor D o de C3 no mostraron actividad bactericida frente a N. meningitidis,
lo que indica que la via alternativa es esencial para dirigir la cascada de activacion terminal. Un resultado
sorprendente fue que los sueros de raton con deficiencias de MBL-A y MBL-C (ambas moléculas de reconocimiento
de la via de la lectina que reconocen al N. meningitidis), asi como los sueros de ratén con deficiencia en las serina
proteasas MASP-1 y MASP-3 asociadas con la via de la lectina, habian perdido toda la actividad bacteriolitica hacia
N. meningitidis (figura 15). Un documento reciente (Takahashi M. y colaboradores, JEM 207: 29-37 (2010)) y el
trabajo presentado en este documento (figura 39) demuestran que la MASP-1 puede convertir la forma de zimégeno
del factor D en su forma enzimaticamente activa y puede explicar en parte la pérdida de actividad litica a través de la
ausencia del factor D enzimaticamente activo en estos sueros. Esto no explica la falta de actividad bactericida en
ratones con deficiencia en MBL ya que estos ratones tienen factor D enzimaticamente activo normal (Banda y
colaboradores, Mol. Imunol 49 (1-2): 281-9 (2011)). Sorprendentemente, cuando se prueban sueros humanos de
pacientes con el raro trastorno autosémico recesivo 3MC (Rooryck C, y colaboradores, Nat Genet. 43 (3): 197-203)
con mutaciones que vuelven disfuncional el dominio de serina proteasa de la MASP-3, no se detecté actividad
bactericida contra N. meningitidis, (nota importante: estos sueros tienen MASP-1 y factor D, pero no MASP-3).

La hipotesis de que el suero humano requiere actividad dependiente de la MASP-3 mediada por la via de la lectina
para desarrollar actividad bactericida esta respaldada, ademas, por la observacién de que los sueros humanos con
deficiencia en MBL tampoco pueden lisar N. meningitidis (figuras 13-14). La MBL es la Unica molécula humana de
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reconocimiento de la via de la lectina que se une a este patdgeno. Como la MASP-3 no se autoactiva, los inventores
plantean la hipétesis de que la mayor actividad bacteriolitica en sueros con deficiencia en MASP-2 podria explicarse
por una activacion favorecida de la MASP-3, a través de la MASP-1 ya que, en ausencia de la MASP-2, todos los
complejos de activacion por la via de la lectina que se unen a la superficie bacteriana se cargaran con cualquiera
MASP-1 o MASP-3. Dado que la MASP-3 activado escinde tanto el factor D (figura 39) como el factor B para generar
sus respectivas formas enzimaticamente activas in vitro (figura 37 e lwaki D., y col., J. Immunol.187 (7): 3751-3758
(2011))), la funcién mas probable de la MASP-3 es facilitar la formacion de la C3 convertasa de la via alternativa (es
decir, C3bBb).

Si bien los datos para el papel dependiente de la lectina son convincentes, multiples experimentos sugieren que la
MASP-3 y MASP-1 no estan necesariamente obligadas a funcionar en un complejo con moléculas de lectina.
Experimentos tales como el mostrado en la figura 35B demuestran la capacidad de la MASP-3 para activar la via
alternativa (como se demostré mediante el depdsito de C3b sobre S. aureus), en condiciones (es decir, la presencia
de EGTA) en las que los complejos con lectina no estarian presentes. La figura 35A demuestra que el depdsito en
estas condiciones depende del factor B, del factor D y del factor P, todos componentes criticos de la via alternativa.
Adicionalmente, la activacion del factor D por la MASP-3 y MASP-1 (figura 39), y la activacion del factor B por la
MASP-3 (figura 37) pueden ocurrir in vitro en ausencia de lectina. Finalmente, los estudios de hemdlisis de eritrocitos
de ratén en presencia de suero humano demuestran un papel claro tanto para MBL como para MASP-3 para la lisis
celular. Sin embargo, la deficiencia en MBL no reproduce completamente la gravedad de la deficiencia de la MASP-
3, en contraste con lo que se esperaria si todas las MASP-3 funcionales formaran complejo con MBL. Por lo tanto,
los inventores no desean verse limitados por la nocidon de que todas las funciones para la MASP-3 (y la MASP-1)
demostradas en la presente pueden atribuirse Unicamente a la funcién asociada con la lectina.

La identificacién de los dos brazos efectores de la via de la lectina, asi como las posibles funciones independientes
de lectina de la MASP-1, MASP-3 y HTRA-1, representan oportunidades novedosas de intervenciones terapéuticas
para tratar eficazmente patologias humanas definidas causadas por un exceso activacion del complemento, en
presencia de patégenos microbianos o células hospedadoras alteradas o depdsitos metabdlicos. Como se describe
en este documento, los inventores ahora han descubierto que, en ausencia de la MASP-3 y en presencia de la
MASP-1, la via alternativa no se activa en las estructuras superficiales (véanse las figuras 17-18, 35B, 41-42, 45-
46). Como la via alternativa es importante para impulsar los eventos limitantes de la velocidad que conducen a la
lisis bacteriana asi como a la lisis celular (Mathieson PW, y col., JExp Med 177 (6): 1827-3 (1993)), nuestros
resultados demuestran que la activacion MASP-3 juega un papel importante en la actividad litica del complemento.
Como se muestra en las figuras 14-15, 21-23, 43-44 y 46-47, en el suero de pacientes con 3MC que carecen de la
MASP-3 pero no de la MASP-1, la cascada de activacion terminal litica del complemento es defectuosa. Los datos
mostrados en las figuras 14 y 15 demuestran una pérdida de actividad bacteriolitica en ausencia de actividad
funcional de MASP-3 y/o MASP-1/MASP-3. Asimismo, la pérdida de actividad hemolitica en suero humano con
deficiencia en MASP-3 (figuras 21-23, 43-44 y 46-47), junto con la capacidad de reconstituir la hemdlisis mediante la
adicion de la MASP-3 recombinante (figuras 46-47), apoya firmemente la conclusion de que la activacion de la via
alternativa en las superficies diana (que es esencial para conducir la lisis mediada por el complemento) depende de
la presencia de la MASP-3 activada. Con base en el nuevo concepto de la via de la lectina detallado anteriormente,
la activacion de la via alternativa de las superficies diana depende asi de LEA-1 y/o la activacion independiente de la
lectina del factor B y/o del factor D, que también estd mediada por la MASP-3 vy, por lo tanto, los agentes que
bloguean la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 evitaran la activaciéon de la via alternativa en las
superficies diana.

La descripcion del papel esencial del inicio dependiente de la MASP-3 de la activacion de la via alternativa implica
que la via alternativa no es una via independiente y autonoma de activacion del complemento, como se describe
esencialmente en todos los libros de texto médicos actuales y articulos de revision recientes sobre el complemento.
La opiniéon cientifica actual y ampliamente aceptada es que la via alternativa se activa en la superficie de ciertos
blancos particulados (microbios, zimosano y eritrocitos de conejo), a través de la amplificacion de la activacion
espontanea de C3 “tic-over”. Sin embargo, la ausencia de toda activacion de la via alternativa en sueros de ratones
con doble deficiencia MASP-1 y MASP-3 y en el suero de pacientes humanos con 3MC en placas recubiertas con
zimosano y dos bacterias diferentes (N. meningitidis y S. aureus), y la reduccién de hemolisis de eritrocitos en
sueros con deficiencia en MASP-3 de humanos y ratones indican que la iniciacion de la activacion de la via
alternativa en estas superficies requiere de la MASP-3 funcional. El papel requerido para la MASP-3 puede ser
dependiente de la lectina o independiente de ella, y conduce a la formacion de complejos de C3 convertasa y C5
convertasa, es decir, C3bBb y C3bBb(C3b)n, respectivamente. Por lo tanto, los inventores aqui describen la
existencia de vias de iniciacion previamente elusivas para la via alternativa. Esta via de iniciacion depende: (i) del
LEA-1, un brazo de activacion recién descubierto de la via de la lectina, y/o (ii) de las funciones independientes de la
lectina de las proteinas MASP-3, MASP-1 y HTRA-1.

lll. El papel de la MASP-2 y de la MASP-3 en la hemoglobinuria nocturna paroxismica y métodos terapéuticos
usando agentes inhibidores de MASP-2 y MASP-3

i. Descripcion de la HPN
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La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), también conocida como sindrome de Marchiafava-Micheli, es una
enfermedad de la sangre adquirida y potencialmente mortal. La HPN puede desarrollarse por si misma, conocida
como “HPN primaria”, o en el contexto de otros trastornos de la médula 6sea, como la anemia aplasica, conocida
como “HPN secundaria”. La mayoria de los casos son HPN primaria. La HPN se caracteriza por la destruccién de los
glébulos rojos (hemdlisis) inducida por el complemento, por bajos recuentos de globulos rojos (anemia), trombosis y
falla de la médula 6sea. Los hallazgos de laboratorio en la HPN muestran cambios consistentes con la anemia
hemolitica intravascular: baja concentracion de hemoglobina, lactatodeshidrogenasa elevada, recuento elevado de
reticulocitos (glébulos rojos inmaduros liberados por la médula 6sea para reemplazar las células destruidas),
aumento de la bilirrubina (un producto de degradacion de la hemoglobina), en ausencia de anticuerpos de unién a
RBC [red blood cells, gldébulos rojos] autorreactivos como una posible causa.

El sello distintivo de la HPN es la hemdlisis crénica mediada por el complemento, causada por la activaciéon no
regulada de los componentes terminales del complemento, incluido el complejo de ataque a la membrana, en la
superficie de los glébulos rojos circulantes. Los RBC de HPN estan sujetos a la activacion incontrolada del
complemento y la hemolisis debido a la ausencia de los reguladores del complemento CD55 y CD59 en su superficie
(Lindorfer, MA, y col., Blood 115 (11): 2283-91 (2010), Risitano, y colaboradores, Mini-Reviews en Medicinal
Chemistry, 11: 528-535 (2011)). Los CD55 y CD59 se expresan abundantemente en los RBC normales y controlan la
activacion del complemento. CD55 actia como un regulador negativo de la via alternativa, inhibiendo el ensamblaje
del complejo de la C3 convertasa de la via alternativa (C3bBb) y acelerando la descomposicion de la convertasa
preformada, bloqueando asi la formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC). EI CD59 inhibe
directamente el complejo de ataque a la membrana del complemento uniendo el complejo C5b678 e impidiendo que
C9 se una y polimerice.

Si bien la hemdlisis y la anemia son las caracteristicas clinicas dominantes de la HPN, la enfermedad es un trastorno
hematolégico complejo, que incluye, ademas, trombosis e insuficiencia de la médula 6sea como parte de los
hallazgos clinicos (Risitano et al, Mini Reviews en Med Chem 11: 528-535 (2011)). A nivel molecular, la HPN es
causada por la expansion clonal anormal de células madre hematopoyéticas que carecen de un gen PIG A funcional.
El PIG A es un gen ligado a X que codifica una glucosil-fosfatidil inositol transferasa requerida para la expresion
estable en la superficie de glucoproteinas de clase A ancladas a GPI, incluso CD55 y CD59. Por razones que estan
actualmente bajo investigacion, las células madre hematopoyéticas con un gen PIG A disfuncional que surgen como
resultado de mutaciones somaticas espontaneas pueden experimentar una expansion clonal hasta el punto donde
su progenie constituye una porcion significativa del conjunto de células hematopoyéticas periféricas. Si bien la
progenie de los eritrocitos y los linfocitos del clon de células madre mutantes carecen de CD55 y CD59, solo los RBC
se someten a una lisis evidente después de que ingresan a la circulacion.

El tratamiento actual para la HPN incluye transfusion de sangre para la anemia, anticoagulacién para la trombosis y
el uso del anticuerpo monoclonal eculizumab (Soliris®), que protege las células sanguineas contra la
inmunodestruccion, al inhibir el sistema del complemento (Hillmen P. y colaboradores, N Engl. J Med. 350 (6): 552 -
559 (2004)). El eculizumab (Soliris®) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se dirige al componente C5 del
complemento, bloqueando su escision por las C5 convertasas, evitando asi la produccion de C5a y el ensamblaje de
MAC. EIl tratamiento con eculizumab en pacientes con HPN ha resultado en una reduccién de la hemodlisis
intravascular, segun se mide por la lactato-deshidrogenasa (LDH), que conduce a la estabilizacion de la
hemoglobina y la independencia de la transfusion en aproximadamente la mitad de los pacientes (Risitano et al,
Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 11(6) (2011)). Si bien casi todos los pacientes sometidos a terapia con
eculizumab alcanzan niveles normales o casi normales de LDH (debido al control de la hemdlisis intravascular), solo
aproximadamente un tercio de los pacientes alcanzan un valor de hemoglobina de aproximadamente 11 g/dl y los
pacientes restantes con eculizumab contindan exhibiendo una anemia moderada a grave (es decir, dependiente de
transfusiones), en proporciones aproximadamente iguales (Risitano AM y colaboradores, Blood 113: 4094-100
(2009)). Como se describe en Risitano y colaboradores, Mini Reviews en Medicinal Chemistry 11: 528-535 (2011),
se demostrd que los pacientes con HPN tratados con eculizumab contenian grandes cantidades de fragmentos de
C3 unidos a sus eritrocitos de HPN (mientras que los pacientes no tratados no los tenian). Este hallazgo condujo al
reconocimiento de que en pacientes con HPN tratados con Soliris, los RBH de la HPN que ya no son hemolizados
debido al bloqueo de C5 ahora pueden acumular cantidades copiosas de fragmentos de C3 unidos a la membrana,
que funcionan como opsoninas, lo cual da como resultado que queden atrapados en las células reticuloendoteliales
a través de receptores de C3 especificos y de la hemdlisis extravascular posterior. Por lo tanto, mientras se previene
la hemolisis intravascular y las secuelas resultantes, la terapia con eculizumab simplemente desvia la disposicion de
estos RBC de la hemodlisis intravascular a la extravascular, lo cual deriva en una anemia residual no tratada
sustancial en muchos pacientes (Risitano AM y colaboradores, Blood 113: 4094-100 (2009)). Por lo tanto, se
necesitan estrategias terapéuticas ademas del uso de eculizumab para aquellos pacientes que desarrollan hemolisis
extravascular mediada por fragmentos de C3, porque contintan requiriendo transfusiones de glébulos rojos. Tales
enfoques de direccionamiento de fragmentos C3 han demostrado utilidad en sistemas experimentales (Lindorfer y
colaboradores, Blood 115: 2283-91, 2010).

ii. Mecanismos de inicio del complemento en la HPN
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La relaciéon causal entre la expresion defectuosa en la superficie de los reguladores negativos del complemento
CD55 y CD59 en la HPN, combinada con la efectividad del eculizumab para prevenir la hemolisis intravascular,
define claramente a la HPN como una afeccion mediada por el sistema del complemento. Si bien este paradigma es
ampliamente aceptado, la naturaleza de los eventos que inician la activacion del complemento y la o las vias de
activacion del complemento involucradas permanecen sin resolver. Debido a que CD55 y CD59 regulan
negativamente los pasos de amplificacion terminales en la cascada del complemento comuin a todas las vias de
inicio del complemento, la deficiencia de estas moléculas conducira a una formacion exagerada e integracion de la
membrana de los complejos de ataque a la membrana, independientemente de si la activacion del complemento se
inicia por la via de la lectina, por la via clasica o por el giro espontaneo de la via alternativa. Por lo tanto, en
pacientes con HPN, cualquier evento de activacion del complemento que conduzca al depésito de C3b en la
superficie de los RBC puede desencadenar una posterior amplificacion y hemdlisis patoldgica (intravascular y/o
extravascular) y precipitar una crisis hemolitica. La clara comprensiéon mecanistica de los eventos moleculares que
desencadenan la crisis hemolitica en pacientes con HPN ha permanecido difusa. Debido a que ningun evento
iniciador del complemento es manifiestamente evidente en pacientes con HPN que sufren a crisis hemoliticas, la
opinién predominante es que la activacion del complemento en la HPN puede ocurrir espontaneamente debido a la
al bajo nivel “tick-over” de activacion de la via alternativa, que posteriormente se magnifica por el control inapropiado
de la activacion del complemento terminal debido a la falta de CD55 y CD59.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que en su historia natural, la HPN generalmente se desarrolla o se
exacerba después de ciertos eventos, como una infeccién o una lesion (Risitano, Biologics 2:205-222 (2008)), que
se ha demostrado que desencadenan la activacion del complemento. Esta respuesta de activacion del complemento
no depende de la inmunidad previa del hospedador hacia el patégeno incitador y, por lo tanto, probablemente no
involucre la via clasica. Por el contrario, parece que esta respuesta de activacion del complemento se inicia
mediante la unién de lectina a patrones de carbohidratos extrafios o “autoalterados” expresados en la superficie de
agentes microbianos o tejidos dafiados del hospedador, por lo que los eventos que precipitan la crisis hemolitica en
la HPN estan estrechamente relacionados con la activacion del complemento iniciado a través de lectinas. Esto hace
que sea muy probable que las vias de activacion de la lectina proporcionen el desencadenante iniciador que
finalmente conduce a la hemdlisis en pacientes con HPN.

Usando patdgenos bien definidos que activan el complemento a través de lectinas como modelos experimentales
para diseccionar las cascadas de activacién a nivel molecular, demostramos que, dependiendo del microbio
incitador, la activacion del complemento puede ser iniciada por LEA-2 o LEA-1, lo que lleva a la opsonizacion y/o
lisis. Este mismo principio de respuestas duales (es decir, opsonizacion y/o lisis) para eventos de iniciacion de
lectina probablemente también se aplicara a otros tipos de agentes infecciosos, o a la activacion del complemento
por las lectinas después del dafo tisular al hospedador, u otros eventos de activacion del complemento impulsados
por la lectina que pueden precipitar la HPN. Sobre la base de esta dualidad en la via de la lectina, inferimos que la
activacion del complemento iniciada por LEA-2 y/o LEA-1 en pacientes con HPN promueve la opsonizacion y/o lisis
de los glébulos rojos con C3b y la posterior hemdlisis extravascular e intravascular. Por lo tanto, en el contexto de la
HPN, se esperaria que la inhibicién tanto de LEA-1 como de LEA-2 aborde tanto la hemdlisis intravascular como la
extravascular, proporcionando una ventaja significativa sobre el inhibidor de C5, eculizumab.

Se ha determinado que la exposicién al S. pneumoniae desencadena preferentemente la activacién dependiente de
la lectina de LEA-2, que conduce a la opsonizacién de este microbio con C3b. Dado que el S. pneumonia es
resistente a la lisis mediada por MAC, su eliminacién de la circulaciéon se produce mediante la opsonizacién con C3b.
Esta opsonizacion y posterior eliminacion de la circulacion depende de LEA-2, como lo indica el control bacteriano
comprometido en ratones con deficiencia de la MASP-2 y en ratones tratados con anticuerpos monoclonales de la
MASP-2 (PLOS Pathog., 8: €1002793 (2012))..

Al explorar el papel de LEA-2 en las respuestas del hospedador innato a agentes microbianos, probamos patégenos
adicionales. Se observo un resultado dramaticamente diferente cuando se estudio el Neisseria meningitidis como un
organismo modelo. El N. meningitidis también activa el complemento a través de lectinas, y se requiere la activacion
del complemento para la contencion de las infecciones por N. meningitidis en el hospedador no tratado previamente.
Sin embargo, el LEA-2 no desempefia un papel funcional protector del hospedador en esta respuesta: como se
muestra en las figuras 8 y 9, el bloqueo de LEA-2 a través de la ablaciéon genética de la MASP-2 no reduce la
supervivencia después de la infeccion con N. meningitidis. Por el contrario, el bloqueo de LEA-2 mediante ablacion
de la MASP-2 mejoro significativamente la supervivencia (figuras 8 y 9) y los puntajes de la enfermedad (figura 11)
en estos estudios. El bloqueo de LEA-2 mediante la administracion del anticuerpo de la MASP-2 produjo el mismo
resultado (figura 12), eliminando los efectos secundarios o compensatorios en la especie de ratén knock-out como
una posible causa. Estos resultados favorables en animales con ablacién de LEA-2 se asociaron con una
eliminacion mas rapida de N. meningitidis de la sangre (figura 10). Ademas, como se describe en la presente
memoria descriptiva, la incubacién de N. meningitidis con suero humano normal maté al N. meningitidis (figura 13).
La adicién de un anticuerpo monoclonal funcional especifico para la MASP-2 humana que bloquea al LEA-2, pero no
la administracion de un anticuerpo monoclonal de control de isotipo, puede potenciar esta respuesta de exterminio.
Sin embargo, este proceso depende de lectinas y de un sistema de complemento al menos parcialmente funcional,
ya que el suero humano con deficiencia en MBL o el suero humano inactivado por calor no fue capaz de matar N.
meningitidis (figura 13). Colectivamente, estos nuevos hallazgos sugieren que las infecciones por N. meningitidis en
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presencia de un sistema de complemento funcional se controlan por una via de activacion del complemento
dependiente de la lectina pero independiente de LEA-2.

La hipotesis de que LEA-1 puede ser la via del complemento responsable de la muerte dependiente de la lectina de
N. meningitidis se probd usando una muestra de suero de un paciente con 3MC. Este paciente era homocigoto para
una mutacion sin sentido en el exén 12 del gen MASP-1/3. Como resultado, este paciente carecia de una proteina
de la MASP-3 funcional, pero por lo demas, tenia suficiencia de complemento (el exén 12 es especifico para el
transcrito de la MASP-3; la mutacion no tiene efecto en la funcién o en los niveles de expresion de la MASP-1) (ver
Nat Genet 43). (3): 197-203 (2011)). El suero humano normal mata eficientemente al N. meningitidis, pero el suero
inactivado por calor con deficiencia en MBL (una de las moléculas de reconocimiento para la via de la lectina) y el
suero con deficiencia en MASP-3 no pudieron matar a N. meningitidis (figura 14). Por lo tanto, el LEA-1 parece
mediar la muerte de N. meningitidis. Este hallazgo se confirmé usando muestras de suero de especies de ratones
knockout. Mientras que el suero de ratén normal que contiene el destruye facilmente al N. meningitidis, el suero de
ratén con deficiencia en MBL o con deficiencia en MASP-1/3 fue tan ineficaz como el suero inactivado por calor que
carece de complemento funcional (figura 15). Por el contrario, el suero con deficiencia en MASP-2 exhibié un
exterminio eficiente de N. meningitidis.

Estos hallazgos proporcionan evidencia de una dualidad hasta ahora desconocida en la via de la lectina al revelar la
existencia de vias separadas de LEA-2 y LEA-1 de activacion del complemento dependiente de la lectina. En los
ejemplos detallados anteriormente, LEA-2 y LEA-1 no son redundantes y median resultados funcionales distintos.
Los datos sugieren que ciertos tipos de activadores de la via de la lectina (que incluyen pero no se limitan al S.
pneumonia) inician preferentemente la activaciéon del complemento a través de LEA-2, lo que conduce a la
opsonizacion, mientras que otros (ejemplificados por N. meningitidis) inician preferentemente la activacion del
complemento a través de LEA-1 y promueven procesos citoliticos. Los datos, sin embargo, no necesariamente
limitan al LEA-2 a la opsonizacioén y al LEA-1 a los procesos citoliticos, ya que ambas vias en otros entornos pueden
mediar la opsonizacion y/o la lisis.

En el contexto de la activacion del complemento dependiente de la lectina por N. meningitidis, las ramas del LEA-2 y
LEA-1 parecen competir entre si, ya que el bloqueo de LEA-2 intensifica la destruccion litica dependiente de LEA-1
del organismo in vitro (figura 15). Como se detall6 anteriormente, este hallazgo puede explicarse por la mayor
probabilidad de que los complejos de la MASP-1 de la lectina que residen en las proximidades de los complejos de
la MASP-3 de la lectina en ausencia de la MASP-2, mejoraran la activacion de LEA-1 y promoveran una lisis mas
efectiva del N. meningitides. Debido a que la lisis de N. meningitidis es el principal mecanismo de proteccion en el
hospedador naive, el bloqueo del LEA-2 in vivo aumenta la depuracion del N. meningitidis y conduce a un mejor
exterminio.

Si bien los ejemplos discutidos anteriormente ilustran efectos opuestos de LEA-2 y LEA-1 con respecto a los
resultados después de la infeccion con N. meningitidis, puede haber otros entornos donde tanto LEA-2 como LEA-1
pueden sinergizarse para producir un determinado resultado. Como se detalla a continuacion, en otras situaciones
de activacién patoldgica del complemento mediante las lectinas, tales como las presentes en HPN, la activacion del
complemento inducida por LEA-2 y LEA-1 puede cooperar de forma sinérgica para contribuir a la patologia global de
la HPN. Ademas, como se describe en este documento, la MASP-3 también contribuye a la conversion
independiente de la lectina del factor B y del factor D, que puede ocurrir en ausencia de Ca"", lo cual conduce
comunmente a la conversion de C3bB en C3bBb y del pro-factor D al factor D, que puede contribuir ain mas a la
patologia de la HPN.

iii. Biologia y actividad funcional esperada en HPN

Esta seccion describe los efectos inhibidores del bloqueo de LEA-2 y LEA-1 sobre la hemdlisis en un modelo in vitro
de la HPN. Los hallazgos respaldan la utilidad de los agentes bloqueadores de LEA-2 (que incluyen, entre otros,
anticuerpos que se unen y bloquean la funciéon de la MASP-2) y agentes bloqueadores de LEA-1 (incluidos, entre
otros, anticuerpos que se unen a la funciéon de la activacion de la MASP-3, MASP-3 o ambas mediadas por la MASP-
1y la bloquean) para tratar sujetos que padecen uno o mas aspectos de la HPN, y también el uso de inhibidores de
la activacion del complemento de LEA-2 y/o LEA-1 y/o dependiente de la MASP-3, independiente de la lectina
(incluidos los inhibidores de la MASP-2, inhibidores de la MASP-3 e inhibidores de MASP-2/MASP-3 duales o
biespecificos o inhibidores de la MASP-1/MASP-2, e inhibidores de la MASP-1/MASP-2/MASP-3 pan-especificos)
para mejorar los efectos de la hemdlisis extravascular mediada por fragmentos C3 en pacientes con HPN sometidos
a terapia con un inhibidor de C5 tal como eculizumab.

iv. Inhibidores de la MASP-2 para bloquear la opsonizacion y la hemdlisis extravascular de los RBC de la HPN a
través del sistema reticuloendotelial

Como se ha detallado anteriormente, los pacientes con HPN se vuelven anémicos debido a dos mecanismos
distintos de depuracion de los RBC de la circulacion: hemolisis intravascular por activacion del complejo de ataque a
la membrana (MAC) y hemdlisis extravascular después de la opsonizacién con C3b y la depuracion posterior
después de la union del receptor del complemento y la captacion por el sistema reticuloendotelial. La hemdlisis
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intravascular se previene en gran medida cuando un paciente es tratado con eculizumab. Debido a que eculizumab
bloguea el mecanismo efector litico terminal que ocurre después tanto del evento de activacion que inicia el
complemento como de la opsonizacion subsiguiente, eculizumab no bloquea la hemdlisis extravascular (Risitano
A.M. y colaboradores, Blood 113: 4094-100 (2009)). En cambio, los glébulos rojos que se habrian sometido a
hemodlisis en pacientes con HPN no tratados ahora pueden acumular proteinas C3b activadas en su superficie, lo
que aumenta la captacion por el sistema reticuloendotelial y mejora su hemdlisis extravascular. Por lo tanto, el
tratamiento con eculizumab desvia de manera efectiva la disposiciéon de los RBC de la hemdlisis intravascular a una
posible hemdlisis extravascular. Como resultado, algunos pacientes con HPN tratados con eculizumab permanecen
anémicos. De ello se desprende que los agentes que bloquean la activacion del complemento corriente arriba y
evitan la opsonizacion de los RBC de la HPN pueden ser particularmente adecuados para bloquear la hemdlisis
extravascular ocasionalmente observada con eculizumab.

Los datos microbianos presentados aqui sugieren que el LEA-2 es a menudo la via dominante para la opsonizacion
dependiente de la lectina. Ademas, cuando se evalud la opsonizacion dependiente de la lectina (medida como
depdsito de C3b) en tres superficies de activacion de lectina prototipicas (manano, figura 19A; zimosano, figura 19B
y S. pneumonia; figura 19C), el LEA-2 parece ser la via dominante para la opsonizacién dependiente de la lectina en
condiciones fisioldgicas (es decir, en presencia de Ca*™ en el que todas las vias del complemento son operativas).
En estas condiciones experimentales, el suero con deficiencia en MASP-2 (que carece de LEA-2) es
sustancialmente menos eficaz en la opsonizacion de las superficies de prueba que el suero de WT. El suero con
deficiencia de la MASP-1/3 (que carece de LEA-1) también esta comprometido, aunque este efecto es mucho menos
pronunciado en comparacion con el suero que carece de LEA-2. La magnitud relativa de las contribuciones de LEA-
2 y LEA-1 a la opsonizacion impulsada por lectina se ilustra adicionalmente en las figuras 20A-20C. Aunque se ha
informado que la via alternativa del complemento apoya la opsonizacion de las superficies activadoras de lectina en
ausencia de la via de la lectina o la via clasica (Selander y colaboradores, J Clin Invest 116 (5): 1425-1434 (2006)),
la via alternativa en el aislamiento (medida en condiciones de ensayo libres de Ca*") parece sustancialmente menos
efectiva que los procesos iniciados pro LEA-2 y LEA-1 descritos en este documento. Por extrapolacion, estos datos
sugieren que la opsonizacion de los RBC de la HPN también puede ser iniciada preferentemente por el LEA-2 y, en
menor medida, por el LEA-1 (posiblemente amplificado por el circuito de amplificacion de via alternativa), en lugar
del resultado de lectina independiente activacién alternativa de la via. Por lo tanto, se puede esperar que los
inhibidores de LEA-2 sean mas efectivos para limitar la opsonizacion y prevenir la hemdlisis extravascular en la
HPN. Sin embargo, el reconocimiento del hecho de que las lectinas distintas de MBL, como las ficolinas, se unen a
estructuras no carbohidratadas como las proteinas acetiladas, y que la MASP-3 se asocia preferentemente con la H-
ficolina (Skjoedt y col., Immunobiol. 215: 921-931, 2010), deja abierta la posibilidad de un papel significativo para
LEA-1 en la opsonizacion de RBC asociada a HPN también. Por lo tanto, se espera que los inhibidores de LEA-1
tengan efectos anti-opsonizacion adicionales, y se espera que la combinacién de los inhibidores de LEA-1 y LEA-2
sea Optima y medie el beneficio mas sélido del tratamiento para limitar la opsonizacién y la hemolisis extravascular
en pacientes con HPN. Este concepto esta respaldado por los datos de opsonizacion que se muestran en la figura
28: el suero de ratén con déficit de factor D (que carece de la capacidad de activar la via alternativa en fase fluida,
pero que tiene una via clasica funcional asi como las vias LEA-1 y LEA-2 funcionales) no muestra déficit en la
opsonizacioén, en comparacion con el suero WT. El suero con deficiencia en factor B, que carece de LEA-1, muestra
una opsonizacioén reducida, mientras que el suero con deficiencia en el factor D tratado con anticuerpo monoclonal
de la MASP-2 para bloquear la activacion del complemento mediada por LEA-2 produce una supresion mas
marcada de la opsonizacion (figura 28). Es importante destacar que la adicion de anticuerpo monoclonal de la
MASP-2 al suero con deficiencia en factor B suprimioé la opsonizaciéon de un modo mas eficaz que el bloqueo de la
MASP-2 o el bloqueo del factor D solo. Por lo tanto, el LEA-2 y el LEA-1 actdan de forma aditiva o sinérgica para
promover la opsonizacion, y se espera que un inhibidor de LEA-1/LEA-2 multirreactivo o biespecifico sea mas eficaz
para bloquear la opsonizacion y la hemodlisis extravascular en la HPN.

v. El papel de los inhibidores de la MASP-3 en la HPN

Utilizando un modelo in vitro de la HPN, demostramos que la activacion del complemento y la hemodlisis resultante en
la HPN se inician mediante la activacion de LEA-2 y/o LEA-1, y que no es una funciéon independiente de la via
alternativa. Estos estudios usaron RBC sensibilizados con manano de varias especies de raton, incluso glébulos
rojos de ratones con deficiencia de Crry (un importante regulador negativo de la via del complemento terminal en
ratones) asi como RBC de ratones con deficiencia en CD55/CD59, que carecen de los mismos reguladores del
complemento que estan ausentes en pacientes con HPN). Cuando los RBC con deficiencia en Crry y sensibilizados
con manano se expusieron al suero humano con suficiencia de complemento, los RBC se hemolizaron
efectivamente a una concentracion sérica del 3 % (figura 21 y 22), mientras que el suero carente de complemento
(HI: inactivado por calor) no fue hemolitico. Sorprendentemente, el suero con suficiencia del complemento donde
LEA-2 se bloqued mediante la adicion de anticuerpo de la MASP-2 tuvo una actividad hemolitica reducida, y se
necesité un 6 % de suero para la hemdlisis efectiva. Se hicieron observaciones similares cuando se ensayaron RBC
con deficiencia en CD55/CD59 (figura 24). El suero humano con complemento suficiente suplementado con
anticuerpo monoclonal de la MASP-2 (es decir, suero en el que se suprime LEA-2) fue aproximadamente dos veces
menos eficaz que el suero no tratado para respaldar la hemdlisis. Ademas, se necesitaron concentraciones mas
altas de suero bloqueado con LEA-2 (es decir, tratado con anticuerpo monoclonal anti-MASP-2) para promover la
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hemolisis efectiva de los globulos blancos de WT no tratados, en comparacion con el suero no tratado (figura 23).

Aun mas sorprendentemente, el suero de un paciente con 3MC homocigético para una proteina de la MASP-3
disfuncional (y por lo tanto carente de LEA-1) fue completamente incapaz de hemolizar los RBC con deficiencia en
Crry y sensibilizados con manano (figura 22 y figura 23). Se observé un resultado similar cuando se usaron RBC
normales no sensibilizados: tal como se muestra en la figura 23, el suero defectuoso en LEA-1 aislado de un
paciente con 3MC fue completamente ineficaz para mediar en la hemdlisis. En conjunto, estos datos indican que
mientras el LEA-2 contribuye significativamente a la respuesta de la hemodlisis intravascular, el LEA-1 es la via de
iniciacion del complemento predominante que conduce a la hemodlisis. Por lo tanto, aunque se espera que los
agentes bloqueadores LEA-2 reduzcan significativamente la hemodlisis intravascular de los glébulos rojos en
pacientes con HPN, es previsible que los agentes bloqueadores LEA-1 tengan un efecto mas profundo y eliminen en
gran medida la hemolisis impulsada por el complemento.

Debe observarse que el suero del paciente con 3MC con deficiencia en LEA-1 utilizado en este estudio poseia una
via alternativa disminuida pero funcional cuando se la probd en condiciones de ensayo de via alternativa
convencional (figura 17). Este hallazgo sugiere que el LEA-1 hace una mayor contribucidon a la hemdlisis que la
actividad de la via alternativa, como se define convencionalmente en este entorno experimental de la HPN. Por
deduccion, se da a entender que los agentes bloqueadores del LEA-1 seran al menos tan efectivos como los
agentes que bloquean oftros aspectos de la via alternativa en la prevencion o el tratamiento de la hemdlisis
intravascular en pacientes con HPN.

vi. Papel de los inhibidores MASP-2 en HPN

Los datos presentados aqui sugieren los siguientes mecanismos patogénicos para la anemia en HPN: hemodlisis
intravascular debida a la activacion no regulada de los componentes terminales del complemento vy lisis de los RBC
por formacion de la MAC, que se inicia predominante aunque no exclusivamente, por el LEA-1, y la hemdlisis
extravascular causada por opsonizacion de los RBC por C3b, que parece iniciarse predominantemente por el LEA-2.
Si bien es evidente un papel discernible para el LEA-2 en el inicio de la activaciéon del complemento y la promocion
de la formacion de la MAC y hemdlisis, este proceso parece ser sustancialmente menos eficaz que la activacion del
complemento iniciada por el LEA-1 que conduce a la hemdlisis. Por lo tanto, se espera que los agentes
bloqueadores de LEA-2 reduzcan significativamente la hemodlisis intravascular en pacientes con HPN, aunque es
previsible que esta actividad terapéutica sea solo parcial. En comparacioén, se espera una reducciéon mas sustancial
en la hemdlisis intravascular en pacientes con HPN para agentes bloqueadores de LEA-1.

La hemodlisis extravascular, un mecanismo menos dramatico pero igualmente importante de la destruccion de los
glébulos rojos que conduce a la anemia en HPN, es principalmente el resultado de la opsonizaciéon por C3b, que
parece estar mediado predominantemente por el LEA-2. Por lo tanto, se puede esperar que los agentes
bloqueadores de LEA-2 bloqueen preferentemente la opsonizacion de RBC y la consiguiente hemdlisis extravascular
en la HPN. Es previsible que esta actividad terapéutica unica de los agentes bloqueadores de LEA-2 proporcione un
beneficio de tratamiento significativo para todos los pacientes con HPN, ya que hoy en dia no existe tratamiento para
aquellos pacientes con HPN que sufren este proceso patogénico.

vii. Inhibidores del LEA-2 como tratamiento adyuvante de los inhibidores del LEA-1 o agentes bloqueadores del
complemento terminal

Los datos presentados aqui detallan dos mecanismos patogénicos para la depuracién de los RBC y la anemia en la
HPN que pueden ser dirigidos, por separado o en combinacién, por clases distintas de agentes terapéuticos: la
hemdlisis intravascular iniciada de un modo predominante, aunque no exclusivo, por el LEA-1 y por lo tanto
previsible que pueda ser prevenido de un modo eficaz por un agente bloqueador del LEA-1, y la hemdlisis
extravascular debida a la opsonizacion de C3b impulsada predominantemente por el LEA-2, y asi evitada
efectivamente por un agente bloqueador de LEA-2.

Esta bien documentado que los mecanismos de hemodlisis, tanto intravasculares como extravasculares, conducen a
la anemia en pacientes con HPN (Risitano y colaboradores, Blood 113: 4094-4100 (2009)). Por lo tanto, es de
esperar que un agente bloqueador del LEA-1 que prevenga la hemodlisis intravascular en combinacién con un agente
bloqueador de LEA-2 que prevenga principalmente la hemdlisis extravascular sean mas efectivos que cualquiera de
los agentes solos para prevenir la anemia que se desarrolla en pacientes con HPN. De hecho, es previsible que la
combinacién de agentes bloqueadores de LEA-1 y LEA-2 evite todos los mecanismos relevantes de iniciacion del
complemento en la HPN y asi bloquee todos los sintomas de la anemia en la HPN.

También se sabe que los agentes bloqueadores de C5 (como eculizumab) bloquean eficazmente la hemdlisis
intravascular, pero no interfieren con la opsonizacion. Esto deja a algunos pacientes con HPN tratados con anti-C5
con una anemia residual sustancial, debido a la hemdlisis extravascular mediada por el LEA-2 que permanece sin
tratar. Por lo tanto, es de esperar que un agente bloqueador de C5 (como eculizumab), que previene la hemdlisis
intravascular, en combinacién con un agente bloqueador LEA-2, que reduce la hemdlisis extravascular, sean mas
efectivos que cualquiera de los dos agentes solos para prevenir la anemia que se desarrolla en pacientes con HPN.
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También se prevé que otros agentes que bloquean el bucle de amplificacién terminal del sistema del complemento
que conduce a la activacion de C5 y al deposito de MAC (incluidos, entre otros, los agentes que bloquean la
properdina, el factor B o el factor D o que potencian la actividad inhibidora del factor I, factor H o de otros factores
inhibidores del complemento) inhiban la hemdlisis intravascular. Sin embargo, no es de esperar que estos agentes
interfieran con la opsonizacion mediada por el LEA-2 en pacientes con HPN. Esto deja a algunos pacientes con HPN
y tratados con dichos agentes con una anemia residual sustancial, debido a la hemdlisis extravascular mediada por
el LEA-2 que permanece sin tratar. Por lo tanto, es previsible que el tratamiento con tales agentes que previenen la
hemdlisis intravascular, en combinacion con un agente bloqueador del LEA-2 que minimiza la hemdlisis
extravascular, sea mas efectivo que cualquiera de los dos agentes solos para prevenir la anemia que se desarrolla
en pacientes con HPN. De hecho, se prevé que la combinacion de tales agentes y un agente bloqueador de LEA-2
evite todos los mecanismos relevantes de destruccion de los RBC en la HPN y asi bloquee todos los sintomas de
anemia en HPN.

viii. Uso de anticuerpos multiples, biespecificos o panespecificos de LEA-1 y LEA-2 para tratar la HPN

Como se detall6 anteriormente, se espera que el uso de una combinacion de agentes farmacoldgicos que bloqueen
individualmente LEA-1 y LEA-2, y que por tanto bloqueen todos los eventos de activacion del complemento que
median la hemdlisis intravascular y extravascular, brinde el mejor resultado para pacientes con HPN. Este resultado
se puede lograr, por ejemplo, mediante la administracién conjunta de un anticuerpo que tiene actividad bloqueadora
de LEA-1 junto con un anticuerpo que tiene actividad bloqueadora de LEA-2. En algunos casos, las actividades
bloqueadoras de LEA-1 y LEA-2 se combinan en una sola entidad molecular, y esa entidad con actividad combinada
de LEA-1 y LEA-2 bloqueara eficazmente la hemdlisis intravascular y extravascular y prevendra la anemia en la
HPN. Tal entidad puede comprender un anticuerpo biespecifico — o consistir en él— donde un sitio de combinacion
del antigeno reconoce especificamente a la MASP-1 y bloguea al LEA-1 y disminuye el LEA-2, y el segundo sitio de
combinacién del antigeno reconoce especificamente a la MASP-2 y bloquea ademas al LEA-2. Alternativamente,
dicha entidad puede consistir en un anticuerpo monoclonal biespecifico en el que un sitio de combinacién de
antigeno reconoce especificamente a la MASP-3 y, por lo tanto, bloquea al LEA-1, y el segundo sitio de combinacién
de antigeno reconoce especificamente a la MASP-2 y bloquea al LEA-2. Dicha entidad puede consistir 6ptimamente
en un anticuerpo monoclonal biespecifico en el que un sitio de combinaciéon de antigeno reconoce especificamente
tanto a la MASP-1 como a la MASP-3 y asi bloquea al LEA-1 y disminuye el LEA-2 mientras que el segundo sitio de
combinacion de antigeno reconoce especificamente a la MASP-2 y bloquea también al LEA-2. Sobre la base de las
similitudes en la secuencia y arquitectura de la proteina en general, también puede contemplarse que es posible
desarrollar un anticuerpo convencional con dos sitios de unién idénticos que se unan especificamente a MASP-1y a
MASP-2 y a MASP-3 de una manera funcional, logrando asi el bloqueo funcional de LEA-1 y LEA-2. Se espera que
dicho anticuerpo con actividad inhibidora de pan-MASP bloquee tanto la hemdlisis intravascular como la
extravascular y, por lo tanto, trate eficazmente la anemia en pacientes con HPN.

IV. AGENTES INHIBIDORES DE LA MASP

Con el reconocimiento de que la via de la lectina del complemento estd compuesta por dos ramas principales de
activacion del complemento, LEA-1 y LEA-2, y que también hay una rama de activacion del complemento
independiente de la lectina, se llega a la conclusién de que seria muy deseable inhibir especificamente uno o mas
de estas ramas efectoras que causan una patologia asociada con la HPN sin cerrar por completo las capacidades
de defensa inmune del complemento (es decir, dejar la via clasica intacta). Esto dejaria intacto el sistema de
activacion del complemento dependiente de C1q para manejar el procesamiento del complejo inmunitario y ayudar
en la defensa del hospedador contra la infeccion.

i. Composiciones para inhibir la activaciéon del complemento mediado por el LEA-1

Como se describe en este documento, los inventores han descubierto inesperadamente que la activacion de LEA-1,
que conduce a la lisis, es dependiente de la MASP-3. Como se describe ademas aqui, en condiciones fisiologicas, la
activacion de LEA-1 dependiente de la MASP-3 también contribuye a la opsonizacion, proporcionando asi un efecto
aditivo con la activacion del complemento mediada por el LEA-2. Como se demuestra en el ejemplo 7, en presencia
de Ca'", no se requiere factor D, ya que la MASP-3 puede impulsar la activacién de LEA-1 en los sueros con factor
D" La MASP-3, la MASP-1 y la HTRA-1 son capaces de convertir el pro-factor D en factor activo D. Asimismo, la
activacion de la MASP-3 parece depender, en muchos casos, de la MASP-1, ya que la MASP-3 (en contraste con la
MASP-1 y la MASP- 2) no es una enzima de autoactivacion y es incapaz de convertirse en su forma activa sin la
ayuda de la MASP-1 (Zundel, S. y col., J Immunol., 172: 4342- 4350 (2004); Megyeri y colaboradores, J Biol. Chem.
288: 8922 - 8934 (2013). Como la MASP-3 no se autoactiva y, en muchos casos, requiere que la actividad de la
MASP-1 para convertirse en su forma enzimaticamente activa, la activacién mediada por la MASP-3 de C3Bb de la
C3 convertasa de la via alternativa puede inhibirse dirigiendo el zimégeno de MASP-3 o la MASP-3 ya activada, o
dirigiendo la activacion de la MASP-3 mediada por la MASP-1, o ambas, dado que, en muchos casos, en ausencia
de actividad funcional de la MASP-1, la MASP-3 permanece en su forma de zimégeno y no es capaz de impulsar el
LEA-1 a través de la formacion directa de la C3 convertasa de la via alternativa (C3bBb).
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El componente de proteina preferido como objetivo en el desarrollo de agentes terapéuticos para inhibir
especificamente el LEA-1 es un inhibidor de la MASP-3 (incluidos los inhibidores de la activacion de la MASP-3
mediada por la MASP-1 (por ejemplo, un inhibidor de la MASP-1 que inhibe MASP- 3 activacion)).

De acuerdo con lo anterior, la descripcion proporciona métodos para inhibir los efectos adversos del LEA-1 (es decir,
la hemolisis y la opsonizacion) en un sujeto que padece HPN, o en riesgo de desarrollar HPN, que comprende
administrar al sujeto una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la
MASP-3 eficaz para inhibir la activaciéon del complemento dependiente de la MASP-3 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Los agentes inhibidores de la MASP-3 se administran en una cantidad eficaz para inhibir la activacion del
complemento dependiente de la MASP-3 en un sujeto vivo que padece o esta en riesgo de desarrollar HPN. Los
agentes inhibidores de la MASP-3 representativos incluyen: moléculas que inhiben la actividad biolégica de la
MASP-3, que incluyen moléculas que inhiben al menos uno o mas de los siguientes: activacion del factor B
dependiente de la MASP-3 de la lectina, activacion del pro-factor D dependiente de la MASP-3 de la lectina,
activacion del factor B independiente de la lectina, dependiente de la MASP-3 y activacion del profactor D
independiente de la lectina dependiente de la MASP-3 (tales como inhibidores de moléculas pequefas, anticuerpos
y fragmentos de la MASP-3 o péptidos bloqueantes que interactian con la MASP-3 o interfieren con una interaccion
proteina-proteina) y moléculas que disminuyen la expresion de la MASP-3 (tales como moléculas de acido nucleico
antisentido de la MASP-3, moléculas de ARNi especificas de la MASP-3 y ribozimas de la MASP-3). Un agente
inhibidor de la MASP-3 puede bloquear eficazmente las interacciones proteina-proteina de la MASP-3, interferir con
la dimerizaciéon o ensamblaje de la MASP-3, bloquear la unién a Ca'", interferir con el sitio activo de serina proteasa
de la MASP-3 o reducir la expresién de proteina de la MASP-3, evitando asi que la MASP-3 impulse la activacion del
complemento mediada por el LEA-1 o independiente de la lectina. Los agentes inhibidores de la MASP-3 se pueden
usar solos como una terapia primaria o en combinacidn con otros agentes terapéuticos como una terapia adyuvante
para mejorar los beneficios terapéuticos de otros tratamientos médicos, como se describe adicionalmente en este
documento.

En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une especificamente a una porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.°
8) con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que a otros componentes en el sistema del complemento. En
otro caso, un agente inhibidor de la MASP-3 se une especificamente a una porcion de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.°
8) con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que a otros componentes en el sistema del complemento.
En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une especificamente al dominio de serina proteasa de la MASP-3
(aa 450-711 de la ID. DE SEC. N.° 8) e inhibe la activacion del complemento dependiente de la MASP-3, con la
condicion de que el agente inhibidor no se una al dominio serina proteasa de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), y no
se una al dominio de serina proteasa de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5). En un caso, el agente inhibidor de la
MASP-3 es un anticuerpo monoclonal de la MASP-3, o fragmento del mismo, que se une especificamente a MASP-
3.

En otro caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une especificamente a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC.
N.° 10) con una afinidad de union al menos 10 veces mayor que a otros componentes en el sistema del
complemento e inhibe la activacion mediada por la MASP-1 de la MASP-3. En otro caso, el agente inhibidor de la
MASP-3 se une especificamente a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10) con una afinidad de unién al
menos 100 veces mayor que a otros componentes (es decir, polipéptidos o fragmentos de los mismos) en el sistema
del complemento e inhibe la activacion de la MASP-3 mediada por la MASP-1. En algunos casos, el agente inhibidor
de la MASP-3 se une especificamente al dominio de serina proteasa de la MASP-1 (aa 449-694 de la ID. DE SEC.
N.° 10) e inhibe la activaciéon de la MASP-3 mediada por la MASP-1, con la condicién de que el agente inhibidor no
se una al dominio de serina proteasa de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5), y no se una al dominio de serina proteasa
de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8). En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 es un anticuerpo monoclonal
MASP-1, o fragmento del mismo, que se une especificamente a MASP-1 e inhibe la activacion de la MASP-3
mediada por la MASP-1. En algunos casos, el agente inhibidor de la MASP-3 que se une a MASP-1 inhibe la
activacion de la MASP-3 mediada por la MASP-1 y ademas inhibe la maduracién mediada por la MASP-1 del factor
D.

En otro caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une a una porcion de la MASP-3 (SEQ ID ON: 8) y también se une
a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), con la condicion de que el agente inhibidor no se una a la MASP-
2 (ID. DE SEC. N.° 5), o MAp19 (ID. DE SEC. N.° 3). En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une a una
porcion de la MASP-3 (SEQ ID ON: 8) y también se une a una porcion de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), con la
condicién de que el agente inhibidor no se una a MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) o MAp19 (ID. DE SEC. N.° 3). En un
caso, el agente inhibidor de la MASP-3 se une a una porcion de la MASP-3 (SEQ ID ON: 8) y también se une a una
porcién de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), con la condicién de que el agente inhibidor no se una a MASP-2 (ID. DE
SEC. N.° 5), MAp19 (ID. DE SEC. N.° 3) o MAp44 (ID. DE SEC. N.° 11), proporcionando de ese modo una dosis
inferior efectiva para inhibir la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 debido a la falta de unién a
MAp44, que esta presente a una alta concentracion en suero humano.
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En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 es un agente inhibidor dual MASP-1/MASP-3 que se une a un epitopo
dentro de la region de aminoacidos que se conserva entre MASP-1 y MASP-3, como el dominio CUBI-CCP2 (aa 25-
432 de la ID. DE SEC. N.° 10), como se ilustra en las figuras 3-5. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-3 es
un agente inhibidor dual de MASP-1/MASP-3 que se une a un epitopo dentro de la region de aminoacidos que se
conserva entre MASP-1 y MASP-3, con la condicién de que el inhibidor el agente no se una a MAp44, tal como el
dominio CCP (aa 367-432 de la ID. DE SEC. N.° 10). En otro caso, el agente inhibidor de la MASP-3 es un agente
inhibidor biespecifico, tal como un anticuerpo monoclonal biespecifico, que se une especificamente a un epitopo en
la proteina de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) y un epitopo en la proteina de MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10). En
algunos casos, el agente inhibidor de la MASP-3 es un anticuerpo monoclonal biespecifico que se une al dominio
serina proteasa de la MASP-1 (aa 449-694 de la ID. DE SEC. N.° 10) y también se une a un dominio en la serina
proteasa de la MASP -3 (aa 450-711 de la ID. DE SEC. N.° 8).

La afinidad de union de los agentes inhibidores de la MASP-3 puede determinarse usando un ensayo de union
adecuado.

La inhibicién de la activacién del complemento dependiente de la MASP-3 se caracteriza por al menos uno de los
siguientes cambios en un componente del sistema del complemento que se produce como resultado de la
administracion de un agente inhibidor de la MASP-3 de acuerdo con los métodos de la invencion: la inhibicion de la
activacion del complemento mediada por el LEA-1 (inhibicion de la hemdlisis y/o opsonizacion); inhibicion de la
conversion del factor B independiente de la lectina; inhibicidon de la conversion independiente de la lectina del factor
D, inhibicién de la escisidon especifica de sustrato de serina proteasa de la MASP-3, reduccién de la hemodlisis
(medida, por ejemplo, como se ha descrito en el ejemplo 5) o la reducciéon de la escisién de C3 y el depdsito de C3b
(que se miden, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 4 y en el ejemplo 11).

En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-3 inhiben selectivamente la activacién de complemento de la
MASP-3 (es decir, la activacion de complemento de LEA-1 y/o conversion independiente de la lectina del factor B y/o
la conversion independiente de la lectina del factor D), dejando funcionalmente intacto el sistema de activacion de
complemento dependiente de C1q.

En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-3 son anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que incluyen
anticuerpos MASP-3 y fragmentos de union a MASP-3 de los mismos, anticuerpos de MASP-1 y fragmentos de los
mismos, péptidos naturales y sintéticos o moléculas pequefias. En algunos casos, los agentes inhibidores de la
MASP-3 son inhibidores de la proteasa de moléculas pequefias que son selectivos para la MASP-1, selectivos para
la MASP-3 o selectivos para la MASP-1y la MASP-3.

ii. Composiciones para inhibir la activacion de LEA-2

Como se describe en la presente, la activacion del complemento de LEA-2 depende de la MASP-2-, lo que conduce
a la opsonizacion y/o a la lisis. Por lo tanto, el componente proteico preferido a abordar en el desarrollo de agentes
terapéuticos para inhibir especificamente el sistema del complemento dependiente de la lectina de LEA-2 es la
MASP-2. Se ha demostrado que varias proteinas se unen o interactian con la MASP-2 a través de interacciones
proteina-proteina. Por ejemplo, se sabe que la MASP-2 se une a las proteinas de lectina MBL, H-ficolina y L-ficolina
y colectina-11 y forma complejos dependientes de calcio con ellas. Ma Y., y col., J Innate Immun. Epub 4 de
diciembre (2012). Se ha demostrado que cada complejo MASP-2/lectina activa la produccion del complemento a
través de la escision dependiente de la MASP-2 de las proteinas C4 y C2 (lkeda, K., y col., J Biol. Chem. 262: 7451-
7454, (1987); Matsushita, M., y col., J Exp. Med. 176: 1497 - 2284, (2000); Matsushita, M., y col., J. Immunol. 168:
3502 - 3506, (2002)). Los estudios han demostrado que los dominios CUB1 -EGF de la MASP-2 son esenciales para
la asociacion de la MASP-2 con MBL (Thielens, N.M., y col., J. Immunol., 166: 5068, (2001)). También se ha
demostrado que los dominios CUB1EGFCUBII median la dimerizacién de la MASP-2, que se requiere para la
formacion de un complejo de MBL activo (Wallis, R., y col., J Biol. Chem. 275: 30962-30969, 2000). Por lo tanto, se
pueden identificar agentes inhibidores de la MASP-2 que se unan o interfieran con las regiones diana de la MASP-2
que, segun se sabe, son importantes para la activacion del complemento dependiente de la MASP-2.

De acuerdo con lo anterior, la invencién proporciona métodos para inhibir los efectos adversos de la activacién del
complemento de LEA-2 en un sujeto que padece HPN, o que corre el riesgo de desarrollar HPN, los cuales
comprenden administrar al sujeto una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad de un agente
inhibidor de la MASP-2 eficaz para inhibir la activacion del complemento dependiente de la MASP-2 y un farmaco
farmacéuticamente aceptable.

Los agentes inhibidores de la MASP-2 se administran en una cantidad eficaz para inhibir el LEA-2 dependiente de la
MASP-2 en un sujeto vivo que padece o esta en riesgo de desarrollar HPN. Los agentes inhibidores de la MASP-2
representativos incluyen: moléculas que inhiben la actividad biologica de la MASP-2 (como inhibidores de molécula
pequefia, anticuerpos de MASP-2 o péptidos bloqueadores que interactian con la MASP-2 o interfieren con una
interaccion proteina-proteina), y moléculas que disminuyen la expresion de la MASP-2 (tales como moléculas de
acido nucleico antisentido de la MASP-2, moléculas de ARNi especificas de la MASP-2 y ribozimas MASP-2),
impidiendo asi que la MASP-2 active el LEA-2.
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Un agente inhibidor de la MASP-2 puede bloquear eficazmente las interacciones proteina-proteina de la MASP-2,
interferir con la dimerizacion o ensamblaje de la MASP-2, bloquear la unién a Ca'", interferir con el sitio activo de
serina proteasa de la MASP-2 o puede reducir la expresion de la proteina de la MASP-2, impidiendo asi que la
MASP-2 active el LEA-2. Los agentes inhibidores de la MASP-2 se pueden usar solos como una terapia primaria o
en combinacion con otros agentes terapéuticos como una terapia adyuvante para mejorar los beneficios terapéuticos
de otros tratamientos médicos, como se describe adicionalmente en este documento.

En un caso, el agente inhibidor de la MASP-2 se une especificamente a una porcion de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.°
5) con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que a otros antigenos en el sistema del complemento. En
otro caso, el agente inhibidor de la MASP-2 se une especificamente a una porcion de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5)
con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que a otros antigenos en el sistema del complemento. En un
caso, el agente inhibidor de la MASP-2 se une especificamente por al menos a uno de los siguientes: (i) el dominio
CCP1-CCP2 (aa 300-431 de la ID. DE SEC. N.° 5) o el dominio de serina proteasa de la MASP-2 (aa 445- 682 de la
ID. DE SEC. N.° 5) e inhibe la activacion del complemento dependiente de la MASP-2, con la condiciéon de que el
agente inhibidor no se una al dominio de serina proteasa de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), y no se una al dominio
de serina proteasa de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8). En un caso, el agente inhibidor de la MASP-2 es un
anticuerpo monoclonal de MASP-2, o un fragmento del mismo que se une especificamente a MASP-2.

La afinidad de unién del agente inhibidor de la MASP-2 puede determinarse usando un ensayo de unién adecuado.

La inhibicién de la activacién del complemento dependiente de la MASP-2 se caracteriza por al menos uno de los
siguientes cambios en un componente del sistema del complemento que se produce como resultado de la
administracion de un agente inhibidor de la MASP-2, de acuerdo con los métodos de la invencion: la inhibicion de la
generacion o produccion de los productos de sistema de activacion del complemento dependientes de la MASP-2
C4b, C3a, C5a y/o C5b-9 (MAC) (medidos, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 2 de la patente de los
Estados Unidos No. 7.919.094 ), la reduccion de la escision de C4 y el depdsito de C4b (lo cual se mide, por ejemplo
como se describe en el ejemplo 8 o en el ejemplo 9) o la reduccion de la escisién de C3 y el depdsito de C3b
(medidos, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 11).

En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-2 inhiben selectivamente la activacion del complemento
MASP-2 (es decir, LEA-2), dejando funcionalmente intacto el sistema de activacion del complemento dependiente de
C1q.

En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-2 son anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que incluyen
anticuerpos MASP-2 y fragmentos de los mismos de unién a la MASP-2, péptidos naturales y sintéticos, o moléculas
pequefas. En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-2 son inhibidores de proteasa de moléculas
pequenas, que son selectivos para MASP-2.

iii. Composiciones para inhibir la activacion del complemento mediada por el LEA-1 y la activacion del complemento
mediada por el LEA-2

En otro aspecto, la invenciéon proporciona métodos para inhibir los efectos adversos de LEA-1 e inhibir los efectos
adversos de LEA-2 en un sujeto que padece uno o mas aspectos de HPN o que corre el riesgo de padecer HPN.

En un caso, este aspecto de la invencién se refiere a un método para aumentar la supervivencia de los glébulos
rojos en un sujeto que padece HPN, que comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una
cantidad de al menos uno de los siguientes: un agente inhibidor de la MASP-1 y/o un agente inhibidor de la MASP-3
eficaz para aumentar la supervivencia de los glébulos rojos. En un caso, la composicién comprende un agente
inhibidor de la MASP-1. En un caso, el agente inhibidor de la MASP-1 inhibe la activacion del complemento mediada
por la MASP-3 y también inhibe la activacion del complemento mediada por la MASP-2.

En un caso, la composicion comprende un agente inhibidor de la MASP-3. En un caso, el agente inhibidor de la
MASP-3 inhibe al menos uno de lo siguiente: la activacion del factor B dependiente de la lectina MASP-3; la
activacion del factor D dependiente de la MASP-3 de la lectina; la activacion del factor B dependiente de la MASP-3
e independiente de la lectina; y/o la activacion del factor D dependiente de la MASP-3, independiente de la lectina.

En un caso, la composicion comprende un agente inhibidor de la MASP-1 y un agente inhibidor de la MASP-3.

En algunos casos, el método comprende, ademas, administrar al sujeto una composicién que comprende un agente
inhibidor de la MASP-2.

En otro caso, este aspecto de la invencién comprende administrar a un sujeto que padece HPN una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la MASP-2 eficaz para inhibir la activacion del
complemento dependiente de la MASP-2 y una cantidad de un agente inhibidor de la MASP-3 eficaz para inhibir la
activacion del complemento dependiente de la MASP-3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En algunos casos, la composicion comprende un uUnico agente que inhibe LEA-1 y LEA-2 (es decir, un agente
inhibidor dual MASP-2/MASP-3, un agente inhibidor dual MASP-1/MASP-2, un agente inhibidor biespecifico de
MASP-2/MASP-3, un agente inhibidor biespecifico de MASP-1/MASP-2, o un agente inhibidor de pan-MASP-1/2/3 o
agente inhibidor triespecifico de MASP-1/2/3). En algunos casos, la composicion comprende una combinacion de
agentes inhibidores de LEA-1 y LEA-2, por ejemplo, una combinacion de agentes inhibidores duales mas un tnico
agente inhibidor, una combinaciéon de agentes inhibidores biespecificos mas un Unico agente inhibidor, o una
combinacién de cualquiera de los agentes inhibidores de MASP-1, MASP-2 y/o MASP-3 como se describe en la
presente que, en combinacion, inhiben tanto al LEA-1 como al LEA-2, segun se describe adicionalmente en este
documento.

En un caso, se proporciona una composicion farmacéutica para inhibir tanto al LEA-1 como al LEA-2, que
comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3 y al menos un agente inhibidor de la MASP-2 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica comprende una combinacién de una primera molécula
que es un agente inhibidor de la MASP-3 y una segunda molécula que es un agente inhibidor de la MASP-2. En otro
caso, la composicion farmacéutica comprende una sola entidad molecular, que incluye actividad como agente
inhibidor de la MASP-3 y actividad como agente inhibidor de la MASP-2 (es decir, un agente inhibidor que inhibe
tanto la activacion de LEA-2 mediada por la MASP-2 como la activacion de LEA-1 mediada por la MASP-3). En un
caso, el agente inhibidor es un agente inhibidor dual de MASP-2/MASP-3, que se une a un epitopo dentro de una
region de aminoacidos que se conserva entre MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) y MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8), como el
dominio de serina proteasa, por ejemplo la regiéon N-terminal de la cadena beta (por ejemplo, los primeros 150 aa de
la regidon N-terminal de la cadena beta de la ID. DE SEC. N.° 5 e ID. DE SEC. N.° 8), como se muestra en las figuras
4, 6 y 7C. En un caso, el agente inhibidor es un agente inhibidor biespecifico, como un anticuerpo monoclonal
biespecifico, que se une especificamente a un epitopo en la proteina de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) y un epitopo
en la proteina de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8). En algunos casos, el agente inhibidor es un anticuerpo monoclonal
biespecifico que se une por lo menos a uno de los siguientes: el dominio CCP1-CCP2 de la MASP-2 (aa 300-431 de
la ID. DE SEC. N.° 5) o el dominio de serina proteasa de la MASP-2 (aa 445-682 de la ID. DE SEC. N.° 5) y también
se une a un epitopo en la serina proteasa de la MASP-3 (aa 450-711 de la ID. DE SEC. N.° 8).

En otro caso, la descripcién proporciona una composicion para inhibir tanto al LEA-1 como al LEA-2, que comprende
un agente inhibidor que inhibe tanto la activacion de LEA-2 mediada por la MASP-2 como la activacion de la MASP-
3 mediada por la MASP-1, inhibiendo de este modo Activacion de LEA-1 mediada por la MASP-3 (y opcionalmente
también inhibicién de la maduracién mediada por la MASP-1 del factor D). En un caso, el agente inhibidor es un
agente inhibidor dual MASP-1/MASP-2 que se une a un epitopo dentro de una regién de aminoacidos que se
conserva entre MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10) y MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5), tal como el dominio de serina proteasa,
como se muestra en las figuras 4, 6 y 7A. En un caso, el agente inhibidor es un agente inhibidor biespecifico, tal
como un anticuerpo monoclonal biespecifico, que se une especificamente a un epitopo en la proteina de la MASP-1
(ID. DE SEC. N.° 10) y un epitopo en la proteina de la MASP-2 (SEQ) ID NO: 5). En algunos casos, €l agente
inhibidor es un anticuerpo monoclonal biespecifico que se une al dominio de serina proteasa de la MASP-1 (aa 449-
694 de la ID. DE SEC. N.° 10) y también se une a al menos uno de los dominios CCP1-CCP2 de la MASP -2 (aa
300-431 de la ID. DE SEC. N.° 5) o al dominio de serina proteasa de la MASP-2 (aa 445-682 de la ID. DE SEC. N.°
5).

En otro caso, la descripcién proporciona una composicion para inhibir tanto al LEA-1 como al LEA-2, que comprende
un agente inhibidor que inhibe la activacion de LEA-2 mediada por la MASP-2, la activacion de LEA-1 mediada por la
MASP-3 uniéndose directamente a MASP-3 y también inhibe la activacion de la MASP-3 mediada por la MASP-1,
inhibiendo asi la activacion de LEA-1 mediada por la MASP-3 (y opcionalmente también inhibiendo la maduracion
del factor D mediada por la MASP-1). En un caso, el agente inhibidor es un inhibidor de pan-MASP que se une a una
region de aminoacidos que se conserva entre MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) y MASP-3
(ID. DE SEC. N.° 8), por ejemplo, una region conservada en el dominio CUBI-EGF-CUB2, como se muestra en las
figuras 4 y 5. Como se ilustra en las figuras 4 y 5, hay numerosos parches de identidad compartidos entre MASP-1,
MASP-2 y MASP-3 en los dominios CUBI-EGF-CUBII, lo que permite la generacién de anticuerpos MASP pan-
especificos. En algunos casos, el anticuerpo de la MASP pan-especifico puede unirse a un epitopo dentro del
dominio CUB2 de la MASP-1 (aa 185-296 de la ID. DE SEC. N.° 10), MASP-2 (aa 184-295 de la ID. DE SEC. N.° 5)
y MASP-3 (aa 185-296 de la ID. DE SEC. N.° 8). Se observa que un inhibidor de la MASP pan-especifico que se une
a CUBI-EGF de la MASP-1, MASP-2 y MASP-3 también se uniria a MAp19 y MAp44, por lo tanto, la dosis
terapéutica efectiva de dicho inhibidor se ajustaria a un nivel superior para compensar esta uniéon. Se observa
ademas que un inhibidor de la MASP pan-especifico que se une al dominio CUBII de la MASP-1, MASP-2 y MASP-3
también se uniria a MAp44 y, por lo tanto, la dosis terapéutica efectiva de dicho inhibidor se ajustaria a un nivel
superior para compensar esta union.

En un caso, el agente inhibidor es un inhibidor trispecifico de la MASP-1/2/3 que se une a un epitopo en la proteina
de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), a un epitopo en la proteina de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) y a un epitopo en
la proteina de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8). En algunos casos, el agente inhibidor es un anticuerpo monoclonal
triespecifico que se une al dominio serina proteasa de la MASP-1 (aa 449-694 de la ID. DE SEC. N.° 10), que se une
por lo menos a uno de los dominios CCP1-CCP2 de la MASP-2 (aa 300-431 de la ID. DE SEC. N.° 5) o al dominio
de serina proteasa de la MASP-2 (aa 445-682 de la ID. DE SEC. N.° 5) y también se une a un epitopo en la serina
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proteasa de la MASP-3 (aa 450-711 de la ID. DE SEC. N.° 8).

Los ejemplos de agentes inhibidores para inhibir LEA-1, LEA-2 o LEA-1 y LEA-2 se describen a continuacion en la

Tabla 2.

Tabla 2: agentes inhibidores de la MASP

Tipo de inhibidor
de la MASP

Dominio/s de union
al inhibidor

Reactividad cruzada*

Ensayo de la actividad

inhibidora

Utilidad terapéutica

Especifico de la
MASP-3

Dominio de la
serina proteasa
MASP-3 (aa 450-
711 delaID. DE
SEC. N.° 8)

Se une a MASP- 3;
no a MASP- 1;
MASP-2; MAp44 o
MAp19

Inhibicién de la escision
especifica del sustrato de
la serina proteasa de
MASP-3; Inhibicion de
LEA-1, ensayo para la
inhibicion de la activacion
del factor D; inhibicion de
la hemolisis de los RBC no
humanos por suero
humano

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1
(inhibe la lisis y la
opsonizacion)

Especifico de la
MASP-2

Dominio de MASP-
2 CCP1-CCP2 (aa
300-431 de la ID.
DE SEC. N.° 5); 0
dominio de serina
proteasa de la
MASP-2 (aa 445-
682 de la ID. DE
SEC. N.°5)

Se une a MASP- 2;
no a MASP- 1;
MASP-3; MAP19 ni a
MAp44

Inhibicion de la escision
especifica del sustrato de
la proteasa especifica de
la MASP-2, inhibicién de
LEA-2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-2-
(inhibe la
opsonizacion y/o la
lisis)

Especifico de la
MASP-1

Dominio de la
serina proteasa de
MASP-1 (aa449-
694 de la ID. DE
SEC. N.° 10)

Se une a MASP- 1;
no a MASP-2,
MASP-3, MAp44 ni a
MAp19

Inhibicién la escisién
especifica del sustrato de
la proteasa especifica de
MASP-1; inhibicion de
LEA-1y LEA2, ensayo
para la inhibicion de la
activacion del factor D;
ensayo para restaurar la
actividad de AP-1 en el
suero carente de factor D,
suplementado con pro-
factor D

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1y
LEA-2 (inhibe la lisis
y/o la opsonizacion)

Inhibidor dual de
MASP-2/MASP-3
(un anticuerpo se
une una region
conservada)

Region del dominio

de la serina
proteasa
conservada entre

la MASP-2 y la
MASP-3,
especialmente la
region  N-terminal
de la cadena beta
(primeros 150aa)

Se une a MASP-2 y
a MASP-3; no a
MASP-1, MAp44, ni
a MAp19.

Ensayo para la escision
especifica del sustrato de
la proteasa de MASP-2 y
MASP-3. Inhibicion de
LEA-1y LEA-2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1
and LEA-2
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Tipo de inhibidor
de la MASP

Dominio/s de union
al inhibidor

Reactividad cruzada*

Ensayo de la actividad

inhibidora

Utilidad terapéutica

Inhibidor dual de
MASP-1/3  que
excluye MAp44

Dominio CCP2 de
MASP-1/3 (aa
367-432 de la ID.
DE SEC. N.° 10)

Se une a MASP-1
and MASP-3; no a
MAp44, MASP-2 o
MAp19

Ensayo para la escision
especifica del sustrato de
la proteasa de MASP-3 y
MASP-1 e inhibicion el de
la activacion del factor D;
inhibicion de LEA-1 y LEA-
2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1
and LEA-2 (inhibe la
lisis y/o opsonizacion)

Inhibidor dual de
MASP-1/3  que
incluye MAp44

Dominio CuUBI-
CCP1 de MASP-
1/3 (2aa25-363 de la
ID. DE SEC. N.
10)

Se une a MASP-1,
MASP-3, y a MAp44;
no a MASP-2 o
MAp19

Ensayo para la escision
especifica del sustrato de
la proteasa de MASP-3 y
MASP-1 e inhibicion el de
la activacion del factor D;
inhibicion de LEA-1 y LEA-
2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1
and LEA-2 (inhibe la
lisis y/o opsonizacion)

Inhibidor dual de |Region del dominio | Se une a MASP-1 y|Ensayo para la escision|Inhibe la activacion
MASP-1/2 de serina proteasa|a MASP-2; no a|especifica del sustrato de |del complemento
conservada entre| MASP-3, MAp19 o|la proteasa de MASP-1 y|mediada por LEA-1
MASP-1 y MASP- | MAp44 MASP-2; inhibicion de|and LEA-2 (inhibe la
2 LEA-1y LEA-2 lisis y/o opsonizacion)
Pan-inhibidor de | Region conservada | Ademas de a MASP-| Ensayo para la escision|Inhibe la activacion
MASP-1/2/3 de CUB1-EGF-| 1/2/3, se wuniria a|especifica del sustrato de|del complemento
CuB2, MAp44 y | la proteasa especifica para | mediada por LEA-1
especialmente, el | posiblemente a Map | MASP-1, MASP-2 y|and LEA-2 (inhibe la
dominio de CUB2|19 MASP-3 e inhibicion del | lisis y/o opsonizacion)
(sitio de interaccion factor D; inhibicion de
comun) LEA-1y LEA-2
Inhibidor Unién  especifica | Se une aMASP-2 y a| Ensayo para la escision|Inhibe la activacion
biespecifico de|de MASP-2 a|MASP-3; no a| especifica del sustrato de | del complemento
MASP-2/MASP-3 | CCP1-CCP2  (aa | MASP-1, MAp44 o|la proteasa especifica para| mediada por LEA-1
300-431 de la ID.| MAp19 MASP-2 y MASP-3; | and LEA-2 (inhibe la

DE SEC. N.° 5); o
dominio de la
serina proteasa de
MASP-2 (aa 445-
682 de la ID. DE
SEC. N.° 5) y unién
especifica de
MASP-3 al dominio
de serina proteasa
(aa 450-711 de la
ID. DE SEC. N.° 8)

inhibicién de LEA-1 y LEA-
2

lisis y/o opsonizacion)
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Tipo de inhibidor | Dominio/s de unién | Reactividad cruzada* | Ensayo de la actividad | Utilidad terapéutica
de la MASP al inhibidor inhibidora

Inhibidor Dominio de serina|Se une a MASP-1 y|Ensayo para la inhibicion | Inhibe la activacion
biespecifico  de|proteasa de MASP-|a MASP-2; no a|de la escisidon especifica|del complemento

MASP-1/MASP-2

1 (aa449-694 de la
ID. DE SEC. N.°
10), y unién
especifica de la
MASP-2 a CCP1-
CCP2 (aa 300-431
de la ID. DE SEC.
N.° 5); o dominio
de serina proteasa
de MASP-2 (aa
445-682 de la ID.
DE SEC. N.° 5)

MASP-3, MAp19 o
MAp44

del sustrato de la proteasa
especifica para MASP-1 y
MASP-2; inhibicion de
LEA-1y LEA-2

mediada por LEA-1
and LEA-2 (inhibe la
lisis y/o opsonizacion)

Inhibidor
biespecifico de
MASP-1/MASP-3

Dominio de serina
proteasa de MASP-
1 (aa449-694 de la
ID. DE SEC. N.°
10) y unién
especifica de
MASP-3 al dominio
de la proteasa (aa
450-711 de la ID.
DE SEC. N.° 8)

Se une a MASP-1 y
a MASP-3; no a
MASP-2, MAp44 o
MAp19

Ensayo para la escision
especifica del sustrato de
la proteasa de MASP-1 y
MASP-3 e inhibicion de la
activacion del factor D;
inhibicion de LEA-1 y LEA-
2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1 y
LEA-2 (inhibe la lisis
y/o opsonizacion)

Inhibidor
triespecifico de
MASP-1/MASP-2
y MASP-3

Dominio de serina
proteasa de MASP-
1, dominio de
serina proteasa de
MASP-2 o dominio
CCP-CCP2 y
dominio de serina
proteasa de MASP-
3

Se une a MASP-1 y
a MASP-2; y a
MASP-3, no a
MAp19 o MAp44

Ensayo para la escision
especifica del sustrato de
la proteasa de MASP-1,
MASP-2 y MASP-3 e
inhibicion de la activacion
del factor D; inhibicion de
LEA-1y LEA-2

Inhibe la activacion
del complemento
mediada por LEA-1
and LEA-2 (inhibe la
lisis y/o opsonizacion)

* Con respecto a la columna de reactividad cruzada como se expone en la tabla 2, el inhibidor de la MASP
designado se une al dominio de unién del inhibidor con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor (por
ejemplo, al menos 20 veces, al menos 50 veces o al menos 100 veces mayor) que a los otros componentes del
complemento (es decir, polipéptidos o fragmentos de los mismos) enumerados como que “no” se unen.

En algunos casos, la composicion comprende una combinacion de agentes inhibidores de LEA-1 y LEA-2, por
ejemplo, una combinacion de agentes inhibidores Unicos como se describié anteriormente y como se muestra en la
tabla 2. Por ejemplo, la composicion comprende una combinacion de un anticuerpo de MASP-1 y un anticuerpo de la
MASP-2. En un caso, la composicion comprende una combinacion de un anticuerpo de la MASP-1 y un anticuerpo
de la MASP-3. En un caso, la composicion comprende una combinacion de un anticuerpo de la MASP-2 y un
anticuerpo de la MASP-3. En un caso, la composicion comprende una combinacién de un anticuerpo de la MASP-1y
de la MASP-2 y de la MASP-3. En algunos casos, los métodos de la invencién comprenden la administraciéon de una
Unica composicion que comprende una combinacion de agentes inhibidores. En otros casos, los métodos de la
invencion comprenden la coadministracion de composiciones separadas.

En algunos casos, las composiciones comprenden una combinacion de un agente inhibidor dual mas un unico
agente inhibidor (es decir, un inhibidor dual de MASP-2/3 mas un inhibidor de la MASP-1, un inhibidor dual de
MASP-1/3 mas un MASP-2 inhibidor, o un inhibidor dual de MASP-1/2 mas un inhibidor de la MASP-3). Los métodos
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de la invencidon comprenden la coadministracion de composiciones separadas que comprenden un inhibidor dual y
un unico inhibidor.

En algunos casos, las composiciones comprenden una combinacion de un agente inhibidor biespecifico mas un
Unico agente inhibidor (es decir, un inhibidor biespecifico MASP-2/3 mas un inhibidor de la MASP-1, un inhibidor
biespecifico MASP-1/3 mas un MASP-2 inhibidor, o un inhibidor biespecifico MASP-1/2 mas un inhibidor de la
MASP-3). Los métodos de la invencion comprenden la administracion conjunta de composiciones separadas que
comprenden un inhibidor biespecifico y un unico inhibidor.

Se observa que los agentes inhibidores de la MASP-3 y/o los agentes inhibidores de la MASP-2 y/o los agentes
inhibidores de la MASP-1 se usarian para eliminar la proteina diana del plasma, en comparacién con un anticuerpo
C5 que debe localizarse en el sitio de accion.

V. Anticuerpos de la MASP

El agente inhibidor de la MASP comprende un anticuerpo de la MASP (por ejemplo, un anticuerpo de la MASP-1,
MASP-2 o MASP-3) que inhibe al menos una de las vias de activacion del complemento LEA-1 y/o LEA-2. Los
anticuerpos de la MASP Ltiles en este aspecto de la invencién incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales o
recombinantes derivados de cualquier mamifero productor de anticuerpos y pueden ser multiespecificos (es decir,
biespecificos o triespecificos), quiméricos, humanizados, completamente humanos, anti-idiotipo y fragmentos de
anticuerpos. Los fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab’, F(ab),, F(ab'),, fragmentos Fv, fragmentos scFv y
anticuerpos monocatenarios como se descrito en el presente documento.

Los anticuerpos de la MASP pueden cribarse para determinar la capacidad de inhibir el sistema de activacion del
complemento dependiente de LEA-1 o LEA-2, usando los ensayos descritos en este documento. Varios anticuerpos
de MASP-1, MASP-2 y MASP-3 se han descrito en la bibliografia y algunos se han generado recientemente, algunos
de los cuales se enumeran a continuacion en la tabla 3. Estos anticuerpos de MASP ejemplares se pueden cribar
para determinar la capacidad de inhibir el LEA-1 y/o el sistema de activacion del complemento dependiente de LEA-
2, usando los ensayos descritos en este documento. Por ejemplo, como se describe en los ejemplos 11-13 del
presente documento, se han identificado anticuerpos Fab2 de la MASP-2 anti-rata que bloquean la activaciéon del
complemento dependiente de la MASP-2. Como se describe adicionalmente en el ejemplo 14, se han identificado
anticuerpos scFv de la MASP-2 completamente humanos, que bloguean la activacion del complemento dependiente
de la MASP-2. Como se describe adicionalmente en el ejemplo 15, se han generado anticuerpos MASP-3. Una vez
que se identifica un anticuerpo de la MASP que funciona como un inhibidor de LEA-1 o LEA-2, se puede usar en una
composicion farmacéutica como se describe en la presente memoria descriptiva, y también puede usarse para
generar agentes inhibidores biespecificos y triespecificos, como se expone en la tabla 2 y se describe
adicionalmente en este documento (véase, por ejemplo, el ejemplo 8).

Tabla 3: anticuerpos especificos de MASP-1, MASP-2 y MASP-3

Diana Antigeno Tipo de anticuerpo Referencia
MASP-2 Recombinante de | Policlonal de rata Peterson, S.V., y colaboradores,
MASP-2 Mol. Immunol. 37:803-811, 2000
MASP-2 Fragmento de | Anticuerpo  monoclonal | Moller-Kristensen, M., y
CCP1/2-SP de rata (subclase IgG1) |colaboradores, J of Immunol.
recombinante humano Methods 282:159-167, 2003
(MoAb 8B5)
MASP-2 MAp19 (MoAb 6G12)|Anticuerpo  monoclonal | Moller-Kristensen, M., y
recombinante humano | de rata (subclase IgG1) |colaboradores, J of Immunol.
(reacciona de manera Methods 282:159-167, 2003
cruzada con MASP-2)
MASP-2 hMASP-2 Anticuerpo  monoclonal | Peterson, S.V., y colaboradores,
de ratén (S/P) Mol. Immunol. 35:409, Abril 1998
Anticuerpo  monoclonal
de ratén (térm. N)
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Diana

Antigeno

Tipo de anticuerpo

Referencia

MASP-2

hMASP-2 (dominio
CCP 1-CCP2-SP)

Anticuerpo  monoclonal
de rata: Nimoab101,
producido por la linea
celular del hibridoma
03050904 (ECACC)

Documento de
2004/106384

patente

MASP-2

hMASP-2 (de longitud
completa, con etiqueta
his)

IAnticuerpos monoclonales
murinos:

NimoAb104, producido por
la linea celular del
hibridoma  M0545YM035
(DSMZ)

NimoAb108, producido por|
la linea celular del
hibridoma  M0545YM029
(DSMZ)

NimoAb109 producido por
la linea celular del
hibridoma  M0545YM046
(DSMZ)

NimoAb110 producido por
la linea celular del
hibridoma  M0545YM048
(DSMZ)

Documento de patente 2004/106384

MASP-2

MASP-2 de rata (de
longitud completa)

Fragmentos de anticuerpo
Fab2 de MASP-2

Ejemplos 11-12

MASP-2

hMASP-2 (de longitud
completa)

Clones de scFv totalmente|
humanos

Ejemplo 14

MASP-1

hMASP-1 (de longitud
completa)

IAnticuerpos monoclonales
de raton:

MoaAbs1E2 'y  2B11
producidos por la linea
celular del hibridoma 1E2
y 2B11 (no hacen reaccion
cruzada con MASP-2).
Ambos anticuerpos|
reconocen la cadena
pesada comun tanto para
la MASP-1 como para la
MASP-3

Terai |. y colaboradores, Clin Exp
Immunol 110:317-323 (1997);

MoAb1E2: comercializado por Hycult
Biotech Cat#HM2092

MoAb2B11:  comercializado  por
Hycult Biotech: Cat#HM2093

MASP-1

hMASP-1 (de longitud
completa)

IAnticuerpo monoclonal de
raton 4C2

Endo M. y colaboradores, Nephro
Dial Transplant 13:1984-1990 (1998)

MASP-1

hMASP-1 (de longitud
completa)

Anticuerpos de pollo de
MASP-1

Ejemplo 15
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Diana Antigeno Tipo de anticuerpo Referencia
MASP-3 hMASP-3 (de longitudlAnticuerpos monoclonales|Skjoedt y colaboradores,
completa) de ratén: Immunobiology 215(11):921-31
(2010)

MoAb-7D8;MoAb-

7B7;MoAb-8B3 y MoAb-
5H3 MoAb-7D8 y mADb-
5H3 son especificos de Ia
MASP-3, otros hacen
reaccion cruzada con la

MASP-1
MASP-3 hMASP-3 (de longitudAnticuerpos monoclonalesMoller-Kristensen y colaboradores, Int
completa) de rata 38:12-3, Immunol 19:141 (2007);

Comercializados por Hycult Biotech:
No reconoce MASP-1 Cat #HM2216

MASP-3 hMASP-3 (de longitudAnticuerpos de  polloEjemplo 15
completa) MASP-3

i. Anticuerpos MASP con funcion efectora reducida

En algunos casos, los anticuerpos MASP descritos en la presente memoria descriptiva tienen una funcién efectora
reducida, con el fin de reducir la inflamacion que puede surgir de la activacion de la via del complemento clasica. Se
ha demostrado que la capacidad de las moléculas de IgG para desencadenar la via clasica del complemento reside
dentro de la porcion de Fe de la molécula (Duncan, A.R., y colaboradores, Nature 332: 738 - 740 (1988)). Las
moléculas de IgG en las que la porcién de Fe de la molécula se ha eliminado por escision enzimatica estan
desprovistas de esta funcion efectora (véase Harlow, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York, 1988). En consecuencia, los anticuerpos con funcién efectora reducida se pueden generar
como resultado de la falta de la porcién de Fe de la molécula al tener una secuencia de Fe modificada
genéticamente que minimiza la funcion efectora, o que sea del isotipo IgG2 o IgG4 humano.

Los anticuerpos con funcidon efectora reducida se pueden producir mediante manipulacion biolégica molecular
estandar de la porcion de Fe de las cadenas pesadas de IgG, como se describe en Jolliffe y col., Int'l Rev. Immunol.
10: 241 - 250, (1993), y Rodrigues y col., J. Immunol. 151: 6954 - 6961, (1998). Los anticuerpos con funcion efectora
reducida también incluyen los isotipos IgG2 e IgG4 humanos que tienen una capacidad reducida para activar el
complemento y/o interactuar con los receptores de Fe (Ravetch, JV, y col., Annu. Rev. Immunol., 9: 457-492, (1991),
Isaacs, JD, y col., J. Immunol., 148: 3062 - 3071, 1992; van de Winkel, JG, y col., Immunol. Today 14: 215 - 221,
(1993)). Los anticuerpos humanizados o completamente humanos especificos para MASP-1, MASP-2 o MASP-3
humanas (incluso los anticuerpos biespecificos, biespecificos o triespecificos) compuestos por los isotipos 1gG2 o
IgG4 pueden producirse mediante uno de varios métodos conocidos por un experto con los conocimientos comunes
en la materia, como se describe en Vaughan, TJ, y col., Nature Biotechnical 16: 535-539, (1998).

ii. Produccioén de anticuerpos de MASP

Los anticuerpos de MASP-1, MASP-2 o MASP-3 pueden producirse utilizando polipéptidos de MASP-1, MASP-2 o
MASP-3 (por ejemplo, MASP-1 de longitud completa, MASP-1 o MASP-3) o utilizando MASP péptidos antigénicos
portadores del epitopo de la MASP-1, 2 o 3 (por ejemplo, una porcién del polipéptido de la MASP-2). Los péptidos
inmunogénicos pueden ser tan pequefios como de cinco residuos de aminoacidos. Por ejemplo, el polipéptido de la
MASP-2 que incluye la secuencia de aminoacidos completa de la ID. DE SEC. N.° 5 se puede usar para inducir
anticuerpos MASP-2 utiles en el método de la invencion. Los dominios particulares de MASP cuya participacion en
las interacciones proteina-proteina es sabida, tales como los dominios CUBI y CUBI-EGF, asi como la regiéon que
abarca el sitio activo de la serina-proteasa, por ejemplo, como se expone en la tabla 2, pueden expresarse como
polipéptidos recombinantes aplicando métodos ampliamente conocidos en la técnica y usados como antigenos.
Ademas, los péptidos que comprenden una porcion de al menos 6 aminoacidos del polipéptido de la MASP-1 (ID.
DE SEC. N.° 10), o del polipéptido de la MASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5) o del polipéptido de la MASP-3 (ID. DE SEC.
N.° 8) también son utiles para inducir los anticuerpos MASP-1, MASP-2 o MASP-3, respectivamente. Los péptidos y
polipéptidos de MASP usados para generar anticuerpos se pueden aislar como polipéptidos naturales, o péptidos
recombinantes o sintéticos y polipéptidos recombinantes cataliticamente inactivos. Los antigenos utiles para producir
anticuerpos de MASP también incluyen polipéptidos de fusion, tales como las fusiones de un polipéptido de la MASP
0 una porcion del mismo con un polipéptido de inmunoglobulina o con una proteina de uniéon a maltosa. El
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inmunogeno polipeptidico puede ser una molécula de longitud completa o una porciéon de la misma. Si la porcion
polipeptidica es del tipo hapteno, dicha porcion se puede unir ventajosamente o enlazar a un vehiculo
macromolecular (tal como hemocianina de lapa californiana (KLH, keyhole limpet hemocyanin), albumina de suero
bovino (BSA, bovine serum albumin) o toxoide tetanico) para la inmunizacion.

iii. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales contra MASP-1, MASP-2 o MASP-3 se pueden preparar inmunizando un animal con un
polipéptido de la MASP-1, MASP-2 o MASP-3 o con una porcién inmunogénica del mismo, usando métodos bien
conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Green y colaboradores, “Production of Polyclonal
Antisera”, en Immunochemical Protocols (Manson, ed.). La inmunogenia de un polipéptido de la MASP puede
aumentarse mediante el uso de un adyuvante, entre los que se incluyen los geles minerales, tales como hidréxido de
aluminio o adyuvante de Freund (completo o incompleto), las sustancias tensioactivas, tales como lisolecitina,
polioles plurénicos, polianiones, emulsiones oleosas, KLH y dinitrofenol. Los anticuerpos policlonales se producen
tipicamente en animales tales como caballos, vacas, perros, pollos, ratas, ratones, conejos, cobayos, cabras u
ovejas. Alternativamente, un anticuerpo de la MASP dtil en la presente invencion también puede obtenerse de un
primate infrahumano. Se pueden encontrar técnicas generales para generar anticuerpos Utiles para el diagnodstico y
el tratamiento en mandriles, por ejemplo, en Goldenberg y col.,, Publicacién de patente internacional N.° WO
91/11465, y en Losman, M.J., y col., Int. J Cancer 46: 310, (1990). Entonces se producen sueros que contienen
anticuerpos inmunoldgicamente activos a partir de la sangre de tales animales inmunizados, usando procedimientos
estandar bien conocidos en la técnica.

iv. Anticuerpos monoclonales

En algunos casos, el agente inhibidor de LEA-2 es un anticuerpo monoclonal de MASP-2 y/o el agente inhibidor de
LEA-1 es un anticuerpo monoclonal de la MASP-3 o un anticuerpo monoclonal MASP-1. Como se describid
anteriormente, en algunos casos, los anticuerpos monoclonales de MASP-1, MASP-2 y MASP-3 son altamente
especificos, dirigidos contra un Unico epitopo de MASP-1, MASP-2 o MASP-3. Como se usa en el presente
documento, el modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se obtiene a partir de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogénea, y no se debe interpretar que requiere la produccion del anticuerpo por
ningin método particular. Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse usando cualquier técnica que
proporcione la producciéon de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo, tal como el
método de hibridoma descrito por Kohler, G., y col., Nature 256: 495, (1975), o se puede preparar mediante métodos
de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos con el numero 4.816.567 de Cabilly).
Los anticuerpos monoclonales también se pueden aislar a partir de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las
técnicas descritas en Clackson, T., y col., Nature 352: 624-628, (1991), y Marks, J.D., y col., J Mol. Biol. 222: 581 -
597, (1991). Dichos anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulinas, que incluyen IgG, IgM, IgE, IgA,
IgD y cualquier subclase de ellas.

Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales inyectando un mamifero adecuado (por ejemplo, un raton
BALB/c) con una composicién que comprende un polipéptido de la MASP-1, un polipéptido de la MASP-2 o un
polipéptido de la MASP-3, o una porcién del mismo. Después de un periodo predeterminado, los esplenocitos se
eliminan del ratén y se suspenden en un medio de cultivo celular. Los esplenocitos se fusionan con una linea celular
inmortal para formar un hibridoma. Los hibridomas formados crecen en un cultivo celular y se criban por su
capacidad de producir un anticuerpo monoclonal contra MASP-1, MASP-2 o MASP-3. (Véase también Current
Protocols in Immunology, Vol. 1., John Wiley & Sons, paginas 2.5.1-2.6.7, 1991).

Se pueden obtener anticuerpos monoclonales humanos mediante el uso de ratones transgénicos que se han
modificado por ingenieria genética para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a la exposicion
antigénica. En esta técnica, los elementos del locus de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana se
introducen en especies de ratones derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen alteraciones
dirigidas de los loci de cadena pesada y cadena ligera de la inmunoglobulina endégena. Los ratones transgénicos
pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos, tales como los antigenos de MASP-2
descritos en la presente memoria descriptiva, y los ratones pueden usarse para producir hibridomas secretores de
anticuerpos de MASP-2 humana, mediante la fusidon de células B de tales animales a las células de mieloma
adecuadas lineas usando la tecnologia convencional Kohler-Milstein. Los métodos para obtener anticuerpos
humanos a partir de ratones transgénicos se describen, por ejemplo, por Green, L.L., y col., Nature Genet. 7:13,
1994; Lonberg, N., y col., Nature 368: 856, 1994; y Taylor, L.D., y col., Int. Immun. 6: 579, 1994.

Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar y purificar a partir de cultivos de hibridoma mediante una variedad
de técnicas bien establecidas. Tales técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad con Proteina A
Sepharose, cromatografia de exclusion por tamafo y cromatografia de intercambio i6nico (véase, por ejemplo,
Coligan en las paginas 2.7.1-2.7.12 y paginas 2.9.1-2.9.3; Baines y colaboradores al., “Purification of
Immunoglobulin G (IgG)” en Methods in Molecular Biology, The Humana Press, Inc., Vol. 10, paginas 79-104, 1992).
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Una vez producidos, los anticuerpos policlonales, monoclonales o derivados de fagos se prueban primero para la
unién especifica de la MASP-1, MASP-2 o MASP-3 o, cuando se desee, la uniéon dual de MASP-1/3, MASP-2/3 o
MASP-1/2. Los métodos para determinar si un anticuerpo se une a un antigeno de proteina y/o la afinidad por un
anticuerpo a un antigeno de proteina son conocidos en la técnica. Por ejemplo, la unién de un anticuerpo a un
antigeno proteico puede detectarse y/o cuantificarse usando una variedad de técnicas tales como, aunque no
taxativamente, Western blot, dot blot, método de resonancia de superficie de plasmoén (por ejemplo, sistema
BlAcore; Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, NJ), o ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assays). Véase, por ejemplo, Harlow y Lane (1988) “Antibodies: A
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.; Benny K. C. Lo (2004)
“Antibody Engineering: Methods and Protocols”, Humana Press (ISBN: 1588290921); Borrebaek (1992) “Antibody
Engineering, A Practical Guide”, W.H. Freeman and Co., NY; Borrebaek (1995) “Antibody Engineering”, 22 Edicion,
Oxford University Press, NY, Oxford; Johne y colaboradores (1993), Immunol. Meth. 160: 191-198; Jonsson y
colaboradores (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19 - 26; y Jonsson y colaboradores (1991) Biotechniques 11: 620 - 627. Ver
también, la patente de Estados Unidos nimero 6.355.245.

La afinidad de los anticuerpos monoclonales MASP puede ser determinada facilmente por un experto en la técnica
(véase, por ejemplo, Scatchard, A., NY Acad. Sci. 51: 660 - 672, 1949). Los anticuerpos monoclonales de MASP-1,
MASP-2 o MASP-3 Utiles para los métodos de la invencién se unen a MASP-1, MASP-2 o MASP-3 con una afinidad
de unidén de <100 nM, preferiblemente <10 nM y por excelencia, de <2 nM.

Una vez que se identifican los anticuerpos que se unen especificamente a MASP-1, MASP-2 o MASP-3, los
anticuerpos de MASP-1, MASP-2 o MASP-3 se prueban para determinar la capacidad de funcionar como un agente
inhibidor LEA-1 o un agente inhibidor de LEA-2 en uno de varios ensayos funcionales, por ejemplo como se describe
en la tabla 2. Por ejemplo, los anticuerpos identificados que se unen especificamente a MASP-2 se prueban para la
determinar su capacidad de funcionar como un agente inhibidor de LEA-2 en uno de varios ensayos, tales como, por
ejemplo, como se describe en TABLA 2 (por ejemplo, un ensayo de escision de C4 especifico de lectina (tal como el
ensayo descrito en el ejemplo 8 o en el ejemplo 9), o un ensayo de deposito de C3b (tal como el ensayo descrito en
el ejemplo 4 o en el ejemplo 11). Como un ejemplo adicional, los anticuerpos identificados que se unen
especificamente a MASP-1 o MASP-3 se prueban para determinar la capacidad de funcionar como un agente
inhibidor de LEA-1 en uno de varios ensayos, tales como, por ejemplo, como se describe en la tabla 2 (por ejemplo,
la reduccioén de la hemodlisis, medida, por ejemplo como se describe en el ejemplo 5, o la reduccién de la escision de
C3y el depodsito de C3b, medida, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 4 y el ejemplo 11).

v. Anticuerpos quiméricos/humanizados

Los anticuerpos monoclonales utiles en el método de la invencion incluyen anticuerpos quiméricos en los que una
porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en los anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que
el resto de la/s cadena/s es idéntico u homdlogo respecto de las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de tales
anticuerpos (patente de Estados Unidos n.° 4.816.567, de Cabilly; y Morrison, SL, y col., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA
81: 6851 - 6855, (1984)).

Una forma de un anticuerpo quimérico util en la invenciéon es un anticuerpo de la MASP-1, MASP-2 o MASP-3
monoclonal humanizado. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de muridos) son
anticuerpos quiméricos, que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Los
anticuerpos monoclonales humanizados se producen transfiiendo las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR, complementarity determining regions) no humanas (por ejemplo, ratén), desde las
cadenas variables pesadas y ligeras de la inmunoglobulina de ratén a un dominio variable humano. Tipicamente, los
residuos de anticuerpos humanos se sustituyen luego en las regiones estructurales de sus contrapartidas no
humanas. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo del donante. Estas modificaciones se realizan para refinar ain mas el
rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos los dominios
variables, al menos uno y tipicamente dos, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones de marco Fv
son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también
comprendera al menos una porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una
inmunoglobulina humana. Para mas detalles, ver Jones, P.T., y col., Nature 321: 522 - 525, (1986); Reichmann, L., y
col., Nature 332: 323 - 329, (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593 - 596, (1992).

Los anticuerpos humanizados utiles en la descripcion incluyen anticuerpos monoclonales humanos que incluyen al
menos una region CDR3 de union a MASP-1, MASP-2 o MASP-3. Ademas, las porciones de Fe pueden
reemplazarse para producir IgA o IgM asi como anticuerpos IgG humanos. Dichos anticuerpos humanizados tendran
utilidad clinica particular porque reconoceran especificamente MASP-1, MASP-2 o MASP-3 humanas, pero no
provocaran una respuesta inmunitaria en humanos contra el anticuerpo mismo. En consecuencia, son mas
adecuados para la administracién in vivo en humanos, especialmente cuando es necesaria la administracion
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repetida o a largo plazo.

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales humanizados también son descriptas, por ejemplo, por Jones,
P.T., y col., Nature 321: 522, (1986); Carter, P., y col., Proc. Nat'l. Acad. Sci. Sci. USA 89: 4285, (1992); Sandhu,
J.S., Crit. Rev. Biotech. 12: 437, (1992); Singer, l.l., y col., J Immun. 150: 2844, (1993); Sudhir (ed.), Antibody
Engineering Protocols, Humana Press, Inc., (1995); Kelley, “Engineering Therapeutic Antibodies”, en Protein
Engineering: Principies and Practice, Cleland y colaboradores (eds.), John Wiley & Sons, Inc., paginas 399-434,
(1996); y en la patente de Estados Unidos N° 5.693.762, de Queen, 1997. Ademas, existen entidades comerciales
que sintetizaran anticuerpos humanizados de regiones de anticuerpos murinos especificos, tales como Protein
Design Labs (Mountain View, CA).

vi. Anticuerpos recombinantes

Los anticuerpos de MASP-1, MASP-2 o MASP-3 también pueden prepararse usando métodos recombinantes. Por
ejemplo, los anticuerpos humanos se pueden hacer usando bibliotecas de expresion de inmunoglobulina humana
(disponibles, por ejemplo, de Stratagene, Corp., La Jolla, CA) para producir fragmentos de anticuerpos humanos (Vy,
V, Fv, Factor D, Fab o F (ab ');). Estos fragmentos se usan luego para construir anticuerpos humanos completos
usando técnicas similares a aquellas para producir anticuerpos quiméricos.

vii. Anticuerpos antiidiotipicos

Una vez que los anticuerpos MASP-1, MASP-2 o MASP-3 se identifican con la actividad inhibidora deseada, estos
anticuerpos se pueden usar para generar anticuerpos anti-idiotipo que se asemejan a una porcion de la MASP-1,
MASP-2 o MASP-3 usando técnicas que son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Greenspan, N.S., y
col., FASEB J. 7: 437, (1993). Por ejemplo, los anticuerpos que se unen a MASP-2 e inhiben competitivamente una
interaccion de proteina de la MASP-2 requerida para la activacion del complemento pueden usarse para generar
anti-idiotipos que se asemejan al sitio de unién de MBL en la proteina de la MASP-2 y por lo tanto se unen a un
ligando de union de la MASP-2 como, por ejemplo, MBL y lo neutralizan.

viii. Fragmentos de inmunoglobulina

Los agentes inhibidores de MASP-2 y MASP-3 utiles en el método de la invencion abarcan no solo las moléculas de
inmunoglobulina intactas, sino también los fragmentos bien conocidos que incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab),,
F(ab'), y Fv, fragmentos scFv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos monocatenarios y
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, biespecificos y triespecificos) formados a partir de fragmentos de
anticuerpos.

Es bien sabido en la técnica que solo una pequefia porcidon de una molécula de anticuerpo, el paratopo, participa en
la unién del anticuerpo a su epitopo (véase, por ejemplo, Clark, W.R., The Experimental Foundations of Modern
Immunology, Wiley & Sons, Inc., NY, 1986). Las regiones pFc 'y Fe del anticuerpo son efectores de la via clasica del
complemento pero no estan implicadas en la unién al antigeno. Un anticuerpo del cual se ha escindido la region pFc
enzimaticamente, o que se ha producido sin la region pFc', se denomina fragmento F(ab'), y retiene los dos sitios de
union al antigeno de un anticuerpo intacto. Un fragmento aislado de F(ab'), se denomina fragmento monoclonal
bivalente debido a sus dos sitios de union al antigeno. De manera similar, un anticuerpo del cual se ha escindido
enzimaticamente la regién Fe, o que se ha producido sin la region Fe, se denomina fragmento Fab y retiene uno de
los sitios de unién al antigeno de una molécula de anticuerpo intacta.

Los fragmentos de anticuerpos pueden obtenerse mediante hidrdlisis proteolitica, tal como mediante digestion con
pepsina o papaina de anticuerpos completos por métodos convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de
anticuerpos se pueden producir por escision enzimatica de anticuerpos con pepsina, para obtener un fragmento 5S
denominado F(ab'),. Este fragmento se puede escindir adicionalmente usando un tiol que reduce el agente para
producir fragmentos monovalentes 3.5S Fab’. Opcionalmente, la reaccion de escision puede realizarse usando un
grupo bloqueador para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escisidon de los enlaces disulfuro. Como alternativa,
una escision enzimatica con pepsina produce dos fragmentos monovalentes de Fab y un fragmento de Fe
directamente. Estos métodos se describen, por ejemplo, en la patente de los EE. UU. con el nimero 4.331.647 de
Goldenberg; Nisonoff, A., y col., Arch. Biochem. Biophys. 89: 230, (1960); Porter, R.R., Biochem. J 73: 119, (1959);
Edelman, y colaboradores, En Methods in Enzymology 1: 422, Academic Press, (1967); y por Coligan en las paginas
2.8.1-2.8.10y 2.10.-2.10.4.

En algunos casos, se prefiere el uso de fragmentos de anticuerpos que carecen de la regiéon Fe para evitar la
activacion de la via clasica del complemento que se inicia al unirse Fe al receptor Fcy. Hay varios métodos por los
cuales uno puede producir un anticuerpo monoclonal que evita las interacciones del receptor Fcy. Por ejemplo, la
region Fe de un anticuerpo monoclonal se puede eliminar quimicamente usando digestion parcial por enzimas
proteoliticas (tales como digestion con ficina), generando, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos que se unen a
antigenos tales como los fragmentos Fab o F(ab), (Mariani, M., y col., Mol. Immunol., 28: 69-71, (1991)).
Alternativamente, el isotipo y4 de IgG humana, que no se une a los receptores Fcy, puede usarse durante la
construcciéon de un anticuerpo humanizado como se describe en este documento. Los anticuerpos, los anticuerpos
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monocatenarios y los dominios de unién al antigeno que carecen del dominio Fe también se pueden disefiar usando
técnicas recombinantes descritas en este documento.

ix. Fragmentos de anticuerpos monocatenarios

Alternativamente, se pueden crear moléculas de unién de cadena peptidica Unicas especificas para MASP-1, MASP-
2 o MASP-3 en las que estan conectadas las regiones Fv de cadena pesada y ligera. Los fragmentos Fv pueden
estar conectados por un enlazador peptidico, para formar una proteina de union al antigeno monocatenaria (scFv).
Estas proteinas de unién al antigeno monocatenarias se preparan mediante la construccion de un gen estructural
que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios de V4 y Vique estan conectados por un
oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que se introduce posteriormente en una
célula hospedadora, tal como E. coli. Las células hospedadoras recombinantes sintetizan una Unica cadena
polipeptidica con un péptido enlazador que une los dos dominios V. Los métodos para producir scFv se describen,
por ejemplo, por Whitlow, y colaboradores, “Methods: A Companion to Methods in Enzymology”, 2:97, (1991); Bird, y
colaboradores, Science 242: 423, (1988); patente de los Estados Unidos nim. 4.946.778, de Ladner; Pack, P., y col.,
Bio/Technology 11: 1271, (1993).

Como un ejemplo ilustrativo, puede obtenerse un scFv especifico de la MASP-3 exponiendo linfocitos al polipéptido
de la MASP-3 in vitro y seleccionando bibliotecas de presentacion de anticuerpos en fagos o vectores similares (por
ejemplo, mediante el uso de la proteina o del péptido inmovilizados o marcados de la MASP-3). Los genes que
codifican polipéptidos que tienen dominios potenciales de unién a polipéptidos MASP-3 pueden obtenerse
seleccionando bibliotecas de péptidos aleatorias mostradas en fagos o en bacterias tales como E. coli. Estas
bibliotecas de presentacion de péptidos al azar se pueden usar para detectar péptidos que interactian con la MASP-
3. Las técnicas para crear y seleccionar tales bibliotecas de presentacion de péptidos aleatorios son bien conocidas
en la técnica (patente de los Estados Unidos numero 5.223.409, de Lardner, Patente de los Estados Unidos niumero
4.946.778, de Ladner, Patente de los Estados Unidos nimero 5.403.484, de Lardner, Patente de los Estados Unidos
numero 5.571.698, Lardner, y Kay y colaboradores, Phage Display of Peptides and Proteins Academic Press, Inc.,
1996) y las bibliotecas y los kits de visualizacion de péptidos aleatorios para explorar tales bibliotecas estan
disponibles comercialmente, por ejemplo, de CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, Calif.), Invitrogen Inc. (San
Diego, California), New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA), y Pharmacia LKB Biotechnology Inc. (Piscataway, NJ).

Otra forma de un fragmento de anticuerpo de la MASP-3 util en este aspecto de la invencién es un péptido que
codifica una unica region determinante de complementariedad (CDR), que se une a un epitopo en un antigeno
MASP-3 e inhibe la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 (es decir, LEA-1). Otra forma de un
fragmento de anticuerpo de la MASP-1 util en este aspecto de la invenciéon es un péptido que codifica una Unica
region determinante de complementariedad (CDR), que se une a un epitopo en un antigeno MASP-1 e inhibe la
activacion del complemento dependiente de la MASP-3 (es decir, LEA-1). Otra forma de un fragmento de anticuerpo
de la MASP-2 util en este aspecto de la invencién es un péptido que codifica una Unica region determinante de
complementariedad (CDR) que se une a un epitopo en un antigeno MASP-2 e inhibe la activacion del complemento
dependiente de la MASP-2 (es decir, LEA-2).

Los péptidos de la CDR (“unidades de reconocimiento minimas”) pueden obtenerse construyendo genes que
codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, usando la reaccion en cadena
de la polimerasa para sintetizar la region variable del ARN de las células productoras de anticuerpos (véase, por
ejemplo, Larrick y col., Methods: A Companion to Methods en Enzymology 2: 106, (1991), Courtenay-Luck,
“Manipulacion genética de anticuerpos monoclonales”, en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and
Clinical Application, Ritter y otros (eds.), Pagina 166, Cambridge University Press, (1995), y Ward y colaboradores,
“Genetic Manipulation and Expression of Antiboides” en Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Birch y
otros (eds.), Pagina 137, Wiley-Liss, Inc., 1995).

Los anticuerpos de MASP descritos en la presente memoria descriptiva se administran a un sujeto que lo necesita
para inhibir la activacion del complemento por LEA-1, por LEA-2 o por una combinacion de LEA-1 y LEA-2. En
algunos casos, el agente inhibidor de la MASP es un anticuerpo monoclonal de MASP-1, MASP-2 o MASP-3
humano o humanizado de alta afinidad, con funcién efectora reducida.

X. Anticuerpos biespecificos

Los agentes inhibidores de MASP-2 y MASP-3 dutiles en el método de la invencion abarcan anticuerpos
multiespecificos (es decir, biespecificos y triespecificos). Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos
monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especificidades de unién para al menos dos
antigenos diferentes. Como se describié anteriormente y segin se muestra en la tabla 2, en un caso, el método
comprende el uso de un anticuerpo biespecifico que comprende una especificidad de union para MASP-2 (por
ejemplo, union por lo menos a CCP1-CCP2 o al dominio de serina proteasa de la MASP-2, a uno de ellos) y una
especificidad de union para MASP-3 (por ejemplo, union al dominio de serina proteasa de la MASP-3). En otro caso,
el método comprende el uso de un anticuerpo biespecifico que comprende una especificidad de unién para MASP-1
(por ejemplo, union al dominio de serina proteasa de la MASP-1) y una especificidad de union para MASP-2 (por
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ejemplo, unién por lo menos al dominio CCP1-CCP2 o a la serina proteasa de la MASP-2, a uno de ellos como
minimo). En otro caso, el método comprende el uso de un anticuerpo biespecifico que comprende una especificidad
de union para MASP-1 (por ejemplo, uniéon al dominio de serina proteasa de la MASP-1) y una especificidad de
union para MASP-3 (por ejemplo, union a serina dominio de proteasa de la MASP-3). En otro caso, el método
comprende el uso de un anticuerpo triespecifico que comprende una especificidad de uniéon para MASP-1 (por
ejemplo, unién al dominio de serina proteasa de la MASP-1), una especificidad de unién para MASP-2 (por ejemplo,
union por lo menos al dominio CCP1-CCP2 o a la serina proteasa de la MASP-2, a uno de ellos como minimo) y una
especificidad de unidon para MASP-3 (por ejemplo, union al dominio de serina proteasa de la MASP-3).

Los métodos para producir anticuerpos biespecificos estan dentro del alcance de los expertos en la técnica.
Tradicionalmente, la produccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares
de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen especificidades
diferentes (Milstein y Cuello, Nature 305: 537-539 (1983)). Los dominios variables de anticuerpo con las
especificidades de unién deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) pueden fusionarse a secuencias de
dominio constante de la inmunoglobulina. La fusién preferiblemente se produce con un dominio constante de cadena
pesada de la inmunoglobulina, que incluye al menos parte de las regiones bisagra, Cy2 y Cnx3. Los ADN que
codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se
insertan en vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo hospedador adecuado. Para mas
detalles de los métodos ilustrativos actualmente conocidos para generar anticuerpos biespecificos, véanse, por
ejemplo, Suresh y col., Methods in Enzymology 121: 210 (1986); WO96/27011; Brennan y colaboradores, Science
229: 81 (1985); Shalaby y otros, J Exp. Med. 175: 217 - 225 (1992); Kostelny y col., J. Immunol. 148 (5): 1547 - 1553
(1992); Hollinger y colaboradores Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 6444 - 6448 (1993); Gruber y col., J. Immunol. 152:
5368 (1994); y Tutt y col., J. Immunol. 147: 60 (1991). Los anticuerpos biespecificos también incluyen anticuerpos
entrecruzados o heteroconjugados. Los anticuerpos heteroconjugados pueden prepararse usando cualquier método
conveniente de entrecruzamiento. Los agentes de entrecruzamiento adecuados son bien conocidos en la técnica, y
se describen en la patente de los EE. UU. N.° 4.676.980, junto con varias técnicas de entrecruzamiento.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente del cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. (Véase, por ejemplo, Kostelny y colaboradores J. Immunol. 148 (5): 1547-1553 (1992)). La
tecnologia “diacuerpo”, descrita por Hollinger y colaboradores Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 6444 - 6448 (1993), ha
proporcionado un mecanismo alternativo para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la cadena ligera
(VL) por un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma
cadena. De acuerdo con esto, los dominios de VH y de VL de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los
dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando asi dos sitios de unién al antigeno. Los diacuerpos
biespecificos, a diferencia de los anticuerpos enteros biespecificos, también pueden ser particularmente Utiles
porque pueden construirse con facilidad y expresarse en el E. coli. Los diacuerpos (y muchos otros polipéptidos tales
como fragmentos de anticuerpos) con especificidades de union apropiadas se pueden seleccionar facilmente usando
la presentacion en fagos (W094/13804) de las bibliotecas. Si un brazo del diacuerpo debe mantenerse constante,
por ejemplo, con una especificidad dirigida contra el antigeno X, entonces se puede hacer una biblioteca donde se
varie el otro brazo y se seleccione un anticuerpo de especificidad apropiada.

También se ha informado sobre otra estrategia para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante el
uso de dimeros Fv de cadena simple (scFv). (Véase, por ejemplo, Gruber y col., J. Immunol., 152: 5368 (1994)).
Alternativamente, los anticuerpos pueden ser “anticuerpos lineales”, como se describe en, por ejemplo, Zapata y
colaboradores, Protein Eng. 8 (10): 1057-1062 (1995). En pocas palabras, estos anticuerpos comprenden un par de
segmentos del Factor D en tandem (Vu-Cul-Vu-Chl) que forman un par de regiones de unién al antigeno. Los
anticuerpos lineales pueden ser biespecificos o0 monoespecificos. Los métodos de la invencién también abarcan el
uso de formas variantes de anticuerpos biespecificos, tales como las moléculas de inmunoglobulina de doble
dominio tetravalentes (DVD-Ig) descritas en Wu y col., Nat Biotechnol 25: 1290-1297 (2007). Las moléculas de DVD-
Ig se disefian de manera que dos dominios variables de cadena ligera (VL) diferentes de dos anticuerpos parentales
se enlacen en tandem directamente o mediante un conector corto, usando técnicas de ADN recombinante, seguido
del dominio constante de cadena ligera. Los métodos para generar moléculas de DVD-Ig a partir de dos anticuerpos
parentales se describen adicionalmente, por ejemplo, en los documentos de patente W008/024188 y WO07/024715.

VI. Inhibidores no peptidicos

En algunos casos, el agente inhibidor de la MASP-3 o MASP-2 es un péptido inhibidor de la MASP-3 o MASP-2 o
MASP-1 o un inhibidor no peptidico de la MASP-3 o de la MASP-2 o de la MASP -1. Los agentes inhibidores no
peptidicos de la MASP pueden administrarse al sujeto sistémicamente, tal como mediante administracion
intraarterial, intravenosa, intramuscular, subcutanea u otra parenteral, o mediante administracion oral. El agente
inhibidor de la MASP puede administrarse periddicamente, durante un lapso prolongado para el tratamiento o control
de una afeccioén crénica, o puede llevarse a cabo por administracién Unica o repetida en el periodo anterior o
posterior a haber sufrido un traumatismo o lesidon aguda o durante el transcurso de dicho traumatismo lesion.
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VII. Composiciones farmacéuticas y métodos de suministro
Dosificacion

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones para inhibir los efectos adversos de la activacion del
complemento dependiente de la MASP-3 en un sujeto que padece una enfermedad hemolitica, tal como la HPN, lo
cual comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la
MASP-3 eficaz para inhibir la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, el método comprende, ademas, administrar una composicion que
comprende un agente inhibidor de la MASP-2. Los agentes inhibidores de la MASP-3 y MASP-2 pueden
administrarse a un sujeto que lo necesite, a dosis terapéuticamente eficaces para tratar o mejorar las afecciones
asociadas con la activacion del complemento dependiente de la MASP-3 (LEA-1), y opcionalmente también MASP-2
activacion del complemento dependiente (LEA-2). Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad del
agente inhibidor de la MASP-3, o una combinacién de un agente inhibidor de la MASP-3 y un agente inhibidor de la
MASP-2, suficiente para que mejoren los sintomas de la afeccion.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los agentes inhibidores de la MASP-3 y MASP-2 pueden determinarse
mediante procedimientos farmacéuticos estandar que emplean modelos animales experimentales. Usando tales
modelos animales, el NOAEL (non observed adverse effect level, nivel sin efecto adverso observado) y la MED
(minimally effective dose, dosis minimamente efectiva) pueden determinarse usando métodos estandar. La relacion
de dosis entre los efectos NOAEL y MED es la relacién terapéutica, que se expresa como la relacion NOAEL/MED.
Los agentes inhibidores de la MASP-3 y los agentes inhibidores de la MASP-2 que exhiben grandes indices o
relaciones terapéuticos son los mas preferidos. Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivos celulares y
estudios en animales se pueden usar para formular un intervalo de dosificaciones para uso en humanos. La
dosificacion del agente inhibidor de la MASP-3 y el agente inhibidor de la MASP-2 se encuentra preferiblemente
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen el MED con poca o ninguna toxicidad. La
dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la via de
administracion utilizada.

Para la formulacién de cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse usando modelos
animales. Por ejemplo, una dosis puede formularse en un modelo animal para lograr un intervalo de concentracion
plasmatica circulante que incluya la MED. Los niveles cuantitativos del agente inhibidor de la MASP-3 o del agente
inhibidor de la MASP-2 en plasma también se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion.

Ademas de los estudios de toxicidad, la dosificacion efectiva también puede estimarse basandose en la cantidad de
proteina de la MASP diana presente en un sujeto vivo y la afinidad de unién del agente inhibidor de la MASP-3 o
MASP-2.

Se ha informado que los niveles de la MASP-1 en sujetos humanos normales estan presentes en el suero en niveles
comprendidos en el intervalo de 1,48 a 12,83 pg/ml (Terai |. y col., Clin Exp Immunol 110: 317-323 (1997); Theil y
col., Clin. Exp. Immunol. 169: 38 (2012)). Se ha informado que las concentraciones séricas medias de la MASP-3 en
sujetos humanos normales estan en el intervalo de aproximadamente 2,0 a 12,9 pg/ml (Skjoedt M y col,,
Immunobiology 215 (11): 921-31 (2010); Degn y colaboradores, J. Immunol Methods, 361-37 (2010); Csuka y
colaboradores, Mol. Immunol. 54: 271 (2013). Se ha demostrado que los niveles de la MASP-2 en sujetos humanos
normales estan presentes en el suero en niveles bajos en el intervalo de 500 ng/ml, y los niveles de la MASP-2 en
un sujeto particular pueden determinarse usando un ensayo cuantitativo para MASP-2 descrito en Moller-Kristensen
M., y col., J. Immunol. Methods 282: 159-167 (2003) y Csuka y colaboradores, Mol. Immunol. 54: 271 (2013).

Generalmente, la dosificacion de las composiciones administradas que comprenden agentes inhibidores de la
MASP-3 o agentes inhibidores de la MASP-2 varia dependiendo de factores tales como la edad del sujeto, su peso,
altura, sexo, condicién médica general e historial médico previo. Como ilustracion, los agentes inhibidores de la
MASP-3 o los agentes inhibidores de la MASP-2 (como los anticuerpos MASP-3, MASP-1 o MASP-2) pueden
administrarse en intervalos de dosis de aproximadamente 0,010 a 100,0 mg/kg, preferiblemente de 0,010 a 10
mg/kg, preferiblemente de 0,010 a 1,0 mg/kg, mas preferiblemente de 0,010 a 0,1 mg/kg del peso corporal del
sujeto. En algunos casos, los agentes inhibidores de la MASP-2 (tales como los anticuerpos MASP-2) se administran
en intervalos de dosificacion aproximados de 0,010 a 10 mg/kg preferiblemente, con preferencia, de 0,010 a 1,0
mg/kg, con mayor preferencia, de 0,010 a 0,1 mg/kg del peso corporal del sujeto. En algunos casos, los agentes
inhibidores de la MASP-1 (como los anticuerpos MASP-1) o los agentes inhibidores de la MASP-3 (como los
anticuerpos MASP-3) se administran en intervalos de dosis de aproximadamente 0.010 a 100.0 mg/kg,
preferiblemente de 0,010 a 10 mg/kg, preferiblemente de 0,010 a 1,0 mg/kg, mas preferiblemente de 0,010 a 0,1
mg/kg del peso corporal del sujeto.

La eficacia terapéutica de las composiciones inhibidoras de la MASP-3, opcionalmente en combinaciéon con
composiciones inhibidoras de la MASP-2, o de composiciones inhibidoras de la MASP-1, opcionalmente en
combinacién con composiciones inhibidoras de la MASP-2, y los métodos de la presente invencién en un sujeto
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dado y con dosificaciones apropiadas, se puede determinar de acuerdo con ensayos de complemento bien
conocidos por los expertos en la técnica. EI complemento genera numerosos productos especificos. Durante la
Ultima década, se han desarrollado ensayos sensibles y especificos que estan disponibles comercialmente para la
mayoria de estos productos de activacion, incluidos los pequefios fragmentos de activacion C3a, C4a y C5a y los
grandes fragmentos de activacion iC3b, C4d, Bb y sC5b-9. La mayoria de estos ensayos utilizan anticuerpos
monoclonales que reaccionan con nuevos antigenos (neoantigenos) expuestos en el fragmento, pero no en las
proteinas nativas de las que se forman, lo que hace que estos ensayos sean muy simples y especificos. La mayoria
se basa en la tecnologia ELISA, aunque el radioinmunoensayo todavia se usa a veces para C3a y Cba. Estos
ultimos ensayos miden tanto los fragmentos no procesados como sus fragmentos 'desArg’, que son las principales
formas encontradas en la circulacién. Los fragmentos no procesados y C5agesarg S€ €liminan rapidamente uniéndose
a los receptores de la superficie celular y, por lo tanto, estan presentes en concentraciones muy bajas, mientras que
C3adesArg no se une a las células y se acumula en el plasma. La medicion de C3a proporciona un indicador
sensible, independiente de la via de activacién del complemento. La activacion de la via alternativa puede evaluarse
midiendo el fragmento Bb y/o midiendo la activacion del factor D. La deteccion del producto en fase fluida de la
activacion de la via de ataque a la membrana, sC5b-9, proporciona evidencia de que el complemento se esta
activando hasta su finalizacion. Dado que tanto la via de la lectina como clasica generan los mismos productos de
activacion, C4a y C4d, la medicion de estos dos fragmentos no proporciona ninguna informacion sobre cual de estas
dos vias ha generado los productos de activacion.

La inhibicién de la activacién del complemento dependiente de la MASP-3 se caracteriza por al menos uno de los
siguientes cambios en un componente del sistema del complemento, que se produce como resultado de la
administracion de un agente inhibidor de la MASP-3 de acuerdo con los métodos de la invencion: la inhibicion de la
activacion del complemento mediada por el LEA-1 (inhibicion de la hemdlisis y la opsonizacién); la inhibicion de la
escision especifica de sustrato de la serina proteasa de MASP-3, la reduccion de la hemdlisis (medida, por ejemplo
como se describe en el ejemplo 5) o la reduccion de la escision de C3 y del depdsito de C3b (medida, por ejemplo,
como se describe en el ejemplo 4 o Ejemplo 11).

La inhibicién de la activacién del complemento dependiente de la MASP-2 se caracteriza por al menos uno de los
siguientes cambios en un componente del sistema del complemento, que se produce como resultado de la
administracion de un agente inhibidor de la MASP-2 de acuerdo con los métodos de la invencion: la inhibicion de la
generacion o produccion de los productos del sistema de activacion del complemento dependiente de la MASP-2
C4b, C3a, C5a y/o C5b-9 (MAC) (medido, por ejemplo, como se describe en el ejemplo 2 de la Patente de Estados
Unidos N.° 7.919.094), la reduccién de la escision de C4 y el depdsito de C4b (medida, por ejemplo, como se
describe en el ejemplo 8 o en el ejemplo 9) o la reduccion de la escision de C3 y el depdsito de C3b (medida, por
ejemplo, como se describe en el ejemplo 11).

|. Portadores farmacéuticos y vehiculos para el suministro

En general, las composiciones de agentes inhibidores de la MASP-3 y las composiciones de agentes inhibidores de
la MASP-2 de la presente invencion o las composiciones que comprenden una combinacion de agentes inhibidores
de la MASP-2 y MASP-3, pueden combinarse con cualquier otro agente terapéutico seleccionado y estan contenidas
de un modo adecuado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo no es téxico, es biocompatible y se
selecciona de modo tal que no afecte de un modo negativo la actividad biolégica del agente inhibidor de la MASP-3
o del agente inhibidor de la MASP-2 (y cualquier otro agente terapéutico combinado con el mismo). Los ejemplos de
vehiculos farmacéuticamente aceptables para péptidos se describen en la patente de los Estados Unidos con el
numero 5.211.657 de Yamada. Los anticuerpos MASP Utiles en la invencion, como se describe en este documento,
pueden formularse en preparaciones en formas soélidas, semisolidas, en gel, liquidas o gaseosas tales como en
comprimidos, capsulas, polvos, granulos, ungiientos, soluciones, depositos, inhalantes e inyecciones que permitan
la administracion oral, parenteral o quirdrgica La descripcion también contempla la administracion local de las
composiciones mediante el recubrimiento de dispositivos médicos y similares.

Los portadores adecuados para la administracion parenteral, por via inyectable, infusién o irrigacién y tépica incluyen
agua destilada, solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer normal o lactica, solucion de
dextrosa, solucion de Hank o propandiol. Ademas, se pueden emplear aceites fijos estériles como disolvente o
medio de suspension. Para este fin, se puede emplear cualquier aceite biocompatible que incluya mono o
diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de
productos inyectables. El vehiculo y el agente se pueden combinar como un liquido, una suspension, un gel, una
pasta o un ungulento polimerizable o no polimerizable.

El transportador también puede comprender un vehiculo de suministro para sostener (es decir, extender, retrasar o
regular) la administracion del agente o de los agentes o para mejorar la administracion, absorcion, estabilidad o
farmacocinética del o de los agentes terapéuticos. Tal vehiculo de administracion puede incluir, a modo de ejemplo
no limitativo, microparticulas, microesferas, nanoesferas o nanoparticulas compuestas de proteinas, liposomas,
carbohidratos, compuestos organicos sintéticos, compuestos inorganicos, hidrogeles poliméricos o copolimeros y
micelas poliméricas. Los sistemas de administracion de hidrogel y micela adecuados incluyen los copolimeros PEO:
PHB:PEO y los complejos copolimero/ciclodextrina descritos en el documento de patente WO 2004/009664 A2 y los
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complejos PEO y PEO/ciclodextrina descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
2002/0019369 A1. Dichos hidrogeles pueden inyectarse localmente en el sitio de la accidon prevista, o por via
subcutanea o intramuscular para formar un depdsito de liberacién sostenida.

Las composiciones de la presente invencion se pueden formular para la administracion subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intraarterial o como inhalante.

Para la administracion intraarticular, el agente inhibidor de la MASP-3 o el agente inhibidor de la MASP-2 puede
incluirse en los portadores liquidos o en gel que antes descritos que son inyectables, en los vehiculos de suministro
con liberacion sostenida descritos anteriormente, que son inyectables o en un acido hialurénico o derivado de acido
hialurénico.

Para la administracion oral de agentes no peptidérgicos, el agente inhibidor de la MASP-3 o el agente inhibidor de la
MASP-2 pueden incluirse en una carga inerte o diluyente, tales como sacarosa, almidén de soja o celulosa.

Para la administracion topica, el agente inhibidor de la MASP-3 o agente inhibidor de la MASP-2 puede incluirse en
un ungiento, una locién, una crema, un gel, en gotas, en supositorios, en spray, en forma liquida o de polvo, o en
sistemas de administracion de gel o microcapsulares por medio de un parche transdérmico.

Se estan desarrollando varios sistemas de administracion nasal y pulmonar, que incluyen aerosoles, inhaladores de
dosis medidas, inhaladores de polvo seco y nebulizadores, y se pueden adaptar adecuadamente para la
administraciéon de la presente invencién en un aerosol, inhalante o vehiculo de administracién nebulizado,
respectivamente.

Para la administracion intratecal (IT) o intracerebroventricular (ICV), se pueden usar sistemas de administracion
estériles de un modo apropiado (por ejemplo, liquidos, geles, suspensiones, etc.) para administrar la presente
invencion.

Las composiciones de la presente invencion también pueden incluir excipientes biocompatibles, tales como agentes
dispersantes o humectantes, agentes de suspension, diluyentes, tampones, potenciadores de la penetracion,
emulsionantes, aglutinantes, espesantes, agentes aromatizantes (para administracion oral).

ii. Portadores farmacéuticos para anticuerpos y péptidos

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

Los anticuerpos MASP también se pueden administrar en forma de una inyeccién de depdsito o preparacion de
implante, que se puede formular de tal manera que permita una liberacion sostenida o pulsatil de los agentes
activos.

VIIl. Modos de administracion

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los agentes inhibidores de la MASP-3 o agentes inhibidores de
la MASP-2 se pueden administrar de varias maneras, dependiendo de si el modo local o sistémico de administracion
es el mas apropiado para la afeccion que se esta tratando. Ademas, las composiciones de la presente invencién
pueden administrarse recubriendo con las composiciones un dispositivo médico implantable o incorporandolas en él.

i. Suministro sistémico

Tal como se usa en el presente documento, las frases “suministro sistémico” y “administracion sistémica” incluyen,
entre otras, las vias orales y parenterales, que comprenden las vias intramuscular (IM), subcutanea, intravenosa
(IV), intraarterial, inhalatoria, sublingual, bucal y tépica, transdérmica, nasal, rectal, vaginal y otras vias de
administracion, que efectivamente dan como resultado la dispersion del agente administrado a un sitio Unico o
multiple de la accién terapéutica deseada. Las vias preferidas de administracién sistémica para las presentes
composiciones incluyen intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraarterial e inhalatoria. Se apreciara que la via de
administracion sistémica exacta para los agentes seleccionados utilizados en las composiciones particulares de la
presente invencion se determinara en parte teniendo en cuenta la susceptibilidad del agente a las vias de
transformacion metabdlica asociadas con una via de administracion dada. Por ejemplo, la manera mas adecuada de
administrar los agentes peptidérgicos es cualquiera que no sea la oral.
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Los anticuerpos inhibidores de la MASP, como se describen en el presente documento, pueden administrarse a un
sujeto que lo necesite por cualquier medio adecuado. Los métodos de administracion de anticuerpos y polipéptidos
MASP incluyen administraciéon por via oral, pulmonar, parenteral (por ejemplo, Inyeccion intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa (V) o subcutanea), por inhalacion (como a través de una formulacién de polvo fino),
transdérmica, nasal, vaginal, rectal o las vias de administracion sublinguales, y pueden formularse en formas de
dosificacién apropiadas para cada via de administracion.

A modo de ejemplo representativo, se pueden introducir anticuerpos y péptidos inhibidores de la MASP en un cuerpo
vivo por aplicacién a una membrana corporal capaz de absorber los polipéptidos, por ejemplo, las membranas nasal,
gastrointestinal y rectal. Los polipéptidos se aplican tipicamente a la membrana de absorcién junto con un
potenciador de la permeacion. (Véase, por ejemplo, Lee, V.H.L., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 5:69, (1988); Lee,
V.H.L., J. Controlled Release 13: 213, (1990); Lee, V.H.L., Ed., Peptide y Protein Drug Delivery, Marcel Dekker,
Nueva York (1991); DeBoer, AG, y col., J. Controlled Release 13: 241, (1990). Por ejemplo, STDHF es un derivado
sintético de acido fusidico, un tensioactivo esteroidal que es de estructura similar a las sales biliares, y se ha
utilizado como potenciador de la permeacioén para la administracion nasal (Lee, W.A., Biopharm. 22, Nov./Dic. 1990).

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

Recientemente, se han desarrollado liposomas con mejor estabilidad es suero y semividas de circulacion (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero 5.741.516, de Webb). Ademas, se han revisado diversos métodos de
liposomas y preparaciones similares a liposomas como posibles portadores de farmacos (véanse, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos nimero 5.567.434, de Szoka, la patente de Estados Unidos numero 5.552.157, de Yagi,
la patente de Estados Unidos numero 5.565.213, de Nakamori; la patente nimero 5.738.868 de Shinkarenko y la
patente de los Estados Unidos nimero 5.795.587 de Gao).

Para aplicaciones transdérmicas, los anticuerpos inhibidores de la MASP, como se describen en este documento,
pueden combinarse con otros ingredientes adecuados, tales como vehiculos y/o adyuvantes. No existen limitaciones
sobre la naturaleza de tales otros ingredientes, excepto que deben ser farmacéuticamente aceptables para su
administracion prevista, y no pueden degradar la actividad de los ingredientes activos de la composicion. Los
ejemplos de vehiculos adecuados incluyen unglientos, cremas, geles o suspensiones, con o sin colageno purificado.
Los anticuerpos inhibidores de la MASP también pueden impregnarse en parches transdérmicos, emplastos y
vendajes, preferiblemente en forma liquida o semiliquida.

Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar sistémicamente de forma periddica a intervalos
determinados, para mantener un nivel deseado de efecto terapéutico. Por ejemplo, las composiciones pueden
administrarse, tal como mediante inyeccion subcutanea, cada dos a cuatro semanas o a intervalos menos
frecuentes. Sera el médico quien determine el régimen de dosificacion, teniendo en cuenta diversos factores que
pueden influir en la accion de la combinacion de agentes. Estos factores incluiran el grado de avance de la afeccion
que se esta tratando, la edad, el sexo y el peso del paciente, y otros factores clinicos. La dosificacion para cada
agente individual variara en funcién del agente inhibidor de la MASP-3 o del agente inhibidor de la MASP-2 que se
incluye en la composicion, asi como de la presencia y naturaleza de cualquier vehiculo para el suministro del
farmaco (por ejemplo, un vehiculo de suministro de liberacién sostenida). Ademas, la cantidad de dosificacion puede
ajustarse para tener en cuenta la variacion en la frecuencia de administracion y el comportamiento farmacocinético
del agente o de los agentes administrados.

ii. Suministro local

Tal como se usa en este documento, el término “local” abarca la aplicacion de un farmaco en un sitio de accion
localizada deseada o alrededor de este, y puede incluir, por ejemplo, la administracion tépica a la piel o a otros
tejidos afectados, la administracion oftalmica, intratecal (IT), intracerebroventricular (ICV), la administracion
intraarticular, intracavitaria, intracraneal o intravesicular, colocacion o irrigacion. Puede preferirse la administracion
local para permitir la administracion de una dosis mas baja, a fin de evitar los efectos secundarios sistémicos, y para
un control mas preciso del tiempo de administracion y la concentracion de los agentes activos en el sitio de
administracion local. La administracion local proporciona una concentracion conocida en el sitio objetivo,
independientemente de la variabilidad interpaciente en el metabolismo, el flujo sanguineo, etc. El modo directo de
administracion también proporciona un mejor control de la dosificacion.
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La administracion local de un agente inhibidor de la MASP-3 o un agente inhibidor de la MASP-2 se puede lograr en
el contexto de métodos quirdrgicos para tratar una enfermedad o afeccion, como por ejemplo durante
procedimientos como cirugia de derivacion arterial, aterectomia, procedimientos laser, ultrasonidos, procedimientos,
angioplastia con balén y colocacion de stent. Por ejemplo, se puede administrar un agente inhibidor de la MASP-3 o
un agente inhibidor de la MASP-2 a un sujeto junto con un procedimiento de angioplastia con balon. Un
procedimiento de angioplastia con baldn implica insertar un catéter que tiene un balén desinflado en una arteria. El
balon desinflado se coloca cerca de la placa aterosclerética y se infla de manera que la placa se comprima contra la
pared vascular. Como resultado, la superficie del balén esta en contacto con la capa de células endoteliales
vasculares en la superficie del vaso sanguineo. El agente inhibidor de la MASP-3 o agente inhibidor de la MASP-2
se puede unir al catéter de angioplastia con balén de una manera que permita la liberacion del agente en el sitio de
la placa aterosclerotica. El agente se puede unir al catéter de balon de acuerdo con procedimientos estandar
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el agente puede almacenarse en un compartimento del catéter de balén hasta
que se infla el globo, en cuyo punto se libera en el entorno local. Alternativamente, el agente puede impregnarse en
la superficie del balén, de manera que contacte las células de la pared arterial a medida que se infla el balén. El
agente también puede suministrarse en un catéter de balén perforado, tal como los descritos en Flugelman, M.Y., y
col., Circulation 85: 1110-1117, (1992). Véase también la solicitud PCT publicada WO 95/23161 para interiorizarse
un procedimiento ejemplar para unir una proteina terapéutica a un catéter de angioplastia con balén. Asimismo, el
agente inhibidor de la MASP-3 o agente inhibidor de la MASP-2 puede incluirse en un gel o revestimiento polimérico
aplicado a un stent, o puede incorporarse en el material del stent, de manera que el stent eluya el agente inhibidor
de la MASP-3 o el agente inhibidor de la MASP-2 después de la colocacion vascular.

Los agentes inhibidores de la MASP-3 o los agentes inhibidores de la MASP-2 utilizados en el tratamiento de artritis
y ofros trastornos musculoesqueléticos pueden administrarse localmente mediante inyeccion intraarticular. Dichas
composiciones pueden incluir adecuadamente un vehiculo de administracién de liberacién sostenida. Como un
ejemplo adicional de instancias en las que puede desearse la administracion local, las composiciones inhibidoras de
la MASP-2 usadas en el tratamiento de afecciones urogenitales pueden instilarse de un modo adecuado
intravesicalmente o dentro de otra estructura urogenital.

IX. Regimenes de tratamiento

En aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas se administran a un sujeto susceptible de padecer
HPN o que de otra manera corre el riesgo de padecerla, en una cantidad suficiente para eliminar o reducir el riesgo
de desarrollar sintomas del trastorno. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones farmacéuticas se administran
a un sujeto del que se sospecha que padece o que ya padece, HPN en una cantidad terapéuticamente eficaz
suficiente para aliviar, o al menos reducir parcialmente, los sintomas de la afeccion.

En un caso, los glébulos rojos del sujeto se opsonizan mediante fragmentos de C3 en ausencia de la composicion, y
la administracion de la composicion al sujeto aumenta la supervivencia de los glébulos rojos en el sujeto. En un
caso, en ausencia de la composicion, el sujeto exhibe uno o mas sintomas seleccionados del grupo que consiste en
lo siguiente: (i) niveles inferiores a los niveles normales de hemoglobina, (ii) niveles inferiores a los niveles normales
de plaquetas; (iii) niveles superiores a los niveles normales de reticulocitos y (iv) niveles superiores a los niveles
normales de bilirrubina, y la administracion de la composicion al sujeto mejora al menos uno o mas de los sintomas,
lo cual deriva en (i) niveles mayores, normales o casi normales de hemoglobina (ii) niveles mayores, normales o casi
normales de plaquetas, (iii) niveles menores, normales o casi normales de rectalulocitos y/o (iv) niveles menores,
normales o casi normales de bilirrubina.

Tanto en regimenes profilacticos como terapéuticos, las composiciones que comprenden agentes inhibidores de la
MASP-3 y opcionalmente agentes inhibidores de la MASP-2 se pueden administrar en varias dosis hasta que se
haya logrado un resultado terapéutico suficiente en el sujeto. El agente inhibidor de la MASP-3 y/o MASP-2
comprende un anticuerpo de la MASP-1, un anticuerpo de la MASP-2 o un anticuerpo de la MASP-3, que se pueden
administrar adecuadamente a un paciente adulto (por ejemplo, un peso promedio adulto de 70 kg) en una
dosificacion de 0,1 mg a 10,000 mg, mas adecuadamente de 1,0 mg a 5,000 mg, mas adecuadamente, de 10,0 mg
a 2,000 mg, mas adecuadamente de 10,0 mg a 1,000 mg y aun mas adecuadamente, de 50,0 mg a 500 mg, o de 10
a 200 mg. Para pacientes pediatricos, la dosis puede ajustarse en proporcion al peso del paciente.

La aplicacion de las composiciones inhibitorias de la MASP-3 y las composiciones inhibidoras de la MASP-2
opcionales de la presente invencion se puede llevar a cabo mediante una Unica administraciéon de la composiciéon
(por ejemplo, una Unica composicion que comprenda agentes inhibidores de la MASP-2 y de MASP-3 o agentes
inhibidores biespecificos o duales, o la administracién conjunta de composiciones separadas), o una secuencia
limitada de administraciones, para el tratamiento de la HPN. De un modo alternativo, la composicién se puede
administrar a intervalos periddicos tales como de manera diaria, dos veces por semana, una vez por semana,
semanas por medio, mensual o bimestral, durante un periodo prolongado para el tratamiento de la HPN.

En algunos casos, una primera composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3 y una
segunda composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se administran a un sujeto que
padece HPN. En un caso, la primera composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3 y una
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segunda composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se administran simultaneamente
(es decir, con un intervalo entre ellas de no mas de 15 minutos aproximadamente o menos, tal como no mayor que
10, 5 0 1 minutos). En un caso, la primera composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3
y una segunda composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se administran
secuencialmente (es decir, la primera composicion se administra antes o después de la administracion de la
segunda composicion, en donde el intervalo en el tiempo de administracién supera los 15 minutos). En algunos
casos, la primera composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3 y una segunda
composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se administran concurrentemente (es decir,
el periodo de administracion de la primera composicion se solapa con la administraciéon de la segunda composicion)
Por ejemplo, en algunos casos, la primera composiciéon y/o la segunda composicion se administran durante un
periodo de al menos una, dos, tres o cuatro semanas o mas. En un caso, al menos un agente inhibidor de la MASP-
3 y al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se combinan en una forma de dosificacion unitaria. En un caso, una
primera composicion que comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-3 y una segunda composicion que
comprende al menos un agente inhibidor de la MASP-2 se envasan juntas en un kit, para usar en el tratamiento de la
HPN.

En algunos casos, el sujeto que padece HPN se ha sometido o esta sometido actualmente a un tratamiento con un
inhibidor terminal del complemento, que inhibe la escision de la proteina del complemento C5. En algunos casos, el
método comprende administrar al sujeto una composicion de la invencién que comprende un MASP-3 y
opcionalmente un inhibidor de la MASP-2 y administrar adicionalmente al sujeto un inhibidor de complemento
terminal que inhibe la escision de la proteina de complemento C5. En algunos casos, el inhibidor terminal del
complemento es un anticuerpo anti-C5 humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunos
casos, el inhibidor terminal del complemento es eculizumab.

X. Ejemplos

Los siguientes ejemplos simplemente ilustran el mejor modo contemplado ahora para llevar la invenciéon a la
practica.

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra que los ratones con deficiencia en MASP-2 estan protegidos contra la mortalidad inducida
por Neisseria meningitidis después de la infeccion con el serogrupo A de N. meningitidis o con el serogrupo B del N.
meningitidis.

Métodos:

Se generaron ratones MASP-2 knockout (ratones MASP-2 KO),como se describe en el ejemplo 1 del documento de
patente de los EE. UU. con el numero US 7.919.094. Los ratones MASP-2 KO de 10 semanas (n = 10) y ratones del
tipo salvaje (WT, wild-type) C57/BL6 (n = 10) se inocularon por inyeccion intraperitoneal (i.p.) con una dosis de 2,6 x
10" CFU de N. meningitidis serogrupo A Z2491 en un volumen de 100 pl. La dosis infecciosa se administré a los
ratones junto con dextrano de hierro, a una concentracion final de 400 mg/kg. La supervivencia de los ratones
después de la infeccion se controlé durante un periodo de 72 horas.

En un experimento separado, se inocularon ratones MASP-2 KO de 10 semanas (n = 10) y ratones WT C57/BL6 (n =
10) por inyeccién i.p. con una dosis de 6 x 10° CFU de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis en un
volumen de 100 pl. La dosis infecciosa se administro a los ratones junto con dextrano de hierro, a una dosis final de
400 mg/kg. La supervivencia de los ratones después de la infeccion se controld durante un periodo de 72 horas.
También se determiné el puntaje de enfermedad para los ratones WT y MASP-2 KO durante el periodo de 72 horas
después de la infeccion, sobre la base de los parametros de puntuacién de la enfermedad que se describen a
continuacion, en la tabla 4, basada en el esquema de Fransen y colaboradores (2010) con ligeras modificaciones.

Tabla 4: puntaje de la enfermedad asociado con los signos clinicos en ratones infectados

Signos Puntajes
Normal 0

Pelaje levemente erizado 1

Pelaje erizado, ojos lentos y pegajosos 2

Pelaje erizado, aletargado y ojos cerrados 3

Muy enfermo y no se mueve después de la|4
estimulacion

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 670 668 T3

Signos Puntajes

Muerto 5

Se tomaron muestras de sangre de los ratones a intervalos de una hora después de la infeccion y se analizaron para
determinar el nivel sérico (log cfu/ml) de N. meningitidis, con el fin de verificar la infeccion y determinar la tasa de
eliminacion de las bacterias del suero.

Resultados:

La figura 8 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematicamente el porcentaje de supervivencia de los
ratones MASP-2 KO y WT después de la administracion de una dosis infecciosa de 2,6 x 10’ CFU de N. meningitidis
serogrupo A Z2491. Tal como se muestra en la figura 8, el 100 % de los ratones MASP-2 KO sobrevivieron durante
el periodo de 72 horas, después de la infeccion. Por el contrario, solo el 80 % de los ratones WT (p = 0,012) seguian
vivos 24 horas después de la infeccion, y solo el 50 % de los ratones WT seguian vivos a las 72 horas después de la
infeccion. Estos resultados demuestran que los ratones con deficiencia de la MASP-2 estan protegidos contra la
mortalidad inducida por N. meningitidis del serogrupo A Z2491.

La figura 9 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematicamente el porcentaje de supervivencia de los
ratones MASP-2 KO y WT después de la administracion de una dosis infecciosa de 6 x 10° CFU de cepa MC58 del
serogrupo B del N. meningitidis. Tal como se muestra en la figura 9, el 90 % de los ratones MASP-2 KO
sobrevivieron durante el periodo de 72 horas después de la infeccion. Por el contrario, solo el 20 % de los ratones
WT (p = 0,0022) seguian con vida 24 horas después de la infeccion. Estos resultados demuestran que los ratones
con deficiencia de la MASP-2 estan protegidos contra la mortalidad inducida por la cepa MC58 del serogrupo B del
N. meningitidis.

La figura 10 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis recuperada
en dlferentes momentos en muestras de sangre tomadas de los ratones MASP-2 KO y WT después de infeccion i.p.
con 6x10° CFU de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis (n = 3 en diferentes momentos para ambos
grupos de ratones). Los resultados se expresan como medias + SEM. Tal como se muestra en la figura 10, en
ratones WT, el nivel de N. meningitidis en la sangre alcanz6 un pico de aproximadamente 6,0 log cfu/ml 24 horas
después de la infeccién y disminuy6 a aproximadamente 4,0 log cfu/ml 36 horas después de la infeccién. Por el
contrario, en los ratones MASP-2 KO, el nivel de N. meningitidis alcanzé un pico de aproximadamente 4,0 log cfu/ml
a las 12 horas después de la infeccion y disminuy6 a aproximadamente 1,0 log cfu/ml 36 horas después de la
infeccion (el simbolo “* “indica p <0,05; el simbolo” ** “indica p = 0,0043). Estos resultados demuestran que aunque
los ratones MASP-2 KO se infectaron con la misma dosis de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis que
los ratones WT, los ratones MASP-2 KO denotaron una mejor depuracion de la bacteriemia, en comparacién con los
WT.

La figura 11 ilustra esquematicamente el puntaje promedio de enfermedad de ratones MASP-2 KO y WT a las 3, 6,
12y 24 horas después de la infeccion con 6 x10° cfu de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis. Tal como
se muestra en la figura 11, los ratones con deficiencia en MASP-2 mostraron una alta resistencia a la infeccion, con
puntajes de la enfermedad mucho menores a las 6 horas (el simbolo “*” indica p = 0,0411), 12 horas (el simbolo “**”
indica p = 0,0049) y 24 horas (el simbolo “***” indica p = 0,0049) después de la infeccién, en comparacién con los
ratones WT. Los resultados en la Figura 11 se expresan como medias + SEM.

En resumen, los resultados en este ejemplo demuestran que los ratones con deficiencia de la MASP-2 estan
protegidos contra la mortalidad inducida por N. meningitidis después de la infeccion con serogrupo A de N.
meningitidis o serogrupo B del B. meningitidis.

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra que la administracion de anticuerpo de la MASP-2 después de la infecciébn con N.
meningitidis aumenta la supervivencia de los ratones infectados con N. meningitidis.

Antecedentes/justificacion:

Como se describe en el ejemplo 24 de la patente de Estados Unidos 7.919.094, la proteina de la MASP-2 de rata se
utilizé para preparar una biblioteca de presentacion de fagos Fab, de la cual se identifico Fab2 # 11 como un
anticuerpo funcionalmente activo. Los anticuerpos de longitud completa de los isotipos IgG2c de rata e IgG2a de
ratéon se generaron a partir del Fab2 # 11. El anticuerpo de la MASP-2 de longitud completa del isotipo IgG2a de
ratéon se caracterizé por parametros farmacodinamicos (como se describe en el ejemplo 38 de la patente de los
Estados Unidos 7.919.094).
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En este ejemplo, el anticuerpo de longitud completa MASP-2 de ratdén derivado de Fab2 # 11 se analiz6 en el
modelo de ratdn de infeccion por N. meningitidis.

Métodos:

El isotipo de anticuerpo de la MASP-2 de IgG2a de longitud completa de ratdn, derivado de Fab2 # 11, generado
como se describié anteriormente, se probd en el modelo de raton de infeccion por N. meningitidis de la siguiente
manera.

1. Administracion de anticuerpos monoclonales (MoAb) de la MASP-2 de ratén después de la infeccion

Unos ratones Charles River C57/BL6 de 9 semanas de edad fueron tratados con el anticuerpo inhibidor de la MASP-
2 de raton (1,0 mg/kg) (n = 12) o anticuerpo de isotipo control (n = 10) a las 3 horas después i.p. inyeccion con una
dosis alta (4x10° CFU) de la cepa MC58 del serogrupo B del N. meningitidis.

Resultados:

La figura 12 es un grafico de Kaplan-Meyer que ilustra esquematicamente el porcentaje de supervivencia de los
ratones después de la administracion de una dosis infecciosa de 4x10° cfu de la cepa MC58 del serogrupo B del N.
meningitidis, seguida de la administracion 3 horas después de la infeccion del anticuerpo inhibidor de la MASP-2 (1,0
mg/kg) o del anticuerpo de isotipo de control. Tal como se muestra en la figura 12, el 90 % de los ratones tratados
con el anticuerpo de la MASP-2 sobrevivieron durante el periodo de 72 horas después de la infeccion. Por el
contrario, solo el 50 % de los ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo sobrevivié durante el periodo
de 72 horas después de la infeccion. El simbolo “*” indica p = 0,0301, segun lo determinado por la comparacion de
las dos curvas de supervivencia.

Estos resultados demuestran que la administracion de un anticuerpo de la MASP-2 es eficaz para tratar y mejorar la
supervivencia en sujetos infectados con N. meningitidis.

Como se demuestra en este documento, el uso del anticuerpo de la MASP-2 en el tratamiento de un sujeto infectado
con N. meningitidis es eficaz cuando se administra dentro de las 3 horas posteriores a la infeccion, y se espera que
sea efectivo dentro de las 24 horas a 48 horas posteriores a la infeccion. La enfermedad meningocécica (ya sea
meningococcemia o meningitis) es una emergencia médica y por lo general, la terapia se inicia de inmediato ante la
sospecha de enfermedad meningocécica (es decir, antes de que se identifique positivamente al N. meningitidis como
el agente etioldgico).

En vista de los resultados en el ratén MASP-2 KO que se demostraron en el ejemplo 1, se cree que la administracion
del anticuerpo de la MASP-2 antes de la infeccion con N. meningitidis también seria eficaz para prevenir o mejorar la
gravedad de la infeccion.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra que la muerte dependiente del complemento del N. meningitidis en el suero humano
depende de la MASP-3.

Justificacion:

Los pacientes con menores niveles séricos de MBL funcional exhiben una mayor susceptibilidad a las infecciones
bacterianas y fungicas recurrentes (Kilpatrick y col., Biochim Biophys Acta 1572: 401-413 (2002)). Se sabe que la
MBL reconoce al N. meningitidis, y se ha demostrado que los sueros con deficiencia en MBL no lisan al N.
meningitidis.

En vista de los resultados descritos en los ejemplos 1 y 2, se llevaron a cabo una serie de experimentos para
determinar la eficacia de la administracién de anticuerpo de la MASP-2, con el fin de tratar la infeccion por N.
meningitidis en sueros humanos de control y con deficiencia en complemento. Los experimentos se realizaron en
una alta concentracion de suero (20 %), con el fin de preservar la via del complemento.

Métodos:

I. Actividad bactericida sérica en diversos sueros humanos con deficiencia en complemento y en sueros humanos
tratados con el anticuerpo humano MASP-2

En este experimento se usaron los siguientes sueros humanos de control y sueros con deficiencia en complemento:

Tabla 5: muestras de suero humano testeadas (tal como se muestra en la figura 13)
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Muestra Tipo de suero

A Suero humano normal (NHS, normal human serum) + Ab de la MASP-
2 humano

B NHS + Ab de control isotipico

C MBL -/- suero humano

D NHS

E NHS inactivado por calor (HI, Heat-Inactivated)

Se aislé un anticuerpo recombinante contra la MASP-2 humana a partir de una Biblioteca combinatoria de
anticuerpos (., A., y col., J Mol. Biol. 296: 57-86 (2000)), usando la MASP-2A humana recombinante como antigeno
(Chen, C.B. y Wallis, J. Biol. Chem. 276: 25894 - 25902 (2001)). Se identificé un fragmento de scFv antihumano que
inhibia con mucha potencia la activacion de C4 y C3 mediada por la via de la lectina en el plasma humano (IC50~20
nM) y que se convertia en un anticuerpo IgG4 humano de longitud completa.

El serogrupo B-MC58 de N. meningitidis se incubd con los diferentes sueros mostrados en la tabla 5, cada uno a una
concentracion sérica del 20 %, con o sin la adicion de anticuerpo inhibidor de la MASP-2 humana (3 ug en 100 ul de
volumen total) a 37 °C con agitacion. Las muestras se tomaron en los siguientes momentos: intervalos de 0, 30, 60 y
90 minutos, se retiraron de las placas y luego se determinaron los recuentos viables. El suero humano inactivado por
calor se us6 como control negativo.

Resultados:

La figura 13 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables del serogrupo B-MC58 de N.
meningitidis, recuperado en diferentes momentos, en las muestras de suero humano detalladas en la tabla 5. La
tabla 6 proporciona los resultados de la prueba t de Student para la figura 13.

Tabla 6: resultados de la prueba t de Student para la figura 13 (punto temporal: 60 minutos)

Dif. de media (Log) ¢ Significativa? Resumen de valores P
¢P<0,05?
A frente a B -0,3678 Si ***(0,0002)
AfrenteaC -1,1053 Si ***(p<0,0001)
Afrentea D -0,2111 Si **(0,0012)
Cfrentea D 1,9 Si ***(p<0,0001)

Tal como se muestra en la figura 13 y en la tabla 6, la destruccion dependiente del complemento de N. meningitidis
en suero humano al 20 % se mejor6 significativamente mediante la adicion del anticuerpo inhibidor de la MASP-2
humana.

2. Actividad bactericida sérica en diversos sueros humanos con deficiencia en complemento

En este experimento, se usaron los siguientes sueros humanos de control y sueros humanos con deficiencia en
complemento:

Tabla 7: muestras de suero humano probadas (como se muestra en la figura 14)

Muestra Tipo de suero
A Suero humano normal (NHS)
B NHS inactivado por calor
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Muestra Tipo de suero
C MBL -/-
D MASP-3 -/- (MASP-1 +)

Nota: el suero MASP-3 -/- (MASP-1 +) en la muestra D se tomé de un sujeto con sindrome 3MC, que es un término
unificador para los sindromes de Carnevale, Mingarelli, Malpuech y Michels superpuestos. Como se describe
adicionalmente en el ejemplo 4, las mutaciones en el exon 12 del gen MASP-1/3 convierten el dominio de serina
proteasa de la MASP-3, pero no en el MASP-1 disfuncional. También se sabe que el factor D esta intacto en el suero
de 3MC.

Se incubd el serogrupo B-MC58 de N. meningitidis con diferentes sueros humanos con deficiencia en complemento,
cada uno a una concentracion sérica del 20 %, a 37 °C con agitacion. Se tomaron muestras en los siguientes
momentos: intervalos de 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos, se colocaron en placas y luego se determinaron los
recuentos viables. El suero humano inactivado por calor se usé como control negativo.

Resultados:

La figura 14 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables del serogrupo B-MC58 del N.
meningitidis recuperados en diferentes momentos en las muestras de suero humano que se presentan en la tabla 7.
Tal como se muestra en la figura 14, el suero de WT (NHS) tiene el nivel mas alto de actividad bactericida para N.
meningitidis. Por el contrario, los sueros humanos MBL -/- y MASP - 3 -/- (que tiene suficiencia de MASP-1) no
tienen ninguna actividad bactericida. Estos resultados indican que la muerte de N. meningitidis dependiente del
complemento en suero humano al 20 % (v/v) es dependiente de la MASP-3 y de la MBL. La tabla 8 proporciona los
resultados de la prueba t de Student para la figura 14.

Tabla 8: resultados de la prueba t de Student para la figura 14

Comparacion Punto Dif de media| ¢Significativa? Resumen de valores
temporal (min) | (Log) P
¢P<0,05?

A frente a B 60 -0,8325 Si ***(p<0,0001)

A frente a B 90 -1,600 Si ***(p<0,0001)
AfrenteaC 60 -1,1489 Si ***(p<0,0001)
AfrenteaC 90 -1,822 Si ***(p<0,0001)
Afrentea D 60 -1,323 Si ***(0,0005)
Afrentea D 90 -2,185 Si ***(p<0,0001)

En resumen, los resultados presentados en la figura 14 y en la tabla 8 demuestran que la destruccion de N.
meningitidis dependiente del complemento en suero humano al 20 % es dependiente de la MASP-3 y MBL.

3. Muerte dependiente del complemento del N. meningitidis en sueros de ratones con deficiencia en MASP-2,
MASP-1/3 al 20 % (v/v) o MBL A/C.

En este experimento, se usaron los siguientes sueros de ratéon con déficit de complemento y sueros de ratén de
control:

Tabla 9: muestras de suero de raton probadas (como se muestra en la figura 15)

Muestra Tipo de suero
A WT
B MASP-2 -/-
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Muestra Tipo de suero

C MASP-1/3 -/-

D MBL A/C -/-

E \WT, inactivado por calor (HIS)

Se incubd el serogrupo B-MC58 de N. meningitidis con diferentes sueros de ratones con deficiencia en
complemento, cada uno a una concentracion sérica del 20 %, a 37 °C, con agitacion. Las muestras se tomaron en
los siguientes momentos: intervalos de 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos, se colocaron en placas y luego se
determinaron los recuentos viables. El suero humano inactivado por calor se us6 como control negativo.

Resultados:

La figura 15 ilustra esquematicamente el log cfu/ml de los recuentos viables del serogrupo B-MC58 del N.
meningitidis, recuperado en diferentes momentos, en las muestras de suero de raton detalladas en la tabla 9. Tal
como se muestra en la figura 15, los sueros de raton MASP-2 -/- tienen un mayor nivel de actividad bactericida para
N. meningitidis que los sueros de raton WT. Por el contrario, los sueros de ratén MASP-1/3 -/- no tienen ninguna
actividad bactericida. El simbolo “**” indica p = 0,0058, el simbolo “***” indica p = 0,001. La tabla 10 proporciona los
resultados de la prueba t de Student para la figura 15.

Tabla 10: resultados de la prueba t de Student para la figura 15

Comparacion Punto temporal | Dif de media| ¢ Significativa? Resumen de valores P
(min) (Log)
¢P<0,05?
A frente a B 60 min. 0,39 Si ** (0,0058)
A frente a B 90 min. 0,6741 Si ***(0,001)

En resumen, los resultados en este ejemplo demuestran que el suero MASP-2 -/- tiene un nivel mas alto de actividad
bactericida para el N. meningitidis que el suero WT y que la muerte de N. meningitidis dependiente del complemento
en suero al 20 % depende de MASP-3 y MBL.

Ejemplo 4

Este ejemplo describe una serie de experimentos que se llevaron a cabo para determinar el mecanismo de la
resistencia dependiente de la MASP-3 a la infeccion por N. meningitidis observada en ratones MASP-2 KO, como se
describe en los ejemplos 1-3.

Fundamentos:

Con el fin de determinar el mecanismo de la resistencia dependiente de la MASP-3 a la infeccion por N. meningitidis
observada en ratones MASP-2 KO (segun se ha descrito en los ejemplos 1-3 anteriores), se llevaron a cabo una
serie de experimentos de la siguiente manera.

1. Los ratones con deficiencia de la MASP-1/3 no tienen deficiencia de actividad funcional de la via de la lectina
(también conocida como “LEA-2")

Métodos:

Para determinar si los ratones con deficiencia de MASP-1/3 son con deficiencia en la actividad funcional de la via de
la lectina (también denominada LEA-2), se llevo a cabo un ensayo para medir la cinética de la actividad de la C3
convertasa en el plasma obtenido de diversas especies de ratén con deficiencias del complemento, sometido a
prueba en condiciones de ensayo especificas de la via de activacion de lectina (1 % de plasma), como se describe
en Schwaeble W. y col., PNAS vol 108 (18): 7523-7528 (2011).

El plasma de ratones WT, C4 -/-, MASP-1/3 -/-; Factor B -/-, y MASP-2 -/- se sometié a prueba de la siguiente
manera.
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Para medir la activacion de C3, se recubrieron unas placas de microtitulacién con manano (1 pg/pocillo), zimosano
(1 yg/pocillo) en tampoén de revestimiento (NaCO3 15 mM, NaHCO3 35 mM), o complejos inmunes, generados in
situ mediante recubrimiento con 1 % de albumina de suero humano (HSA) en tampon de recubrimiento y luego se
afiadié suero anti-HAS de oveja (2 ug/ml) en TBS (Tris10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4) con Tween 20 al 0,05 % y Ca™"
5 mM. Las placas se bloquearon con HSA al 0,1 % en TBS y se lavaron tres veces con TBS/Tween20/Ca*". Las
muestras de plasma se diluyeron en barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,4, se afiadieron a
las placas y se incubaron durante 1,5 ha 37 °C. Después del lavado, se detectdé C3b unido usando C3c de conejo
anti-humano (Dako), seguido de IgG de cabra anti-conejo conjugada con fosfatasa alcalina y fosfato de p-nitrofenilo.

Resultados:

La cinética de activacion de C3 (medida por depdsito de C3b en las placas recubiertas con manano con suero al 1
%) en condiciones especificas de la via de la lectina se muestra en la figura 16. No se observo escisién de C3 en el
plasma de la MASP-2 -/-. El plasma del factor B -/- (Factor B -/-) escidié a C3 a la mitad de la velocidad del plasma
WT, probablemente debido a la pérdida del ciclo de amplificacion. Se observé un retraso significativo en la
conversion dependiente de la via de la lectina de C3 a C3b en C4-/- (T2 = 33 min) asi como en el plasma con
deficiencia en MASP-1/3 -/- (T1/2 = 49 min). Se ha demostrado que este retraso de la activacion de C3 en el plasma
de MASP-1/3 -/- depende mas de MASP-1 que de MASP-3. (Véase Takahashi M. y col., J. Immunol 180: 6132 -
6138 (2008)). Estos resultados demuestran que los ratones con deficiencia de la MASP-1/3 no son con deficiencia
en la actividad funcional de la via de la lectina (también denominada “LEA-2").

2. Efecto de la deficiencia hereditaria de la MASP-3 en la activacion de la via alternativa.
Fundamentos:

El efecto de la deficiencia hereditaria de la MASP-3 en la activaciéon de la via alternativa se determiné analizando el
suero de un paciente con sindrome de 3MC, con deficiencia de la MASP-3, causado por una mutacién de cambio de
marco en el exén que codifica la serina proteasa de la MASP-3. El sindrome de 3MC es una frase unificadora para
los sindromes de Carneavale, Mingarelli, Malpuech y Michels superpuestos. Estos raros trastornos autosémicos
recesivos exhiben un espectro de caracteristicas de desarrollo, que incluyen dismorfismo facial caracteristico, labio
leporino y/o paladar hendido, craneosinostosis, discapacidad intelectual y anomalias genitales, de las extremidades
y vesicorenales. Rooryck y colaboradores, Nature Genetics 43: 197-203 (2011) estudiaron 11 familias con sindrome
3MC e identificaron dos genes mutados, COLEC11 y MASP-1. Las mutaciones en el gen MASP-1 hacen que el exdn
que codifica el dominio de serina proteasa de la MASP-3, pero no los exones que codifican la serina proteasa de la
MASP-1, sea disfuncional. Por lo tanto, los pacientes con 3MC con mutaciones en el exén que codifica la serina
proteasa de la MASP-3 son con deficiencia en MASP-3 pero suficientes en MASP-1.

Métodos:

El suero con deficiencia de la MASP-3 se obtuvo de un paciente con 3MC, de la madre y del padre del paciente con
3MC (ambos heterocigotos para el alelo portador de una mutacion que hace que el exén que codifica el dominio
serina proteasa MASP-3 sea disfuncional), asi como de un paciente con deficiencia de C4 (con deficiencia en ambos
genes C4 humanos) y de un sujeto con deficiencia en MBL. Se llevé a cabo un ensayo de la via alternativa, en
condiciones especificas de la AP tradicional (BBS/Mg™*/EGTA, sin Ca™", en donde BBS = solucién salina tamponada
con barbital que contiene sacarosa), como se describe en Bitter-Suermann y colaboradores, Eur. J. Immunol 11:
291-295 (1981)), sobre placas de microtitulacion recubiertas con zimosano, a concentraciones en suero que varian
de 0,5 a 25 % y se midi6 el deposito de C3b a lo largo del tiempo.

Resultados:

La figura 17 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b inducido por la via alternativa en placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano, como una funcidon de la concentracién sérica en muestras de suero
obtenidas de sujetos con deficiencia de MASP-3, con deficiencia en C4 y con deficiencia en MBL. Tal como se
muestra en la figura 17, el suero del paciente con deficiencia de la MASP-3 tiene actividad alternativa residual (AP) a
altas concentraciones séricas (25 %, 12,5 %, concentraciones séricas de 6,25 %), pero un APsg significativamente
mayor (es decir, 9,8 % de suero necesario para alcanzar el 50 % del depdsito maximo de C3).

La figura 18 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b inducido por via alternativa sobre placas de
microtitulacion recubiertas con zimosano en condiciones especificas de via alternativa (especifica de la AP)
“tradicional” (es decir, BBS/EGTA/Mg"™ sin Ca"™) en funcién del tiempo, en el 10 % de las muestras de suero
humano obtenidas de sujetos humanos con deficiencia de C4, con deficiencia en MASP-3 y con deficiencia en MBL.

La tabla 11 presentada a continuacién resume los resultados APso enunciados en la figura 17 y las semividas para el
depdsito de C3b que se muestra en la figura 18.

Tabla 11: resumen de los resultados que se muestran en las figuras 17 y 18
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Tipo de suero APsq (%) T1/2 (Min)
Deficiencia de MASP-3 (paciente | 9,8 37,4
con 3MC)

Madre del paciente con 3MC|4,3 17,2
(heterocigota)

Padre del paciente con 3MC|4,3 20,9
(heterocigota)

Con deficiencia de C4 4.0 11,6
Con deficiencia en MBL 4.8 11,0

Nota: en el tampon BBS/Mg'"/EGTA, los efectos mediados por la via de la lectina son deficientes debido a la
ausencia de Ca"™ en este tampon.

Lejos de aceptar las limitaciones impuestas por ninguna teoria en particular, se cree que la menor actividad de la via
alternativa observada en el suero con deficiencia de la MASP-3 es consecuencia de que el paciente con 3MC tiene
el factor D activo en su suero, y dado que este paciente todavia expresa MASP-1 y HTRAA1, la conversién de pro-
factor D todavia puede ocurrir en ausencia de la MASP-3, aunque en un nivel inferior.

3. Medicion del depdsito de C3b en manano, zimosano y S. pneumonia D39, en los sueros de ratones con
deficiencia de la MASP-2 o MASP-1/3.

Métodos:

El depdsito de C3b se midi6é en placas de microtitulacion revestidas con manano, zimosano y S. pneumonia D39,
usando concentraciones séricas de ratdén que variaban de 0 % a 20 %, obtenidos de ratones MASP-2 -/-, MASP-1/3 -
/- y WT. Los ensayos de deposito de C3b se llevaron a cabo en condiciones especificas de la via alternativa
“tradicional” (es decir, BBS/IEGTA/Mg"™* sin Ca"™) o bien, en condiciones fisiolégicas que permiten que la via de la
lectina y la via alternativa funcionen (es decir, BBS/Mg**/Ca™").

Resultados:

La figura 19A ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b sobre placas de microtitulacion recubiertas con
manano como una funciéon de la concentracion sérica en muestras de suero obtenidas de ratones WT con
deficiencia en MASP-2 y MASP-1/3, en condiciones especificas de la via alternativa (es decir, BBS/EGTA/Mg"" sin
Ca'™), o en condiciones fisioldgicas que permiten que tanto la via de la lectina como la alternativa funcionen
(BBS/Mg™/Ca"™). La figura 19B ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b sobre placas de
microtitulacion recubiertas con zimosano como una funcidon de la concentracion sérica en muestras de suero de
ratones WT, con deficiencia en MASP-2 y MASP-1/3, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg"™" sin Ca'"), o en condiciones fisiolégicas que permiten que tanto la via de la lectina como la
alternativa funcionen (BBS/Mg'*/Ca™). La figura 19C ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b en
placas de microtitulacion revestidas con S. pneumoniae D39, como una funcién de la concentracién sérica en
muestras de suero de ratones WT, con deficiencia en MASP-2 y MASP-1/3, en condiciones especificas de la AP
tradicional (es decir, BBS/EGTA/Mg™" sin Ca"™), o en condiciones fisiolégicas que permiten que tanto la via de la
lectina como la via alternativa funcionen (BBS/Mg**/Ca™").

La figura 20A ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de depdsito de C3b en sueros altamente
diluidos, llevado a cabo en placas de microtitulacion recubiertas con manano, en condiciones especificas de la AP
tradicional (es decir, BBS/EGTA/Mg" sin Ca'") o en condiciones fisiolégicas que permiten tanto la via de la lectina
como la via alternativa funcionen (BBS/Mg™*/Ca"™), usando concentraciones séricas que varian desde 0 % hasta
1,25 %. La figura 20B ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de deposito de C3b llevado a cabo en
placas de microtitulacion recubiertas con zimosano, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg"™" sin Ca'™) o en condiciones fisiolégicas que permiten que la via de la lectina y la alternativa
funcionen (BBS/EGTA/Mg**/Ca™"), usando concentraciones séricas que van desde 0 % hasta 1,25 %. La figura 20C
ilustra esquematicamente los resultados de un ensayo de depédsito de C3b llevado a cabo en placas de
microtitulacion recubiertas con S. pneumoniae D39, en condiciones especificas de la AP tradicional (es decir,
BBS/EGTA/Mg™" sin Ca™") o en condiciones fisiolégicas tales que permiten el funcionamiento tanto de la via de la
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lectina como de la via alternativa (BBS/EGTA/Mg*/Ca"™), usando concentraciones séricas que van desde 0 % hasta
1,25 %.

Como se muestra en las figuras 20A-C, los ensayos de depdsito de C3b también se llevaron a cabo en condiciones
especificas de la via alternativa (es decir, BBS/EGTA/Mg"" sin Ca"™) o en condiciones fisioldgicas que permiten que
tanto la via de la lectina como la alternativa funcionen (BBS/Mg**/Ca"™), usando diluciones mas altas, variables entre
el 0 % y el 1,25 % del suero en placas revestidas de manano (figura 20A); en placas recubiertas con zimosano
(figura 20B) y en placas recubiertas con S. pneumoniae D39 (figura 20C). La via alternativa se desvanece bajo
diluciones séricas mas altas, por lo que la actividad observada en el suero con deficiencia de la MASP-1/3 en
presencia de Ca"" es actividad de la LP mediada por la MASP-2 y la actividad en suero con MASP-2 con deficiencia
en el la presencia de Ca’" es la activacién residual mediada por la MASP-1/3 de la AP.

Discusion:

Los resultados descritos en este ejemplo demuestran que un inhibidor de la MASP-2 (o MASP-2 KO) proporciona
una proteccion significativa contra la infeccion por N. meningitidis, promoviendo la activaciéon de la via alternativa
impulsada por la MASP-3. Los resultados de los ensayos de bacteriolisis en suero de ratén y los ensayos de
bacteriolisis en suero humano prueban, ademas, mediante el control de la actividad bactericida en suero contra N.
meningitidis, que la actividad bactericida contra el N. meningitidis esta ausente cuando hay deficiencia en MBL
(sueros de raton con doble deficiencia MBL A y MBL C y sueros humanos con deficiencia en MBL).

La figura 1 ilustra el nuevo concepto de la via de la lectina y la via alternativa sobre la base de los resultados
proporcionados en este documento. La figura 1 delinea el papel de LEA-2 tanto en la opsonizacion como en la lisis.
Si bien MASP-2 es el iniciador del depdsito de C3b “aguas abajo” (y la opsonizacion resultante) en multiples
entornos dependientes de lectina fisioldgicamente (figura 20A, 20B, 20C), también desempefia un papel en la lisis de
las bacterias sensibles al suero. Como se ilustra en la figura 1, el mecanismo molecular propuesto responsable del
aumento de la actividad bactericida del suero/plasma con deficiencia de la MASP-2 o reducién de la MASP-2 para
patégenos sensibles al suero, tales como N. meningitidis es que, para la lisis de bacterias, los complejos de
reconocimiento de la via de la lectina asociados con MASP-1 y MASP-3 tienen que unirse muy cerca el uno del otro
en la superficie bacteriana, permitiendo asi que la MASP-1 escinda a la MASP-3. En contraste con la MASP-1 y la
MASP-2, la MASP-3 no es una enzima autoactivante, pero, en muchos casos, requiere activacién/escision por la
MASP-1 para convertirse en su forma enzimaticamente activa.

Como se muestra adicionalmente en la figura 1, la MASP-3 activada puede escindir entonces el factor B unido a C3b
en la superficie del patdégeno, para iniciar la cascada de activacion de la via alternativa mediante la formacion de la
C3 y C5 convertasa C3bBb y C3bBb(C3b)n de la via alternativa enzimaticamente activa, respectivamente. Los
complejos de activacion de la via lectina que portan MASP-2 no tienen parte en la activacion de la MASP-3 y, en
ausencia o después del agotamiento de la MASP-2, todos los complejos de activacion de la via de la lectina se
cargaran con MASP-1 o MASP-3. Por lo tanto, en ausencia de la MASP-2, aumenta marcadamente la probabilidad
de que en la superficie microbiana, los complejos de activacion de la via de la lectina portadores de MASP-1 y
MASP-3 se asienten uno muy cerca del otro, lo que lleva a que se active mas MASP-3 y, por lo tanto, a una mayor
tasa de escisién mediada por la MASP-3 del factor B unido a C3b, para formar las C3 y C5 convertasas C3bBb y
C3bBb(C3b)n de la via alternativa en la superficie microbiana. Esto conduce a la activacién de las cascadas de
activacion terminales C5b-C9 que forman el complejo de ataque a la membrana, compuesto por C5b unido a la
superficie asociado con C6, C5bC6 asociado con C7, C5bC6C7 asociado con C8 y C5bC6C7C8, que conduce a la
polimerizacion de C9, que se inserta en la estructura de la superficie bacteriana y forma un poro en la pared
bacteriana, lo cual derivara en la destruccion osmolitica de la bacteria dirigida por el complemento.

La esencia de este concepto novedoso reside en que los datos proporcionados en este documento muestran
claramente que los complejos de activacion de la via de la lectina conducen las siguientes dos vias de activacion
distintas, como se ilustra en la figura 1:

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra el efecto inhibidor de la deficiencia de la MASP-2 y/o la deficiencia de la MASP-3 en la lisis
de los glébulos rojos, de muestras de sangre obtenidas de un modelo de ratén con hemoglobinuria paroxistica
nocturna (HPN).

Antecedentes/justificacion:

La hemoglobinuria nocturna paroxistica (HPN), también conocida como sindrome de Marchiafava-Michelia, es una
enfermedad de la sangre adquirida, potencialmente mortal, caracterizada por anemia hemolitica intravascular
inducida por el complemento. El sello distintivo de la HPN es la hemdlisis intravascular crénica mediada por el
complemento, lo cual es una consecuencia de la activacion no regulada de la via alternativa del complemento
debido a la ausencia de los reguladores del complemento, CD55 y CD59 en los eritrocitos de la HPN, con las
consecuentes hemoglobinuria y anemia. Lindorfer, M.A., y col., Blood 115 (11) (2010), Risitano, A.M., Mini-Reviews
in Medicinal Chemistry, 11: 528-535 (2011). La anemia en la HPN se debe a la destruccion de los globulos rojos en
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el torrente sanguineo. Los sintomas de la HPN incluyen orina de color rojo, debido a la aparicion de hemoglobina en
la orina, dolor de espalda, fatiga, dificultad para respirar y trombosis. La HPN puede desarrollarse por si misma,
conocida como “HPN primaria” o en el contexto de otros trastornos de la médula 6sea, como la anemia aplasica,
conocida como “HPN secundaria”. El tratamiento para la HPN incluye transfusion de sangre para la anemia,
anticoagulacion para la trombosis y el uso del anticuerpo monoclonal eculizumab (Soliris®), que protege las células
sanguineas contra la destrucciéon inmune al inhibir el sistema del complemento (Hillmen P. y colaboradores, N Engl.
J Med 350 (6): 552-9 (2004)). El eculizumab (Soliris®) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se dirige a los
componentes del complemento C5, bloqueando su escision por las C5 convertasas, impidiendo asi la produccion de
Cba y el ensamblaje de la MAC. El tratamiento de pacientes con HPN con eculizumab ha producido una reduccion
de la hemdlisis intravascular, medida por lactato deshidrogenasa (LDH), que conduce a la estabilizacion de la
hemoglobina y la independencia de la transfusién en aproximadamente la mitad de los pacientes (Hillmen P, y
colaboradores, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, vol 11 (6) (2011)). Si bien casi todos los pacientes sometidos a
terapia con eculizumab alcanzan niveles normales o casi normales de LDH (debido al control de la hemdlisis
intravascular), solo alrededor de un tercio de los pacientes logran un valor de hemoglobina de aproximadamente 11
g/dl y los pacientes restantes con eculizumab contintan exhibiendo una anemia moderada a grave (es decir,
dependiente de transfusiones), en proporciones aproximadamente iguales (Risitano AM y colaboradores, Blood 113:
4094-100 (2009)). Como se describe en Risitano y colaboradores, Mini Reviews in Medicinal Chemistry 11: 528-535
(2011), se demostré que los pacientes con HPN que recibian eculizumab contenian fragmentos de C3 unidos a una
porcion sustancial de sus eritrocitos de HPN (mientras que los pacientes no tratados, no), lo que lleva a la conclusion
de que los fragmentos de C3 unidos a la membrana funcionan como opsoninas en los eritrocitos HPN, lo cual deriva
en que queden atrapados en las células reticuloendoteliales a través de receptores C3 especificos y la posterior
hemdlisis extravascular. Por lo tanto, se necesitan estrategias terapéuticas —ademas del uso de eculizumab— para
aquellos pacientes que desarrollan hemdlisis extravascular mediada por fragmentos C3 porque contintan
requiriendo transfusiones de glébulos rojos.

Este ejemplo describe métodos para evaluar el efecto del suero con deficiencia en MASP-2 y MASP-3 en la lisis de
glébulos rojos, tomados de muestras de sangre obtenidas de un modelo de raton de HPN y demuestra la eficacia de
la inhibicién de la MASP-2 y/o de la inhibicion de MASP-3 para tratar sujetos que padecen HPN, y también respalda
el uso de inhibidores de inhibidores de la MASP-2 y/o MASP-3 (incluso inhibidores bilaterales o biespecificos de la
MASP-2/MASP-3) para mejorar los efectos de la hemdlisis extravascular mediada por el fragmento C3 en sujetos de
con HPN sometidos a una terapia con un inhibidor de C5, tal como el eculizumab.

Métodos:
Modelo animal de HPN:

Se obtuvieron muestras de sangre de ratones con direccionamiento genético y deficiencias de Crry y C3 (Crry/C3 -/-)
y ratones con deficiencia en CD55/CD59. A estos ratones les faltan los respectivos reguladores de complemento de
superficie en sus eritrocitos, y estos eritrocitos, por lo tanto, son susceptibles a la autolisis de complemento
espontaneo como lo son las células sanguineas humanas de la HPN.

Con el fin de sensibilizar ain mas estos eritrocitos, estas células se usaron con y sin recubrimiento con manano y
luego se analizaron para detectar hemdlisis en plasma de WT C56/BL6, en plasma con MBL nulo, en plasma de
MASP-2 -/-, en plasma de MASP-1/3 -/-, en plasma NHS humano, MBL -/- humano y NHS tratado con anticuerpo
humano de MASP-2.

I. Ensayo de hemolisis de eritrocitos murinos con doble deficiencia, Crry/C3 y CD55/CD59, en sueros
deficientes/empobrecidos en MASP-2 y controles

Dia I. Preparacion de RBC murinos (revestimiento + manano).

Materiales incluidos: sangre fresca de ratén, BBS/Mg™* 1 Ca™" (acido barbittrico 4,4 mM, Barbitona de sodio 1,8 mM,
NaCl 145 mM, pH 7.4, Mg"™ 5 mM, Ca™ 5 mM, cloruro de cromo, CrCl3-6H,0 (0,5 mg/ml en BBS/Mg*™; Ca™™) y
manano, 100 pg/ml en BBS/Mg*™*/Ca™.

La sangre entera (2 ml) se centrifugd durante 1-2 minutos a 2000 xg, en una centrifuga refrigerada a 4 °C. El plasma
y la capa leucocitaria fueron aspirados. La muestra se lavo 3 veces volviendo a suspender el pelet de RBC en 2 ml
de BBS helado/gelatina/Mg*™*/Ca*™ y repitiendo la etapa de centrifugacién. Después del tercer lavado, el pelet se
volvié a suspender en 4 ml de BBS/Mg'*/Ca*". Se aparté una alicuota de 2 ml de RBC como control sin
recubrimiento. A los 2 ml restantes, se afiadieron 2 ml de CrCI3 y 2 ml de manano y la muestra se incubé con mezcla
suave a temperatura ambiente durante 5 minutos. La reaccion se termind anadiendo 7,5 ml de
BBS/gelatina/Mg*™/Ca’". La muestra se centrifugd como se indico anteriormente, se resuspendié en 2 ml de
BBS/gelatina/Mg*/Ca*" y se lavé otras dos veces como antes; luego se almacené a 4 °C.

Dia 2. Prueba de hemolisis

Los materiales incluyeron BBS/gelatina/Mg**/Ca*™ (como antes), sueros de prueba, placas de 96 pocillos de fondo
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redondo y de fondo plano y un espectrofotometro capaz de leer placas de 96 pocillos a 410-414 nm.

La concentracion de RBC se determind primero, y las células se ajustaron a 10%ml, y se almacenaron a esta
concentracion. Antes del uso, las células se diluyeron en tampon de ensayo a 10%ml, y luego se usaron 100 pl por
pocillo. La hemdlisis se midié a 410-414 nm (permitiendo una sensibilidad mayor que 541 nm). Las diluciones de los
sueros de prueba se prepararon en BBS/gelatina/Mg**/Ca"" enfriados con hielo. 100 pl de cada dilucién de suero se
pipetearon en una placa de fondo redondo. Se afadieron 100 pl de preparacion de RBC diluida apropiadamente (es
decir, 10%ml), se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 1 hora y se observaron para la lisis. (Las placas
pueden fotografiarse en este punto). La placa se centrifugé a velocidad maxima durante 5 minutos. Se aspiraron 100
pl de la fase fluida, se transfirieron a placas de fondo plano, y se registro la OD a 410-414 nm. Los pelets de RBC se
conservaron (estos se pueden lisar después con agua para obtener un resultado inverso).

Experimento 1

Se obtuvo sangre fresca de ratones con doble deficiencia de CD55/CD59 y sangre de ratones con doble deficiencia
de Crry/C3 como se describe en detalle en el protocolo anterior. Las células se dividieron y la mitad de ellas se
recubrié con manano y la otra mitad se dejo sin tratar, ajustando la concentracion final a 10°/ml, de las cuales se
usaron 100 pl en el ensayo de hemdlisis, que se llevé a cabo como se describié anteriormente.

Resultados del experimento n.° 1: la via de la lectina esta implicada en la lisis de eritrocitos en el modelo animal de
HPN

En un experimento inicial, se determiné que los eritrocitos de ratén WT no recubiertos no se lisaron en ningin suero
de ratén. Se determind, ademas, que los eritrocitos Crry-/- recubiertos con manano de ratén se lisaron lentamente
(mas de 3 horas a 37 grados), en el suero de ratén WT, pero no se lisaron en el suero sin MBL. (Datos no
mostrados).

Se determind que los eritrocitos Crry -/- de raton recubiertos con manano se lisaron rapidamente en el suero
humano, pero no asi en el NHS inactivado por calor. Es importante destacar que los eritrocitos de ratéon Crry-/-
recubiertos con manano se lisaron en NHS diluido hasta 1/640 (es decir, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 y diluciones 1/640
todas lisadas). (Datos no mostrados). En esta dilucién, la via alternativa no funciona (la actividad de la AP funcional
se reduce significativamente por debajo del 8 % de concentracién sérica).

Conclusiones del experimento n. ° 1

Los eritrocitos Crry -/- de ratdon recubiertos con manano se lisan muy bien en suero humano altamente diluido con
MBL pero no sin MBL. La lisis eficiente en cada concentracion sérica probada implica que la via alternativa no esta
involucrada en esta lisis 0 no es necesaria para ella. La incapacidad de suero de ratdn con deficiencia en MBL y del
suero humano para lisar los eritrocitos Crry -/- de ratén recubiertos con manano indica que la via clasica tampoco
tiene nada que ver con la lisis observada. Como se requieren moléculas de reconocimiento de la via de la lectina (es
decir, MBL), esta lisis esta mediada por la via de la lectina.

Experimento n. ° 2

Se obtuvo sangre fresca de los ratones con doble deficiencia, de Crry/C3 y CD55/CD59 y se analizaron los
eritrocitos de raton Crry -/- recubiertos con manano en el ensayo de hemolisis como se describié anteriormente, en
presencia del siguiente suero humano: MASP-3 -/-; con MBL nula; WT; NHS pretratado con anticuerpo humano
MASP-2; NHS inactivado por calor como control.

Resultados del experimento n. ° 2: los inhibidores de la MASP-2 y la deficiencia de la MASP-3 previenen la lisis de
eritrocitos en el modelo animal de la HPN

Con los eritrocitos de ratéon Crry -/- recubiertos con manano, el NHS se incubd en las diluciones rebajadas hasta
1/640 (es decir, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 y 1/640), de suero MBL -/- humano, suero humano con deficiencia de
MASP-3 (del paciente con 3MC),y NHS pretratado con el mAb de MASP-2 y NHS inactivado por calor como control.

La placa de microtitulacion ELISA se centrifugd, y los eritrocitos no lisados se recogieron en el fondo de la placa de
pocillos redondos. El sobrenadante de cada pocillo, se recogié y la cantidad de hemoglobina liberada de los
eritrocitos lisados se midi6 leyendo la OD415 nm en un lector de ELISA.

Se observoé que el suero MASP-3 -/- no lisé en absoluto los eritrocitos de ratdn recubiertos con manano. En el control
de NHS inactivado por calor (control negativo), como se esperaba, no se observo lisis. El suero humano lis6 los
eritrocitos de raton recubiertos con manano en las diluciones de 1/8 y 1/16. EI NHS pretratado con anticuerpo de la
MASP-2 lisé los eritrocitos de raton recubiertos con manano a una dilucion 1/8 y 1/16, mientras que el suero humano
WT lis6 los eritrocitos de ratdn recubiertos con manano hasta diluciones de 1/32.

La figura 21 ilustra esquematicamente la hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina de eritrocitos de raton
lisados (Crry/C3 -/-) en el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos recubiertos con manano por
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suero humano, en un intervalo de diluciones séricas en suero de la MASP- 3 -/-, NHS inactivado por calor (HI), MBL -
/-, NHS pretratado con anticuerpo de la MASP - 2 y control de NHS.

La figura 22 ilustra esquematicamente la hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina de eritrocitos de raton
lisados (Crry/C3 -/-) en el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos recubiertos con manano por
suero humano, en un intervalo de concentracion sérica en suero de la MASP-3 -/-, NHS inactivado por calor (HI),
MBL -/-, NHS pretratado con anticuerpo de la MASP-2 y control de NHS.

A partir de los resultados presentados en las figuras 21 y 22, se demuestra que la inhibicién de la MASP-3 evitara
cualquier lisis mediada por el complemento de eritrocitos sensibilizados con proteccién deficiente de la activacion del
complemento autélogo. La inhibicién de la MASP-2 con el anticuerpo de la MASP-2 modificé significativamente el
valor de CHsg y fue protectora en cierta medida, pero la inhibicion de la MASP-3 fue mas efectiva.

Experimenton. ° 3

Los eritrocitos de ratdn Crry -/- no recubiertos obtenidos de sangre fresca de los ratones con doble deficiencia
Crry/C3 y CD55/CD59 se analizaron en el ensayo de hemolisis, como se describié anteriormente, en presencia de
los siguientes sueros: MASP-3 -/-; MBL -/-; WT; NHS pretratado con anticuerpo humano MASP-2 y NHS inactivado
por calor como control.

Resultados:

La figura 23 ilustra esquematicamente la hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina de eritrocitos de raton
WT lisados en el sobrenadante medida por fotometria) de eritrocitos murinos no recubiertos, en un intervalo de
concentraciones séricas en sueros humanos de un paciente con 3MC (MASP-3 -/-). NHS inactivado por calor (HI),
MBL -/-, NHS pretratado con anticuerpo de la MASP-2 y control de NHS. Tal como se observa en la figura 23 y se
resume en la tabla 12, se demuestra que la inhibicién de la MASP-3 inhibe la lisis mediada por el complemento de
eritrocitos de raton WT no sensibilizados.

La figura 24 ilustra esquematicamente la hemdlisis (medida por la liberacion de hemoglobina de eritrocitos de raton
lisados (CD55/59 -/-) en el sobrenadante medido por fotometria) de eritrocitos murinos no recubiertos por suero
humano, en un intervalo de concentraciones séricas en sueros humanos por calor - NHS activado (HI), MBL -/-, NHS
pretratado con anticuerpo de la MASP-2 y control de NHS. Tal como se observa en la figura 24 y se resume en la
tabla 12, se demuestra que la inhibiciéon de la MASP-2 fue protectora hasta un punto limitado.

Tabla 12: valores CHsp expresados como concentraciones séricas

Suero WT CD55/59 -/-
Paciente con 3MC Sin lisis Sin lisis
NHS inactivado por calor Sin lisis Sin lisis
Donante de MBL AO/XX (con|7,2% 2,1 %
deficiencia en MBL)

NHS + anticuerpo de MASP-2 54 % 1,5 %

NHS 3.1 % 0,73 %

Nota: “CHsp” es el punto en el cual la hemdlisis mediada por el complemento alcanza el 50 %.

En resumen, los resultados observados en este ejemplo demuestran que la inhibicién de la MASP-3 evita cualquier
lisis del complemento de los eritrocitos sensibilizados y no sensibilizados con una proteccion deficiente de la
activacion del complemento autélogo. La inhibicion de la MASP-2 también es protectora en cierta medida. Por lo
tanto, los inhibidores de MASP-2 y MASP-3, ya sea solos o en combinacion (es decir, coadministrados,
administrados secuencialmente) o los inhibidores biespecificos o duales MASP-2/MASP-3 pueden usarse para tratar
a los sujetos que padecen HPN, y también pueden utilizarse para mejorar (es decir, inhibir, prevenir o reducir la
gravedad de) la hemdlisis extravascular en pacientes con HPN sometidos a tratamiento con un inhibidor de C5 como
eculizumab (Soliris®).

Ejemplo 6
Este ejemplo describe un ensayo de hemodlisis que prueba eritrocitos de conejo recubiertos con manano para la lisis,

en presencia de sueros de raton WT o MASP-1/3 -/-.
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Métodos:

1. Ensayo de hemdlisis de RBC de conejo (recubiertos con manano) en sueros con deficiencia en MASP-113 de
ratén y sueros de control de WT

Dia 1. Preparacion de RBC de conejo.

Materiales incluidos: sangre fresca de conejo, BBS/Mg*'/Ca*" (acido barbittrico 4,4 mM, barbitona sédica 1,8 mM,
NaCl 145 mM, pH 7,4, Mg™ 5 mM, Ca™ 5 mM), BBS/Mg"*/Ca*™ con gelatina al 0,1 %, cloruro de cromo contenido en
tampon; es decir, CrCl3.6H20 (0,5 mg/ml en BBS/Mg**/Ca**) y manano, 100 ug/ml en BBS/Mg*™*/Ca™".

1. La sangre entera de conejo (2 ml) se dividié en dos tubos eppendorf de 1,5 ml y se centrifugd durante 3 minutos a
8000 rpm (aproximadamente 5,9 rcf), en una centrifuga eppendorf refrigerada a 4 °C. El pelet de RBC se lavo tres
veces después de volver a suspender en BBS/Mg**/Ca*™ enfriado en hielo. Después del tercer lavado, el pelet se
volvi6 a suspender en 4 ml de BBS/Mg**/Ca"". Se afiadieron dos ml de esta alicuota a un tubo Falcon de 15 ml para
usar como control sin recubrimiento. Los 2 ml restantes de la alicuota de los glébulos rojos se diluyeron en 2 ml de
tampon CrCls, se afiadieron 2 ml de la solucidn de manano y la suspension se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos con una mezcla suave. La reaccion se termin6é afiadiendo 7,5 ml de BBS/gelatina al 0,1
%/Mg"*/Ca™ a la mezcla. Los eritrocitos se peletizaron, y los RBC se lavaron dos veces con BBS/gelatina al 0,1
%/Mg"*/Ca"™ como se describié anteriormente. La suspensién de gldbulos rojos se almacené en BBS/gelatina al 0,1
%/Mg"*/Ca™ a4 °C.

2. 100 pl de los RBC suspendidos se diluyeron con 1,4 ml de agua y se centrifugaron a 8000 rpm (aproximadamente
5,9 rcf) durante 3 minutos y la OD del sobrenadante se ajusté a 0,7 a 541 nm (una OD de 0,7 a 541 nm corresponde
aproximadamente a 10° eritrocitos/ml).

3. Los RBC re-suspendidos se diluyeron con BBS/gelatina al 0,1 %/Mg**/Ca*" a una concentracion de 10%/ml.

4. Las diluciones de los sueros de prueba se prepararon en BBS/gelatina/Mg™"/Ca"™ enfriado con hielo y se
pipetearon 100 ul de cada dilucién de suero en el pocillo correspondiente de la placa de fondo redondo. Se
afadieron 100 pl de los RBC diluidos de un modo adecuado (108 ml) a cada pocillo. Como control para la lisis
completa, se mezclé agua purificada (100 pl) con los RBC diluidos (100 pl) para lograr el 100 % de lisis, mientras
que BBS/0,1 % de gelatina/Mg"*/Ca™" sin suero (100 pl) se us6 como control negativo. La placa se incubé durante 1
hora a 37 °C.

5. La placa de fondo redondo se centrifugd a 3250 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante de cada pocillo (100 pl)
se transfirié a los pocillos correspondientes de una placa de fondo plano y se ley6 la OD en un lector de ELISA a
415-490 nm. Los resultados se informan como la relacion entre la OD a 415 nm y la relacion a 49 Onm.

Resultados:

La figura 25 ilustra esquematicamente la hemolisis (medida por la liberacién de hemoglobina de eritrocitos de conejo
lisados en el sobrenadante medida por fotometria) de eritrocitos de conejo recubiertos con manano, mediante suero
de ratéon, en un intervalo de concentraciones séricas en suero de la MASP-1/3 -/- y WT de control. Tal como se
muestra en la figura 25, se demuestra que la inhibicion de la MASP-3 evita la lisis mediada por el complemento de
los eritrocitos de conejo WT recubiertos con manano. Estos resultados apoyan adicionalmente el uso de inhibidores
de la MASP-3 para el tratamiento de uno o mas aspectos de la HPN como se describe en el ejemplo 5.

Ejemplo 7

Este ejemplo demuestra que la via alternativa se activa en el suero con deficiencia en factor D en presencia de Ca™".
Experimento n. ° 1: ensayo del depdsito de C3b en condiciones especificas de la via alternativa

Métodos:

Se llevé a cabo un ensayo del depdsito de C3b sobre una placa de microtitulacion revestida con zimosano, en
condiciones especificas de la via alternativa (BBS/EGTA/Mg"”, sin Ca'"), usando diluciones en aumento de los
siguientes sueros de raton: factor D -/-; MASP- -/- y WT.

Resultados:

La figura 26 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) como una funciéon de la
concentracion sérica en muestras de suero del factor D -/-, MASP-2 -/- y en sueros de ratones WT en un ensayo de
depdsito de C3 llevado a cabo en condiciones especificas de la via alternativa. Tal como se muestra en la figura 26,
en estas condiciones, el suero de raton del factor D -/- no activa C3 en absoluto y la via alternativa no esta
funcionando. El suero MASP-2 -/- muestra una activacion de la via alternativa, a una velocidad similar a la del suero
WT. Estos resultados confirman que, en ausencia de Ca"", se requiere factor D para el depésito de C3b. Esto es
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consistente con la evidencia de que la MASP-3 no puede convertirse en su forma enzimaticamente activa en estas
condiciones porque las interacciones de la MASP-1, la enzima activadora de MASP-3, y la MASP-3 con sus
respectivos componentes de reconocimiento de carbohidratos dependen del Ca*".

Experimento 2: ensayo de depdsito de C3b en condiciones fisiologicas
Métodos:

Se llevé a cabo un ensayo del depédsito de C3b, en condiciones fisiolégicas (BBS/Ca™"/Mg™) (permitiendo que
funcionen tanto la LP como la AP), usando diluciones en aumento de los siguientes sueros de ratén: factor D -/-;
MASP-2 -/- y WT.

Resultados:

La figura 27 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) como una funciéon de la
concentracion sérica, usando muestras de suero del factor D -/-; MASP-2 -/- y ratones WT en un ensayo de depdsito
de C3b llevado a cabo en condiciones fisioldgicas (en presencia de Ca’"). Tal como se muestra en la figura 27, el
suero de ratén del factor D -/- activa C3 tanto a través de la lectina como de la via alternativa sin diferencia, en
comparacion con el suero WT a través de las diluciones séricas indicadas. El suero MASP- -/- muestra el
rendimiento de C3 en diluciones séricas inferiores por la via alternativa solamente (es decir, activacion de la via
alternativa dirigida por la MASP-3). Estos resultados indican que en presencia de Ca"", el factor D no es necesario,
dado que la MASP-3 puede impulsar la actividad de la via alternativa.

Experimento n. ° 3: ensayo de depdsito de C3b usando sueros de ratén con deficiencia en el factor B o en el factor
D, en presencia o ausencia del mAb de la MASP-2

Métodos:

Se llevé a cabo un ensayo de depésito de C3b en condiciones fisiolégicas (BBS/Ca'"/Mg™"), sobre placas de
microtitulacion recubiertas con manano de la siguiente manera:

1. Las placas ELISA de microtitulacion se recubrieron durante la noche, a 4 °C con manano (1 pg/ml), en tampén de
recubrimiento (Na.CO3; 15 mM, NaHCO3; 35 mM, azida sddica al 0,02 %, pH 9,6).

2. Al dia siguiente, los sitios de unién a proteinas residuales se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente
con 250 pl/pocillo con HSA al 0,1 % en BBS (barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,4).

3. Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado (TBS con Tween 20 al 0,05 % y CaCl2 5 mM).

4. Se incorporaron las muestras de suero diluidas 1:10 en BBS a los pocillos en los momentos especificados. Los
pocillos que recibieron solo tampdén se usaron como controles negativos. La placa se incubd a 37 °C durante un
lapso de hasta 40 minutos.

5. Las placas se lavaron 3 veces con el tampén de lavado.

6. Luego se afnadieron 100 pl de C3c antihumano de conejo (Dako) diluido 1: 5000 en tampodn de lavado a los
pocillos, y las placas se incubaron durante 90 minutos a 37 °C.

7. Después de lavar tres veces con tampoén de lavado, se afiadieron a los pocillos 100 ul de anti-conejo conjugado
con fosfatasa alcalina, diluido con 1:5000 en tampdn de lavado, a lo cual siguié la incubacién durante 90 minutos, a
temperatura ambiente.

8. Después del lavado, se detectd fosfatasa alcalina al agregar 100 pl de la solucion del sustrato.
9. Después de la incubacion durante 15 minutos, se midié la densidad éptica, a OD 405 nm.
Resultados:

La figura 28 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b (OD 405 nm) como una funcién del tiempo de
incubacion del suero (minutos) en muestras de suero de raton obtenidas de ratones con factor D-/- o factor B -/-, en
presencia o ausencia de mAb de la MASP-2, en un ensayo de depdsito de C3b llevado a cabo en condiciones
fisiolégicas (en presencia de Ca'™). Tal como se muestra en la figura 28, no hay diferencia en la cantidad de depésito
de C3b en el suero WT y en el suero del factor D-/-, lo que proporciona un fuerte respaldo para la conclusion de que
la MASP-3 puede iniciar la activacion de la via alternativa, incluso en ausencia del factor D. Se cree que la sefal
observada se debe tanto a la activacion de la via de la lectina como de la via alternativa. Como se muestra
adicionalmente en la figura 28, el factor D -/- mas el mAb de la MASP-2 muestra solo la activacion de la via
alternativa mediada por la MASP-3. El factor B -/- mas el mAb de la MASP-2 era solo un elemento de referencia
(datos no mostrados). El suero inactivado por calor se utilizé como el valor de control de referencia, que era idéntico
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al factor D -/- y al factor B -/- con MASP-2 (datos no mostrados).

En resumen, los resultados en este ejemplo demuestran que el factor D solo es esencial en condiciones no
fisioldgicas (es decir, cuando se prueba la activacion de la via alternativa en BBS/EGTA/Mg*™ en ausencia de Ca™").
Por el contrario, cuando se prueba la activacion de la via alternativa en condiciones fisiolégicas (en presencia de
Ca'"), que permite que la via alternativa se active a través de la MASP-3, el suero con deficiencia en factor D no es
con deficiencia en la actividad alternativa de la via, en comparacion con el WT de control. Por lo tanto, en
condiciones fisioldgicas, el factor D es redundante, ya que el inicio de la activacion de la via alternativa se produce a
instancias de la MASP-3. Estos resultados respaldan la conclusién de que la via de la lectina dirige la activacion de
la AP a través de un evento de activacion dependiente de la MASP-3.

Ejemplo 8

Este ejemplo describe métodos ejemplares para producir anticuerpos monoclonales murinos contra polipéptidos
humanos de la MASP-1, MASP-2 o MASP-3, y para generar anticuerpos de la MASP duales, biespecificos o pan-
especificos.

1. Métodos para generar anticuerpos de la MASP

A unos ratones macho A/J (Harlan, Houston, TX), de 8 a 12 semanas de edad, se les inyectaron por via subcutanea
100 pg de polipéptidos humanos de longitud completa: rMASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10), rMASP-2 (ID. DE SEC. N.° 5)
o rMASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8), o fragmentos de antigeno de los mismos, por ejemplo como se expone en la tabla 2,
en adyuvante de Freund completo (Difco Laboratories, Detroit, MI), en 200 ul de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), pH 7,4. Dos semanas después, a los ratones se les inyectaron 50 ug del mismo polipéptido humano
por via subcutanea, en adyuvante de Freund incompleto. En la sexta semana, a los ratones se les inyectaron 50 ug
del mismo polipéptido humano en PBS y se fusionan 4 dias después.

Para cada fusion, se preparan suspensiones de células individuales tomadas del bazo de un ratén inmunizado y se
usan para la fusion con células de mieloma Sp2/0. 5 x 108 de las células del bazo Sp2/0y 5 x10® se fusionan en un
medio que contiene 50 % de polietilenglicol (M.W. 1450) (Kodak, Rochester, N.Y.) y 5 % de sulféxido de dimetil
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Las células se ajustan luego a una concentracién de 1,5 x 10° células de bazo
por 200 pl de la suspension en medio Iscove (Gibco, Grand Island, NY), complementado con 10 % de suero bovino
fetal, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina, hipoxantina 0,1 mM, aminopterina 0,4 uM y
timidina 16 pM. Se afaden doscientos microlitros de la suspension celular a cada pocillo contenido en
aproximadamente veinte placas de microcultivo de 96 pocillos. Después de alrededor de diez dias, los
sobrenadantes de cultivo se retiran para la seleccion por reactividad con el antigeno purificado objetivo (MASP-1,
MASP-2 o MASP-3, o el fragmento de antigeno de la tabla 2) en un ensayo ELISA.

Ensayo ELISA (descrito con referencia a la MASP-2): los pocillos de unas placas para microensayo Immulon 2
(Dynatech Laboratories, Chantilly, VA) se recubren afiadiendo 50 pyl de hMASP-2 purificado a 50 ng/ml durante la
noche a temperatura ambiente. La baja concentracion de la MASP-2 utilizada para el recubrimiento permite la
selecciéon de anticuerpos de alta afinidad. Después de retirar la solucidon de recubrimiento moviendo la placa, se
agregan 200 pl de BLOTTO (leche desnatada sin grasa) en PBS a cada pocillo durante una hora, para bloquear los
sitios no especificos. Una hora mas tarde, los pocillos se lavan con un tampén PBST (PBS que contiene 0,05 % de
Tween 20). Los sobrenadantes de cultivo de cada pocillo de fusion (50 pl) se mezclan con 50 yl de BLOTTO y luego
se afiaden a pocillos individuales recubiertos con MASP-2 de las placas de microensayo. Después de una hora de
incubacion, los pocillos se lavan con PBST y la union del anticuerpo a MASP-2 se detecta afadiendo IgG de cabra
anti-ratén conjugada con peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase) (especifica de Fe) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, Pa). La IgG anti-raton conjugada con HRP se diluye apropiadamente
en BLOTTO para proporcionar una relacion sefal-ruido apropiada, y se agrega a cada pocillo que contiene la
muestra. Después del lavado, el anticuerpo conjugado con HRP unido se detecta con la solucidon de sustrato de
peroxidasa. Una solucién de sustrato de peroxidasa que contiene 0,1 % de 3,3,5,5 tetrametil bencidina (Sigma, St.
Louis, Mo.) y 0,0003 % de perdxido de hidrégeno (Sigma) se agrega a los pocillos para el desarrollo del color
durante 30 minutos. La reaccion se termina mediante la adicién de 50 pl de H>.SO4 2M por pocillo y la densidad
optica a 450 nm de la mezcla de reaccion se mide con un lector BioTek ELISA (BioTek Instruments, Winooski, V1.).

Ensayo de unioén (descrito con referencia a la MASP-2):

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

Los pocillos de placa de microtitulacion de poliestireno (placas de unién de medio de 96 pocillos, Corning Costar,
Cambridge, MA) se recubren con MASP-2 (20 ng/100 pl/pocillo, Advanced Research Technology, San Diego, CA) en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4 durante la noche a 4 °C. Después de aspirar la solucion de la
MASP-2, los pocillos se bloquean con PBS que contiene albumina de suero bovino al 1 % (BSA; Sigma Chemical)
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durante 2 horas a temperatura ambiente. Los pocillos sin recubrimiento de MASP-2 sirven como controles de
referencia. Se afiaden a los pocillos alicuotas de sobrenadantes de hibridoma o MoAbs purificados de la MASP-2, a
concentraciones variables en soluciéon de bloqueo de BSA PBS. Después de una incubacion de dos horas a
temperatura ambiente, los pocillos se enjuagan extensamente con PBS. El MoAb de la MASP-2 unido a MASP-2 se
detecta mediante la adicion de IgG de cabra anti-ratén conjugada con peroxidasa (Sigma Chemical) en soluciéon
bloqueadora, que se deja incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se enjuaga de nuevo y por
completo con PBS y se afiaden 100 pl de sustrato 3,3',5,5'-tetrametil-benzidina (TMB) (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD). La reaccion de TMB se templa mediante la adicion de 100 pl de acido fosférico 1
M, y la placa se lee a 450 nm en un lector de microplacas (SPECTRA MAX 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Después, los sobrenadantes de cultivo de los pocillos positivos se ponen a prueba para determinar la capacidad de
inhibir la activacion del complemento en un ensayo funcional, tal como el ensayo de escision de C4 como se
describe en la presente memoria descriptiva (ejemplo 9). Las células en los pocillos positivos se clonan luego
mediante dilucién limitante. Los MoAb se prueban nuevamente para determinar su reactividad con hMASP-2 en un
ensayo ELISA, como se describié anteriormente. Los hibridomas seleccionados se cultivan en matraces giratorios, y
el sobrenadante de cultivo agotado se recoge para la purificacion de anticuerpos mediante cromatografia de afinidad
de proteina A.

Los anticuerpos de MASP-2 pueden someterse a prueba para determinar la actividad inhibidora de LEA-2 en un
ensayo de escision C4, como el que se describe en el ejemplo 9.

Aunque el ELISA y el ensayo de Unién anterior se describen con referencia a la MASP-2, los expertos en la técnica
entenderan que los mismos ensayos ELISA y de unién pueden llevarse a cabo utilizando polipéptidos de MASP-1 o
MASP-3 y fragmentos de antigenos de los mismos (por ejemplo, como se describe en la tabla 2). Los anticuerpos
MASP-3 pueden someterse a ensayo para la inhibicion de la escisién de serina proteasa de la MASP-3 de un
sustrato MASP-3 y para la actividad inhibidora de LEA-1 en un ensayo de depdsito de C3b, por ejemplo como se
describe en el ejemplo 4, en un ensayo de hemdlisis como se describe en el ejemplo 5. Los anticuerpos de la MASP-
1 pueden someterse a ensayo para la inhibicién de la escision de la serina proteasa de la MASP-1 de un sustrato
MASP-1, para la inhibiciéon de la activacion de la MASP-3 y para la actividad inhibidora de LEA-1 en un ensayo de
depdsito de C3b, por ejemplo, como se ha descrito en el ejemplo 4, y en un ensayo de hemdlisis, como se describe
en el ejemplo 5.

2. Métodos para generar anticuerpos duales de la MASP

Anticuerpos inhibidores duales de MASP-2/3: como se muestra en las figuras 4, 6 y 7C, hay regiones conservadas
entre MASP-2 y MASP-3 en el dominio de serina proteasa, codificadas por la cadena beta de la ID. DE SEC. N.°5 ¢
ID. DE SEC. N.° 8. Por lo tanto, se puede generar un anticuerpo doble MASP-2/3 usando un antigeno que
comprenda el dominio de serina proteasa de la MASP-2 (o MASP-3) o que consista en él, tal como la cadena beta
de la ID. DE SEC. N.° 5 (o ID. DE SEC. N.° 8) para generar un anticuerpo monoclonal como se describié con
anterioridad, o de un modo alternativo, estos antigenos se pueden usar para seleccionar una biblioteca de fagos
para clones que se unen especificamente a estos antigenos, seguido de deteccion de unién dual a MASP-3 (o
MASP-1). Los anticuerpos duales MASP-2/3 se criban luego para determinar su actividad inhibidora en un ensayo
funcional, por ejemplo como se describe en la tabla 2.

Anticuerpos inhibidores duales de MASP-1/3: como se muestra en las figuras 3-5, la MASP-1 y la MASP-3
comparten una region idéntica conservada en el dominio CUBI-CCP2 (aa 25-432 de la ID. DE SEC. N.° 10), que
también es compartido por MAp44. Tal como se muestra en la figura 3, la MAp44 no contiene un dominio CCP2. Por
lo tanto, se genera un anticuerpo dual de la MASP-1/3 que incluye MAp44 usando un antigeno que comprende el
dominio CUBI-CCP-2 de la MASP-1 (o0 MASP-3) o que consiste en él, para generar un anticuerpo monoclonal como
se describié antes, o alternativamente, este antigeno se usa para seleccionar una biblioteca de fagos para clones
que especificamente se unen a este antigeno, seguido por el cribado de la unién dual a MASP-3 (o MASP-1). Se
genera un anticuerpo dual de la MASP-1/3 exclusivo de MAp44 de una manera similar, usando un antigeno que
comprende el dominio CCP2 de la MASP-1 (o0 MASP-3) o que consiste en él. Posteriormente, los anticuerpos duales
de la MASP-1/3 se criban para determinar su actividad inhibidora en un ensayo funcional, por ejemplo como se
describe en la tabla 2.

Anticuerpos inhibidores duales de la MASP-1/2: como se muestra en las figuras 4, 6 y 7A, el dominio de serina
proteasa de la MASP-1 y de la MASP-2 contiene regiones que estan conservadas. Por lo tanto, se genera un
anticuerpo dual de la MASP-1/2 usando un antigeno que comprende el dominio serina proteasa de la MASP-1 (o
MASP-2) o que consiste en él, para generar un anticuerpo monoclonal como se describié anteriormente, o de un
modo alternativo, este antigeno se usa para seleccionar una biblioteca de fagos para clones que se unen
especificamente a este antigeno, seguido de deteccion de union dual a MASP-2 (o MASP-1). Después, los
anticuerpos duales MASP-1/2 se seleccionan para determinar su actividad inhibidora en un ensayo funcional, por
ejemplo como se describe en la tabla 2.

3. Métodos para generar anticuerpos pan-especificos de la MASP:
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Cadena alfa: numerosos parches de identidad entre MASP-2 y MASP-1/3 sugieren que puede ser posible generar
anticuerpos monoclonales que se unan a MASP-1/3 y MASP-2. En particular, la mayor parte de la identidad se
encuentra dentro de los dominios CUB1-EGF-CUB2, tal como se muestra en la figura 5. Los diversos dominios
ilustrados en la figura 5 se identificaron de acuerdo con Yongqing, y col., Biochemica et Biophysica Acta 1824: 253-
262 (2012); Teillet y col., J. Biol. Chem. 283: 25715 - 25724 (2008); y Marchler-Bauer y colaboradores, Nucleic Acids
Res. 39: D225-229 (2011).

Cadena beta: numerosos parches de identidad entre MASP-2 y MASP-1/3, tal como se muestra en la figura 6,
permitirian la generacion de un inhibidor pan-especifico de la MASP-1/2/3.

Métodos:

Los anticuerpos pan-especificos inhibidores de la MASP (es decir, anticuerpos que inhiben la actividad de la MASP-
1, 2y 3) se generan de la siguiente manera:

1. Se selecciona una biblioteca contra los dominios CUB1-EGF-CUB2 de la cadena alfa de la MASP-1/3 y MASP-2 y
se seleccionan clones que reaccionen de forma cruzada con la MASP-1/3 y MASP-2.

2. Se seleccionan los clones por la capacidad de inhibir la actividad funcional, por ejemplo como se describe en la
tabla 2.

3. Se utiliza la tecnologia de maduracion de la afinidad/funcionalidad DTLacO (Yabuki y colaboradores, PLoS ONE,
7(4): €36032 (2012)) para optimizar tanto la unién a las tres proteinas como la funcién inhibidora.

4. Como se describe en la tabla 2, los inhibidores pan-MASP se pueden usar para inhibir la activacion del
complemento mediada por el LEA-1 y LEA-2.

4. Métodos para generar anticuerpos biespecificos de la MASP-2/3
Los anticuerpos inhibidores biespecificos de la MASP-2/3 se generan de la siguiente manera:

1. Se han identificado anticuerpos inhibidores especificos de la MASP-2 ejemplares que se unen al dominio CCP1 e
inhiben la activacion del complemento dependiente de la MASP-2, como se describe en los ejemplos 11-14.

2. Se genera un anticuerpo inhibidor especifico de la MASP-3 seleccionando una biblioteca contra el polipéptido de
la MASP-3 e identificando anticuerpos de MASP-3, como se describe en el ejemplo 15, seguido por el ensayo de
anticuerpos para la actividad inhibidora de LEA-1 en un ensayo funcional; por ejemplo, como se describe en la tabla
2. Los anticuerpos ejemplares de la MASP-3 se describen en el ejemplo 15.

3. La region de unién al antigeno especifica para MASP-2 y MASP-3 se clona en un marco, para generar un
anticuerpo biespecifico. Se han descrito numerosos formatos de anticuerpos biespecificos, que incluyen formatos
similares a las inmunoglobulinas G, asi como diversas configuraciones de proteinas de fusion y fragmentos de
cadena Unica (Holmes, Nature Reviews, Drug Discovery 10: 798-800 (2011), Muller y Kontermann, Biodrugs 24: 89-
98 (2010)). En un ejemplo, se pueden generar anticuerpos biespecificos fusionando dos hibridomas que expresan
anticuerpos contra dos antigenos distintos, lo que da como resultado varios apareamientos de cadenas pesadas y
ligeras, un porcentaje del cual comprende una cadena pesada y ligera especificas para un antigeno emparejado con
una cadena pesada y ligera especificas para el otro antigeno (Milstein y Cuello, Nature 305: 537-539 (1983)). Se
puede generar un anticuerpo biespecifico similar de forma recombinante, coexpresando dos pares de cadena
pesada/cadena ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades. Los
dominios variables de anticuerpo con las especificidades de union deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-
antigeno) (por ejemplo, anticuerpos de la MASP-2, como se describe en los ejemplos 11-14, anticuerpos de la
MASP-3 como se describe en el ejemplo 15) se pueden fusionar a secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusion, preferiblemente, es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina,
que incluye al menos parte de la bisagra, Cx2, y regiones Cn3. Los ADN que codifican las fusiones de cadena
pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de
expresion separados, y se cotransfectan en un organismo hospedador adecuado.

Ademas de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina emparejadas, el enlace de fragmentos variables
monocatenarios especificos para dos dianas diferentes se ejemplifica en Kipriyanov y col., J Mol. Biol. 293: 41
(1999)). En este ejemplo, se disefia un Unico constructo de expresion de polinucledtido para codificar dos pares de
regiones variables de cadena pesada y ligera, separadas por péptidos enlazadores, donde cada par imparte
especificidad por un objetivo de proteina distinto. Tras la expresion, el polipéptido se ensambla en una configuracion
en la que el par de cadena pesada y ligera especifico para un objetivo forma una superficie de union al antigeno de
la proteina, y el otro par forma una superficie de union al antigeno separada, creando una molécula llamada
diacuerpo de cadena unica o monocatenario. Dependiendo de la longitud del enlazador entre el par central de
regiones variables de la cadena pesada y ligera, el polipéptido también se puede forzar para que dimerice, lo cual da
como resultado la formacién de un diacuerpo en tandem.
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Por ejemplo, el ADN que codifica los siguientes polipéptidos de inmunoglobulina puede insertarse en uno o mas
vectores y expresarse en un organismo hospedador adecuado para generar los siguientes ejemplos ilustrativos y no
limitativos de anticuerpos biespecificos.

Anticuerpos biespecificos de MASP-2/3

En un caso, se proporciona un anticuerpo biespecifico que se une a la MASP-2 humana y a la MASP-3 humana y
que comprende lo siguiente:

(I) una regién de unién especifica de la MASP-2, que comprende al menos uno o mas de los siguientes: a) una
region variable de la cadena pesada que comprende: i) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 31-35 de la ID. DE SEC. N.° 21; y ii) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 50-65 de la ID. DE SEC. N.° 21; y iii) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 95-102 de la ID. DE SEC. N.° 21; y/o al menos uno o mas de los siguientes: b) una region
variable de la cadena ligera que comprende: i) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de 24-34 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.° 27; y ii) una CDR2 de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de 50-56 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.° 27; y iii) una
CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de 89-97 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID.
DE SEC.N.° 27y

(I1) una regién de union especifica de la MASP-3, opcionalmente una regién de unién especifica de la MASP-3 que
comprende al menos uno de los siguientes: a) una region variable de cadena pesada que comprende: i) una CDR1
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de 31-35 de la ID. DE SEC. N.° 250 la ID. DE SEC.
N.°26; y ii) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de 50-65 de la ID. DE SEC.
N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.° 26; y iii) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de 95-102 de la ID. DE SEC.N.°250dela ID. DE SEC.N.°26 y

b) una regién variable de la cadena ligera que comprende: i) una CDR1 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de 24-34 de la ID. DE SEC. N.° 28 o ID. DE SEC. N.° 29; y ii) una CDR2 de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de 50-56 de la ID. DE SEC. N.° 28 o ID. DE SEC. N.° 29; y iii) una
CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de 89-97 de la ID. DE SEC. N.° 28 o ID. DE
SEC. N.° 29.

Anticuerpos biespecificos de la MASP-1/2

En un caso, se proporciona un anticuerpo biespecifico que se une a la MASP-1 humana y a la MASP-2 humana y
que comprende lo siguiente:

(I) una region de union especifica de la MASP-2 que comprende al menos uno o mas de los siguientes: a) una
region variable de la cadena pesada que comprende: i) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 31-35 de la ID. DE SEC. N.% 21; y ii) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 50-65 de la ID. DE SEC. N.° 21; y iii) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de 95-102 de la ID. DE SEC. N.° 21; y/o al menos uno o mas de los siguientes: b) una region
variable de la cadena ligera que comprende: i) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de 24-34 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.% 27; y ii) una CDR2 de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de 50-56 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.° 27; y iii) una
CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de 89-97 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID.
DE SEC. N.° 27;y

() una regién de unién especifica de la MASP-1.

4. Se lleva a cabo la prueba de la actividad inhibidora funcional contra MASP-2 y/o MASP-3, por ejemplo, como se
describe en la tabla 2, y como se describe adicionalmente en este documento.

Ejemplo 9

Este ejemplo describe un ensayo de escision de C4 in vitro utilizado como un cribado funcional para identificar
agentes inhibidores de la MASP-2 capaces de bloquear la activaciéon del complemento dependiente de la MASP-2, a
través de L-ficolina/P35, H-ficolina, M-ficolina o manano.

Ensayo de escision C4: Petersen, S.V., y col., han descrito un ensayo de escisiéon de C4. J. Immunol. Methods 257:
107, 2001, que mide la activacion de la via de la lectina resultante del acido lipoteicoico (LTA) en el S. aureus, que
se une a L-ficolina.

Reactivos: se prepara el S. aureus fijado con formalina (DSM20233) de la siguiente manera: las bacterias se cultivan
durante la noche a 37 °C en un medio de sangre de soja triptica, se lavan tres veces con PBS, luego se fijan durante
1 hora a temperatura ambiente en PBS/formalina al 0,5 %, y se lavan otras tres veces con PBS, antes de
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resuspenderse en tampodn de recubrimiento (Na2CO3; 15 mM, NaHCO3 35 mM, pH 9,6).

Ensayo: Los pocillos de una placa de microtitulacion Nunc MaxiSorb (Nalgene Nunc Intemational, Rochester, NY) se
recubren con: 100 pl de S. aureus fijado en formalina DSM20233 (ODsso = 0,5) en tampdn de recubrimiento con 1 ug
de L-ficolina en tampdn de recubrimiento. Después de la incubacion durante la noche, los pocillos se bloquean con
albumina sérica humana al 0,1 % (HSA) en TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4), luego se lavan con TBS
que contiene Tween 20 al 0,05 % y CaCl, 5 mM (tampdn de lavado). Las muestras de suero humano se diluyen en
Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, CaCl, 10 mM, Triton X-100 al 0,05 %, HSA al 0,1 %, pH 7,4, que previene la activacion
de C4 endogeno y disocia el complejo C1 (compuesto de C1q, C1r y C1s). Los agentes inhibidores de la MASP-2,
que incluyen los MoAbs de la MASP-2, se afaden a las muestras de suero en concentraciones variables. Las
muestras diluidas se agregan a la placa y se incuban durante la noche a 4 °C. Después de 24 horas, las placas se
lavan completamente con tampén de lavado, luego se afiade 0,1 ug de C4 humano purificado (obtenido como se
describe en Dodds, A.W., Methods Enzymol. 223: 46, 1993) en 100 ul de barbital 4 mM, NaCl 145 mM, CaCl, 2 mM,
MgCl> 1 mM, pH 7,4 a cada pocillo. Después de 1,5 horas a 37 °C, las placas se vuelven a lavar y el depdsito de C4b
se detecta usando C4c antihumano de pollo conjugado con fosfatasa alcalina (obtenido de Immunsystem, Uppsala,
Suecia) y se mide usando el p-nitrofenil fosfato del sustrato colorimétrico.

Ensayo C4 sobre manano: el ensayo descrito anteriormente esta adaptado para medir la activacion de la via de la
lectina a través de MBL recubriendo la placa con LSP y manano antes de afiadir suero mezclado con diversos
agentes inhibidores de la MASP-2.

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

Ejemplo 10

El siguiente ensayo se usa para probar si un agente inhibidor de la MASP bloquea la via clasica, analizando el
efecto de un agente inhibidor de la MASP en condiciones en las que la via clasica se inicia mediante complejos
inmunes.

Métodos: para evaluar el efecto de un agente inhibidor de la MASP sobre las condiciones de activacion del
complemento cuando la via clasica se inicia por complejos inmunes, se incuban unas muestras por triplicado de 50
pl que contienen un 90 % de NHS, a 37 °C, en presencia de 10 ug/ml de complejo inmunitario o PBS, y también se
incluyen muestras por triplicado en paralelo (+/- inmunocomplejos), que contienen anticuerpo monoclonal anti-
properdina 200 nM durante la incubacién a 37 °C. Después de una incubaciéon de dos horas a 37 °C, se agrega
EDTA 13 mM a todas las muestras para detener la activacion adicional del complemento, y las muestras se enfrian
inmediatamente a 5 °C. Las muestras se almacenan a -70 °C antes de analizarse para determinar los productos de
activacion del complemento (C3a y sC5b-9), usando kits ELISA (Quidel, Catalogo Nros. A015 y A009) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Ejemplo 11

Este ejemplo describe la identificacion de fragmentos de anticuerpo de la MASP-2 Fab2 de alta afinidad que
bloguean la actividad de la MASP-2.

Antecedentes vy justificacion: la MASP-2 es una proteina compleja, con muchos dominios funcionales separados, que
incluyen: uno o mas sitios de unién para MBL vy ficolinas, un sitio catalitico de serina proteasa, un sitio de unién para
sustrato proteolitico C2, un sitio de unién para el sustrato proteolitico C4, un sitio de escisién de la MASP-2 para la
autoactivacion de zimégeno de la MASP-2 y dos sitios de unién de Ca*". Se identificaron fragmentos del anticuerpo
Fab2 que se unen con alta afinidad a la MASP-2, y los fragmentos de Fab2 identificados se analizaron en un ensayo
funcional, para determinar si podian bloquear la actividad funcional de la MASP-2.

Para bloquear la actividad funcional de la MASP-2, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo Fab2 debe unirse e
interferir con un epitopo estructural en la MASP-2, que se requiere para la actividad funcional MASP-2. Por lo tanto,
muchos de los Fab2 MASP-2 de unién de alta afinidad o todos ellos son incapaces de inhibir la actividad funcional
MASP-2, a menos que se unan a epitopos estructurales en MASP-2 que estan directamente implicados en la
actividad funcional MASP-2.

Se us6 un ensayo funcional que mide la inhibicién de la formacion de la convertasa de la via C3 de la lectina para
evaluar la “actividad de bloqueo” de los Fab2 de la MASP-2. Se sabe que el papel fisioldgico primario de la MASP-2
en la via de la lectina es generar el siguiente componente funcional de la via del complemento mediada por lectina,
concretamente la C3 convertasa de la via de la lectina. La C3 convertasa de la via de la lectina es un complejo
enzimatico critico (C4bC2a) que escinde proteoliticamente a C3 en C3a y C3b. La MASP-2 no es un componente
estructural de la C3 convertasa de la via de la lectina (C4bC2a); sin embargo, se requiere actividad funcional de la
MASP-2 para generar los dos componentes de proteina (C4b, C2a) que comprenden la via de la lectina C3
convertasa. Ademas, todas las actividades funcionales separadas de la MASP-2 enumeradas anteriormente parecen
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ser necesarias para que la MASP-2 genere la C3 convertasa de la via de la lectina. Por estas razones, se cree que
un ensayo preferido para usar en la evaluacion de la “actividad de bloqueo” de los Fab2 de la MASP-2 es un ensayo
funcional que mide la inhibicién de la formacion de C3 convertasa de la via de la lectina.

Generacion de Fab2 de alta afinidad: se us6 una biblioteca de presentacion de fagos de secuencias de anticuerpos
humanos de cadena ligera y pesada variables y tecnologia de seleccion de anticuerpos automatizada para identificar
aquellos Fab2 que reaccionan con ligandos de interés seleccionados para crear Fab2 de alta afinidad a la proteina
de la MASP-2 de rata (ID. DE SEC. N.° 13). Se empled una cantidad conocida de proteina de la MASP-2 de rata (1
mg, > 85 % de pureza) para la seleccion de anticuerpos. Se utilizaron tres rondas de amplificacion para la seleccion
de los anticuerpos con la mejor afinidad. Aproximadamente 250 hallazgos diferentes que expresaban fragmentos de
anticuerpos se seleccionaron para el examen de ELISA. Los hallazgos de alta afinidad se secuenciaron
posteriormente para determinar la singularidad de los diferentes anticuerpos.

Se purificaron cincuenta anticuerpos tnicos MASP-2 y se usaron 250 ug de cada anticuerpo Fab2 purificado para la
caracterizacion de la afinidad de unién a MASP-2 y la prueba funcional de la via del complemento, como se describe
con mas detalle a continuacion.

Ensayos utilizados para evaluar la actividad inhibidora (de bloqueo) de los Fab2 de la MASP-2
1. Ensayo para medir la inhibicion de la formacién de C3 convertasa de la via de la lectina:

Antecedentes: La C3 convertasa de la via de la lectina es el complejo enzimatico (C4bC2a) que escinde
proteoliticamente C3 en los dos potentes fragmentos proinflamatorios, anafilatoxina C3a y opsoénica C3b. La
formacion de C3 convertasa parece ser un paso clave en la via de la lectina en términos de mediar la inflamacién. La
MASP-2 no es un componente estructural de la C3 convertasa de la via de la lectina (C4bC2a); por lo tanto, los
anticuerpos de la MASP-2 (o Fab2) no inhibiran directamente la actividad de C3 convertasa preexistente. Sin
embargo, se requiere actividad de la serina proteasa de la MASP-2 para generar los dos componentes de la proteina
(C4b, C2a) que comprenden la C3 convertasa de la via de la lectina. Por lo tanto, el Fab2 de la MASP-2, que inhibe
la actividad funcional MASP-2 (es decir, que bloquea al Fab2 de la MASP-2) inhibira la formacién de novo de la C3
convertasa de la via de la lectina. C3 contiene un grupo de tioéster inusual y altamente reactivo como parte de su
estructura. Tras la escision de C3 por la C3 convertasa en este ensayo, el grupo tioéster en C3b puede formar un
enlace covalente con grupos hidroxilo o amino sobre macromoléculas inmovilizadas en el fondo de los pocillos de
plastico, a través de enlaces éster o amida, facilitando asi la deteccion de C3b en el ensayo ELISA.

El manano de levadura es un activador conocido de la via de la lectina. En el siguiente método para medir la
formacién de C3 convertasa, se incubaron pocillos de plastico recubiertos con manano durante 30 minutos a 37 °C,
con suero de rata diluido para activar la via de la lectina. Los pocillos se lavaron luego y se analizaron para
determinar el C3b inmovilizado en los pocillos, usando métodos de ELISA estandar. La cantidad de C3b generada
en este ensayo es un reflejo directo de la formacién de novo de la C3 convertasa de la via de la lectina. Los Fab2 de
la MASP-2 a las concentraciones seleccionadas se pudieron a prueba en este ensayo por su capacidad para inhibir
la formacién de C3 convertasa y la consecuente generacion de C3b.

Métodos:

Se incubaron placas Costar Medium Binding de 96 pocillos durante toda la noche, a 5 °C, con manano diluido en
tampon de carbonato 50 mM, pH 9,5 a 1 pug/50 ul/pocillo. Después de la incubacion durante la noche, cada pocillo se
lavo tres veces con 200 ul de PBS. Los pocillos se bloquearon luego con 100 pl/pocillo de albimina de suero bovino
al 1 % en PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con mezcla suave. Cada pocillo se lavé tres
veces con 200 pl de PBS. Las muestras de la MASP-2 Fab2 se diluyeron a concentraciones seleccionadas en Ca™" y
Mg++ que contenian tampén GVB (4,0 mM de barbital, 141 mM de NaCl, 1,0 mM de MgCl,, 2,0 mM de CaCly, 0,1 %
de gelatina, pH 7,4) a 5 °C. Se afiadio un 0,5 % de suero de rata a las muestras anteriores a 5 °C y se transfirieron
100 pl a cada pocillo. Las placas se cubrieron e incubaron durante 30 minutos en un bafio de agua a 37 °C para
permitir la activacion del complemento. La reaccion se detuvo transfiriendo las placas del bafio de agua a 37 °C a un
recipiente que contenia una mezcla de hielo y agua. Cada pocillo se lavé cinco veces con 200 ul con PBS-Tween 20
(Tween 20 al 0,05 % en PBS), luego se lavo dos veces con 200 pl de PBS. Se afiadié una dilucién de 100 pl/pocillo
de 1:10.000 del anticuerpo primario (conejo C3c antihumano, DAKO A0062) en PBS que contenia 2,0 mg/ml de
albumina de suero bovino y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con mezcla suave. Cada pocillo se
lavé 5 veces con 200 pl de PBS. Se afiadieron 100 pl/pocillo de dilucion 1:10.000 del anticuerpo secundario (IgG de
cabra anti-conejo conjugada con peroxidasa, American Qualex A102PU) en PBS que contenia 2,0 mg/ml de
albumina de suero bovino y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente en un agitador con una mezcla
suave. Cada pocillo se lavé cinco veces con 200 pl con PBS. 100 ul/pocillo del sustrato de peroxidasa TMB
(Kirkegaard & Perry Laboratories) y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. La reacciéon de la
peroxidasa se detuvo mediante la adicion de 100 T1/pocillo de H3PO4 1,0 M y se midié la OD4so.

2. Ensayo para medir la inhibicién de escision de C4 dependiente de la MASP-2

Antecedentes: la actividad de la serina proteasa de la MASP-2 es altamente especifica y solo se han identificado dos
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sustratos proteicos para la MASP-2: el C2 y el C4. La escision de C4 genera C4a y C4b. El Fab2 de la MASP-2
puede unirse a epitopos estructurales en la MASP-2 que estan directamente implicados en la escision de C4 (por
ejemplo, el sitio de unién de la MASP-2 para C4; el sitio catalitico de la serina proteasa de MASP-2) y de ese modo
inhibe la actividad funcional de escision C4 de la MASP- 2.

El manano de levadura es un activador conocido de la via de la lectina. En el siguiente método para medir la
actividad de escision de C4 de la MASP-2, se incubaron pocillos de plastico recubiertos con manano durante 30
minutos, a 37 °C, con suero de rata diluido para activar la via de la lectina. Dado que el anticuerpo primario utilizado
en este ensayo ELISA solo reconoce al C4 humano, el suero de rata diluido también se complementé con C4
humano (1,0 ug/ml). Los pocillos se lavaron luego y se analizaron para el C4b humano inmovilizado en los pocillos
usando métodos de ELISA estandar. La cantidad de C4b generada en este ensayo es una medida de la actividad de
escision de C4 dependiente de la MASP-2. El Fab2 de la MASP-2 a las concentraciones seleccionadas se sometié a
prueba en este ensayo, para determinar la capacidad para inhibir la escision de C4.

Métodos: se incubaron unas placas Costar Medium Binding de 96 pocillos durante toda la noche a 5 °C con manano
diluido en tampdn de carbonato 50 mM, pH 9,5 a 1,0 Tg/50 pl/pocillo. Cada pocillo se lavé 3 veces con 200 pl de
PBS. Los pocillos se bloquearon luego con 100 pl/pocillo de albumina de suero bovino al 1 % en PBS y se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente con mezcla suave. Cada pocillo se lavé 3 veces con 200 ul de PBS. Las
muestras de la MASP-2 Fab2 se diluyeron a concentraciones seleccionadas en Ca*" y Mg*™" que contenian tampon
GVB (barbital 4,0 mM, NaCl 141 mM, MgCl, 1,0 mM, CaCl; 2,0 mM, 0,1 % de gelatina, pH 7,4) a 5 °C. También se
incluy6 en estas muestras 1,0 yg/ml de C4 humano (Quidel). Se afiadié suero de rata al 0,5 % a las muestras
anteriores a 5 °C y se transfirieron 100 pl a cada pocillo. Las placas se cubrieron e incubaron durante 30 minutos en
un bafo de agua a 37 °C para permitir la activacion del complemento. La reaccion se detuvo transfiriendo las placas
del bafio de agua a 37 °C a un recipiente que contenia una mezcla de hielo y agua. Cada pocillo se lavé 5 veces con
200 pl con PBS-Tween 20 (Tween 20 al 0,05 % en PBS), luego cada pocillo se lavo 2 veces con 200 pl de PBS. Se
afadieron 100 pl/pocillo de C4c anti-humano de pollo conjugado con biotina en una dilucién de 1:700 (Immunsystem
AB, Uppsala, Suecia) en PBS, que contenia 2,0 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA) y se incubd durante una
hora a temperatura ambiente, con una mezcla suave. Cada pocillo se lavé 5 veces con 200 ul de PBS. Se afiadieron
100 pl/pocillo de 0,1 pg/ml de estreptavidina conjugada con peroxidasa (Pierce Chemical n.° 21126) en PBS que
contenia 2,0 mg/ml de BSA y se incubd durante una hora a temperatura ambiente, en un agitador con mezcla suave.
Cada pocillo se lavod 5 x 200 pl con PBS. Se anadieron 100 pl/pocillo del sustrato de peroxidasa TMB (Kirkegaard &
Perry Laboratories) y se incubaron a temperatura ambiente durante 16 min. La reaccién de la peroxidasa se detuvo
mediante la adicion de 100 pl/pocillo de HzPO4 1,0 M y se midié la OD4so.

3. Ensayo de union del Fab2 de la MASP-2 anti-rata a la MASP-2 “nativa” de la rata

Antecedentes: la MASP-2 generalmente esta presente en el plasma como un complejo dimérico de MASP-2 que
también incluye moléculas de lectina especificas (proteina de unién a manosa (MBL) y ficolinas). Por lo tanto, si uno
esta interesado en estudiar la unién del Fab2 de la MASP-2 a la forma fisiolégicamente relevante de la MASP-2, es
importante desarrollar un ensayo de union en el que se use la interaccion entre el Fab2 y la MASP-2 “nativa” en el
plasma, en lugar de la MASP-2 recombinante purificada. En este ensayo de unién, el complejo de MASP-2 “nativa’-
MBL del suero de rata al 10 % se inmovilizd primero en pocillos revestidos con manano. La afinidad de union de
varios Fab2 de la MASP-2 a la MASP-2 “nativa” inmovilizada se estudi6 utilizando una metodologia ELISA estandar.

Métodos: se incubaron unas placas Costar High Binding de 96 pocillos, durante la noche a 5 °C con manano diluido
en tampon carbonato 50 mM, pH 9,5 a 1 pg/50 pl/pocillo. Cada pocillo se lavé 3 veces con 200 ul de PBS. Los
pocillos se bloquearon con 100 pl/pocillo de leche en polvo descremada al 0,5 % en PBST (PBS con Tween 20 al
0,05 %) y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con una mezcla suave. Cada pocillo se lavé 3
veces con 200 pl de tampdn de lavado TBS/Tween/Ca*" (solucion salina tamponada con Tris, Tween 20 al 0,05 %,
que contenia CaCl; 5,0 mM, pH 7,4. Se preparo el suero de rata al 10 % en tampdn de union con alto contenido de
sal (Tris 20 mM) NaCl 1,0 M, CaCl; 10 mM, Triton-X100 al 0,05 %, albumina de suero bovino al 0,1 % (p/v), pH 7,4)
en hielo. Se afiadieron 100 pl/pocillo y se incubaron durante la noche a 5 °C. Los pocillos se lavaron 3 veces con 200
pl de tampon de lavado TBS/Tween/Ca*". Los pocillos se lavaron 2 veces con 200 pl de PBS. Se afiadieron 100
ul/pocillo de la concentracion seleccionada del Fab2 de la MASP-2diluido en Ca™ y Mg*" que contenia tampén GVB
(barbital 4,0 mM, NaCl 141 mM, MgCl; 1,0 mM, CaCl; 2,0 mM, 0,1 % de gelatina, pH 7,4) y se incubaron durante
una hora a temperatura ambiente con mezcla suave. Cada pocillo se lavéo 5 veces con 200 ul de PBS. Se
incorporaron 100 pl/pocillo de anti-Fab2 de cabra conjugado con HRP (Biogenesis Cat No 0500-0099) diluido 1:5000
en 2,0 mg/ml de albumina de suero bovino en PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente, con
mezcla suave. Cada pocillo se lavé 5 veces con 200 ul de PBS. Se afadieron 100 pl/pocillo del sustrato de
peroxidasa TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories) y se incubaron a temperatura ambiente durante 70 minutos. La
reaccion de la peroxidasa se detuvo afiadiendo 100 pl/pocillo de HzPO4 1,0 M y se midié la OD4so.

Resultados:

Se escogieron aproximadamente 250 Fab2 diferentes que reaccionaron con alta afinidad a la proteina de la MASP-2
de rata para el cribado por ELISA. Estos Fab2 de alta afinidad se secuenciaron para determinar la unicidad de los
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diferentes anticuerpos, y se purificaron 50 anticuerpos unicos de la MASP-2 para su posterior analisis. Se usaron
250 pg de cada anticuerpo Fab2 purificado para la caracterizacion de la afinidad de union a MASP-2 y la prueba
funcional de la via del complemento. Los resultados de este analisis se muestran a continuacion en la tabla 13.

Tabla 13: FAB2 de la MASP-2 que bloquean la activacién del complemento de la via de la lectina

Anticuerpo Fab2 numero C3 Convzerlta;%a (ICso Kg (nM) Escision de C4 1Csp (nM)
n
88 0,32 4,1 ND
41 0,35 0,30 0,81
11 0,46 0,86 <2 nM
86 0,53 1,4 ND
81 0,54 2,0 ND
66 0,92 4,5 ND
57 0,95 3,6 <2 nM
40 1,1 7,2 0,68
58 1,3 2,6 ND
60 1,6 3,1 ND
52 1,6 5,8 <2 nM
63 2,0 6,6 ND
49 2,8 8,5 <2 nM
89 3,0 25 ND
71 3,0 10,5 ND
87 6,0 25 ND
67 10,0 7,7 ND

Como se muestra mas arriba en la tabla 13, de los 50 Fab2 de la MASP-2 probados, 17 se identificaron como Fab2
bloqueadores de la MASP-2 que inhiben con gran potencia la formacion de la C3 convertasa con una ICsp igual o
inferior a Fab2 10 nM (un tasa de aciertos positiva del 34 %). Ocho de los 17 Fab2 identificados tienen la ICso en el
intervalo subnanomolar. Ademas, los diecisiete Fab2 de bloqueo de la MASP-2 mostrados en la tabla 13
proporcionaron una inhibicion esencialmente completa de la formacion de C3 convertasa en el ensayo de convertasa
de la via de la lectina C3. Esta es una consideraciéon importante, ya que es tedricamente posible que un Fab2
“bloqueador” solo pueda inhibir fraccionalmente la funcion de la MASP-2, incluso cuando cada molécula de la
MASP-2 esté unida por Fab2.

Aunqgue el manano es un activador conocido de la via de la lectina, es tedricamente posible que la presencia de
anticuerpos anti-manano en el suero de la rata también active la via clasica y genere C3b a través de la C3
convertasa de la via clasica. Sin embargo, cada uno de los diecisiete Fab2 bloqueadores de la MASP-2 listados en
este ejemplo inhibe potentemente la generacion de C3b (> 95 %), lo que demuestra la especificidad de este ensayo
para la C3 convertasa de la via de la lectina.

También se realizaron ensayos de unidn con los diecisiete Fab2 bloqueadores para calcular un Ky aparente para
cada uno. Los resultados de los ensayos de union de los Fab2 de la MASP-2 anti-rata a la MASP-2 nativa de rata
para seis de los Fab2 bloqueadores también se muestran en la tabla 13. Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos
de union similares para los otros Fab2, cuyos resultados se muestran en la tabla 13. En general, las Ky aparentes
obtenidas para la uniéon de cada uno de los seis Fab2 a la MASP-2 “nativa” se corresponden razonablemente bien
con la ICsp para el Fab2 en el ensayo funcional de la C3 convertasa. Existe evidencias de que la MASP-2 sufre un
cambio conformacional de una forma “inactiva” a una forma “activa”, tras la activaciéon de su actividad de la proteasa
(Feinberg y col., EMBO J. 22: 2348-59 (2003); Gal y colaboradores, J. Biol. Chem. 280: 33435 - 44 (2005)). En el
plasma de rata normal utilizado en el ensayo de formacion de la C3 convertasa, la MASP-2 esta presente
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principalmente en la conformacién de zimdgeno ‘inactivo'’. Por el contrario, en el ensayo de union, la MASP-2 esta
presente como parte de un complejo con MBL unido a manano inmovilizado; por lo tanto, la MASP-2 estaria en la
conformacion “activa” (Petersen y colaboradores, J Immunol Methods 257: 107 - 16, 2001). En consecuencia, uno no
necesariamente esperaria una correspondencia exacta entre la ICsp y Ky para cada uno de los diecisiete Fab2 de
bloqueo probados en estos dos ensayos funcionales porque, en cada ensayo, el Fab2 se uniria a una forma
conformacional diferente de la MASP-2. Sin embargo, con la excepcion del Fab2 # 88, parece haber una
correspondencia razonablemente estrecha entre la ICs y la Kq aparente para cada uno de los otros dieciséis Fab2
evaluados en los dos ensayos (véase la tabla 13).

Varios de los Fab2 blogqueadores se evaluaron para determinar la inhibicién de escision de C4 mediada por la
MASP-2. Como se muestra en la tabla 13, se encontré que todos los Fab2 probados inhibian la escisiéon de C4 con
ICso similares a las obtenidos en el ensayo de C3 convertasa.

Aunqgue el manano es un activador conocido de la via de la lectina, teéricamente es posible que la presencia de
anticuerpos anti-manano en el suero de la rata también active la via clasica y por ende, genere C4b por escision de
C4 mediada por C1s. Sin embargo, se han identificado varios Fab2 de la MASP-2 que inhiben de un modo potente la
generacion de C4b (> 95 %), lo que demuestra la especificidad de este ensayo para la escisién de C4 mediada por
la MASP-2. C4, como C3, contiene un grupo de tioéster inusual y altamente reactivo como parte de su estructura.
Tras la escision de C4 por la MASP-2 en este ensayo, el grupo tioéster en C4b puede formar un enlace covalente
con grupos hidroxilo o amino en macromoléculas inmovilizadas en el fondo de los pocillos de plastico, a través de
enlaces éster o amida, lo que facilita la deteccion de C4b en el ensayo ELISA.

Estos estudios demuestran claramente la creacién de FAB2 de alta afinidad para la proteina de la MASP-2 de rata
que bloquea funcionalmente tanto la actividad C3 convertasa como la C4 convertasa, evitando asi la activaciéon de la
via de la lectina.

Ejemplo 12

Este ejemplo describe el mapeo de epitopos para varios de los anticuerpos Fab2 de la MASP-2 anti-rata
bloqueadores que se generaron como se describe en el ejemplo 11.

Métodos:

Las siguientes proteinas, todas con etiquetas 6X His N-terminales, se expresaron en células CHO utilizando el vector
pEDA4:

MASP-2A de rata, una proteina de la MASP-2 de longitud completa, inactivada por alteracion de la serina en el
centro activo a alanina (S613A);

MASP-2K de rata, una proteina de la MASP-2 de longitud completa, alterada para reducir la autoactivacion (R424K);

CUBI-Il, un fragmento N-terminal de la MASP-2 de rata que contiene los dominios CUBI, simil EGF y CUBII
solamente y

CUBI/simil EGF, un fragmento N-terminal de la MASP-2 de rata que contiene solo los dominios CUBI y simil EGF.

Estas proteinas se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo mediante cromatografia de afinidad de niquel,
como se describié previamente (Chen y colaboradores, J Biol. Chem. 276: 25894-02 (2001)).

Un polipéptido C-terminal (CCPII-SP), que contiene CCPIl y el dominio de serina proteasa de la MASP-2 de rata, se
expreso en el E. coli como una proteina de fusiéon de tiorredoxina, usando pTrxFus (Invitrogen). La proteina se
purificé a partir de lisados celulares usando resina de afinidad Thiobond. La contrapartida de fusién de tiorredoxina
se expreso a partir de pTrxFus vacio, como control negativo.

Todas las proteinas recombinantes se dializaron en tampdn TBS y sus concentraciones se determinaron midiendo la
DO a 280 nm.

Analisis Dot Blot:

Unas diluciones seriadas de los cinco polipéptidos de MASP-2 recombinantes descritos anteriormente (y el
polipéptido de tiorredoxina como un control negativo para el polipéptido de CCPIl-serina-proteasa) se colocaron
sobre una membrana de nitrocelulosa. La cantidad de proteina detectada varié de 100 ng a 6,4 pg, en etapas de
cinco pasos. En experimentos posteriores, la cantidad de proteina detectada varié de 50 ng a 16 pg, nuevamente en
etapas de cinco. Las membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 5 % en TBS (tampdn de bloqueo) y
después se incubaron con 1,0 pg/ml de Fab2 de MASP-2 en tampdn de bloqueo (que contenia Ca*™ 5,0 mM). Los
Fab2 unidos se detectaron utilizando Fab antihumano conjugado con HRP (AbD/Serotec, diluido 1/10.000) y un kit
de deteccion de ECL (Amersham). Se incubé una membrana con anticuerpo policlonal anti-MASP-2 de conejo-
humano (descrito en Stover y colaboradores, J. Immunol 163: 6848-59 (1999)) como control positivo. En este caso,
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el Ab unido se detect6 usando IgG de cabra anti-conejo conjugada con HRP (Dako, diluido 1/2.000).
Ensayo de union de la MASP-2:

Las placas de ELISA se recubrieron con 1,0 pyg/pocillo de polipéptido de la MASP-2A o CUBI-Il recombinante en
tampon de carbonato (pH 9,0) durante la noche a 4 °C. Los pocillos se bloquearon con BSA al 1 % en TBS, luego se
afiadieron diluciones en serie de los Fab2 de la MASP-2 en TBS que contenia Ca’™ 5,0 mM. Las placas se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con TBS/Tween/Ca’”, se afiadié Fab anti-
humano conjugado con HRP (AbD/Serotec) diluido 1/10.000 en TBS/Ca™, y las placas se incubaron durante otra
hora mas a temperatura ambiente. El anticuerpo unido se detecté utilizando un kit de sustrato de peroxidasa de TMB
(Biorad).

Resultados:

Los resultados del analisis de transferencia puntual que demuestra la reactividad de los Fab2 con diversos
polipéptidos MASP-2 se proporcionan a continuacion en la tabla 14. Los valores numéricos proporcionados en la
tabla 14 indican la cantidad de proteina manchada requerida para proporcionar aproximadamente la mitad de la
potencia de sefial maxima. Como se muestra, todos los polipéptidos (a excepcion de la contrapartida de fusion de
tiorredoxina sola) fueron reconocidos por el control positivo Ab (sueros policlonales anti-MASP-2 humanos, hallados
€n conejos).

Tabla 14: reactividad con diversos polipéptidos de la MASP-2 recombinantes en dot blots

Anticuerpo MASP-2A CuBI-II Tipo CUBI/ EGF CCPII-SP Tiorredoxina
Fab2 nimero
20
40 0,16 ng NR NR 0,8ng NR
41 0,16 ng NR NR 0,8ng NR
11 0,16 ng NR NR 0,8ng NR
49 0,16 ng NR NR >20 ng NR
52 0,16 ng NR NR 0,8ng NR o5
57 0,032ng NR NR NR NR
58 0,4ng NR NR 2,0ng NR
60 0,4ng 0,4ng NR NR NR
63 0,4ng NR NR 2,0ng NR
66 0.4 ng NR NR 2.0ng NR S0
67 0,4ng NR NR 2,0ng NR
71 0,4ng NR NR 2,0ng NR
81 0,4ng NR NR 2,0ng NR
86 0,4ng NR NR 10ng NR 35
87 0,4ng NR NR 2,0ng NR
NR =
Control positivo <0,032 ng 0,16 ng 0,16 ng <0,032 ng NR no
reactio

40 n, sin
reaccion. El anticuerpo del control positivo esta representado por sueros de la MASP-2 anti-humana policlonal.

Todos los Fab2 reaccionaron con MASP-2A y MASP-2K (datos no mostrados). La mayoria de los Fab2 reconocieron
el polipéptido CCPII-SP pero no los fragmentos N-terminales. Las dos excepciones son Fab2 numero 60 y Fab2
numero 57. El Fab2 # 60 reconoce a MASP-2A y al fragmento CUBI-II, pero no al polipéptido CUBI/EGF o al
polipéptido CCPII-SP, lo que sugiere que se une a un epitopo en CUBII, o que abarca el CUBII y el dominio similar al
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EGF. El Fab2 ndmero 57 reconoce a MASP-2A pero no a ninguno de los fragmentos MASP-2 probados, lo que tal
vez indica que este Fab2 reconoce un epitopo en CCP1. Los Fab2 ndmero 40 y nimero 49 se unieron solo para
completar la MASP-2A. En el ensayo de unién de ELISA, el Fab2 nimero 60 también se une al polipéptido CUBI-II,
aunque con una afinidad aparente ligeramente inferior (datos no mostrados).

Estos hallazgos demuestran la identificacion de Fab2 bloqueadores unicos en multiples regiones de la proteina de la
MASP-2.

Ejemplo 13

Este ejemplo describe el analisis farmacodinamico de anticuerpos de Fab2 de la MASP-2 de alta afinidad
representativos, que se identificaron como se describe en el ejemplo 11.

Antecedentes/justificacion:

Como se describe en el ejemplo 11, para identificar anticuerpos de alta afinidad que bloquean la via de la lectina de
rata, se utilizd la proteina de la MASP-2 de rata para explorar una biblioteca de presentacion de fagos. Esta
biblioteca se disefié para proporcionar una alta diversidad inmunolégica y se construy6 usando secuencias de genes
de inmunoglobulina completamente humanas. Como se muestra en el ejemplo 11, se identificaron alrededor de 250
clones de fagos individuales que se unieron con alta afinidad a la proteina de la MASP-2 de rata por cribado de
ELISA. El secuenciamiento de estos clones identific6 50 fagos uUnicos que codifican anticuerpos MASP-2. La
proteina del Fab2 se expreso a partir de estos clones, se purificd y se analizo para determinar la afinidad de unién a
la MASP-2 y la inhibicion funcional de la via del complemento de la lectina.

Como se muestra en la tabla 13 del ejemplo 11, se identificaron 17 Fab2 de la MASP-2 con actividad de bloqueo
funcional, como resultado de este analisis (una tasa de acierto del 34 % para bloquear anticuerpos). La inhibicion
funcional de la via del complemento de lectina por los Fab2 fue evidente a nivel de depdsito de C4, que es una
medida directa de la escision de C4 por la MASP-2. Es importante destacar que la inhibicién fue igualmente evidente
cuando se evalud la actividad de la C3 convertasa, lo que demuestra el bloqueo funcional de la via del complemento
de la lectina. Los 17 Fab2 de bloqueo de la MASP-2 identificados como se describe en el ejemplo 11 inhiben con
gran potencia la formacién de C3 convertasa, con valores de ICsg iguales o inferiores a 10 nM. Ocho de los 17 Fab2
identificados tienen valores ICsp en el intervalo sub-nanomolar. Ademas, los 17 Fab2 del bloqueo de la MASP-2
proporcionaron una inhibicion esencialmente completa de la formacion de C3 convertasa en el ensayo de C3
convertasa de la via de la lectina, como se resume en la tabla 13 del ejemplo 11. Ademas, cada uno de los 17 Fab2
bloqueadores de la MASP-2 mostrados en la tabla 13 inhiben con gran potencia la generacion de C3b (> 95 % ), lo
que demuestra la especificidad de este ensayo para la C3 convertasa de la via de la lectina.

Las variantes isotipicas del anticuerpo de longitud completa de IgG2c e IgG2a de ratéon se obtuvieron del Fab2
numero 11. Este ejemplo describe la caracterizacion in vivo de estos isotipos para parametros farmacodinamicos.

Métodos:

Como se describe en el ejemplo 11, la proteina de la MASP-2 de rata se utiliz6 para analizar una biblioteca de
presentacion de fagos Fab, a partir de la cual se identificd Fab2 numero 11. Las variantes isotipicas del anticuerpo
de IgG2c e IgG2a de ratdn de longitud completa se obtuvieron del Fab2 ndmero 11. Ambos isotipos de IgG2c de
raton y de IgG2a de raton de longitud completa se caracterizaron in vivo por parametros farmacodinamicos de la
siguiente manera.

Estudio in vivo en ratones:

Se llevoé a cabo un estudio farmacodinamico en ratones para investigar el efecto de la dosificacion del anticuerpo de
la MASP-2 en la actividad de la via de la lectina en plasma in vivo. En este estudio, el depésito de C4 se midid ex
vivo en un ensayo de la via de la lectina en diversos momentos, después de la administracion subcutanea (SC) e
intraperitoneal (IP) de 0,3 mg/kg o 1,0 mg/kg del MoAb de la MASP-2 de ratén (isotipo de anticuerpo de longitud
completa de IgG2a de raton derivado del Fab2 ndmero 11). La figura 29A ilustra esquematicamente el depdsito de
C4b especifico de la via de la lectina sobre una placa de microtitulacion revestida con zimosano, medida ex vivo en
muestras de suero no diluido tomadas de ratones (n = 3 ratones/grupo) en diversos momentos después de la
dosificacion subcutanea de 0,3 mg/kg o 1,0 mg/kg de MoAb de MASP-2 de ratén. Las muestras de suero de ratones
recogidos antes de la dosificacion de anticuerpos sirvieron como controles negativos (100 % de actividad), mientras
que el suero suplementado in vitro con 100 nM del mismo anticuerpo de bloqueo MASP-2 se usé como control
positivo (0 % de actividad).

Los resultados mostrados en la figura 29A demuestran una inhibicion rapida y completa del depdsito de C4b
después de la administracion subcutanea de una dosis de 1,0 mg/kg del MoAb de la MASP-2 de raton. Se observo
una inhibicién parcial del depodsito de C4b después de la administracion subcutanea de una dosis de 0,3 mg/kg del
MoAb de la MASP-2 de raton.
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Se siguiod el curso del tiempo de la recuperacion de la via delectina durante tres semanas después de una sola
administracion IP del MoAb de la MASP-2 de ratén, a razon de 0,6 mg/kg en ratones. Tal como se muestra en la
figura 29B, se produjo una caida precipitada en la actividad de la via de la lectina después de la dosificacion del
anticuerpo seguido de la inhibicién completa de la via de la lectina, que durd aproximadamente 7 dias después de la
administracion IP. Se observd una restauracion lenta de la actividad de la via de la lectina durante la segunda y la
tercera semanas, con una restauracién completa de la via de la lectina en los ratones 17 dias después de la
administracion de MoAb de la MASP-2.

Estos resultados demuestran que el MoAb de la MASP-2 de ratén derivado de Fab2 n. ° 11 inhibe la via de la lectina
de los ratones de una manera sensible a la dosis cuando se administra sistémicamente.

Ejemplo 14

Este ejemplo describe la identificacion, utilizando presentacion en fagos, de anticuerpos scFv completamente
humanos que se unen a la MASP-2 e inhiben la activacion del complemento mediada por lectina (LEA-2), dejando
intacto el componente de la via clasica (dependiente de C1q) del sistema inmunitario.

Generalidades:

Se identificaron anticuerpos MASP-2 de alta afinidad, completamente humanos, seleccionando una biblioteca de
presentacion en fago. Los fragmentos variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos se aislaron tanto en
formato scFv como en formato de IgG de longitud completa. Los anticuerpos de la MASP-2 humanas son utiles para
inhibir la lesién celular asociada con la activacion de la via del complemento alternativa mediada por la via de la
lectina, al tiempo que dejan intacto el componente de la via clasica (dependiente de C1q) del sistema inmunitario. En
algunos casos, los anticuerpos inhibidores de la MASP-2 del sujeto tienen las siguientes caracteristicas: (a) alta
afinidad por la MASP-2 humana (por ejemplo, una Kp de 10 nM o menos) y (b) inhiben la actividad del complemento
dependiente de la MASP-2 en suero humano al 90 %, con una ICso de 30 nM o0 menos.

Métodos:
Expresion de la MASP-2 cataliticamente inactiva de longitud completa:

La secuencia de ADNc de longitud completa de la MASP-2 humana (ID. DE SEC. N.° 4), que codifica el polipéptido
de la MASP-2 humana con secuencia lider (ID. DE SEC. N.° 5) se subcloné en el vector de expresion de mamifero
pCl-Neo (Promega), que impulsa la expresion eucariota bajo el control de la region potenciadora/promotora del CMV
(descrita en Kaufinan RJ y col., Nucleic Acids Research 19: 4485-90, 1991; Kaufinan, Methods in Enzymology, 185:
537-66 (1991)).

Para generar proteina de la MASP-2A humana cataliticamente inactiva, se llevé a cabo la mutagénesis dirigida al
sitio, tal como se describe en el documento de patente de los EE. UU. con el nimero US2007/0172483. Los
productos de PCR se purificaron después de la electroforesis en gel de agarosa y la preparacion de bandas y la
superposicion de adenosina unica se generaron usando un procedimiento estandar. La MASP-2A con cola de
adenosina se clond entonces en el vector pGEM-T y se transformé en E. coli. La MASP-2A humana se subcloné
adicionalmente en cualquiera de los vectores de expresion de mamifero pED o pCI-Neo.

El constructo de expresién de la MASP-2A descrito anteriormente se transfecté en células DXB1, usando el
procedimiento de transfeccion de fosfato de calcio estandar (Maniatis y colaboradores, 1989). La MASP-2A se
produjo en medio libre de suero para asegurarse de que las preparaciones no estuvieran contaminadas con otras
proteinas séricas. Se recolecté el medio de células confluentes cada dos dias (cuatro veces en total). El nivel de la
MASP-2A recombinante promedi6 aproximadamente 1,5 mg/litro de medio de cultivo. La MASP-2A (mutante Ser-Ala
descrito anteriormente) se purific6 mediante cromatografia de afinidad en columnas de MBP-A-agarosa

ELISA de la MASP-2A en clones candidatos del ScFv identificados por paneo/conversion de scFv y cribado por
filtros

Una biblioteca de presentaciéon en fagos de secuencias de regiéon variable de la cadena ligera y pesada de la
inmunoglobulina humana se sometié a un paneo de antigenos, seguido de cribado y seleccion automatizados de
anticuerpos, para identificar anticuerpos scFv de alta afinidad a la proteina de la MASP-2 humana. Se llevaron a
cabo tres rondas de seleccion de la biblioteca de fagos scFv frente a MASP-2A marcada con HIS o etiquetada con
biotina. La tercera ronda de seleccién se eluyé primero con MBL y luego con TEA (alcalina). Para controlar el
enriquecimiento especifico de fagos que presentaban fragmentos scFv contra la MASP-2A diana, se llevd a cabo un
estudio ELISA de fagos policlonales contra la MASP-2A inmovilizada. Los genes scFv de la ronda 3 del paneo se
clonaron en un vector de expresién pHOG y se ejecutaron en un cribado por filtros de pequefia escala, para buscar
clones especificos contra la MASP-2A.

Se recogieron colonias bacterianas que contenian plasmidos que codificaban fragmentos de scFv de la tercera
ronda del paneo, se distribuyeron a modo de grilla en membranas de nitrocelulosa y se cultivaron durante la noche
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en un medio no inductor para producir placas maestras. Se recogieron en total 18.000 colonias y se las analiz6 a
partir de la tercera ronda de paneo; la mitad de la eluciéon competitiva y la mitad de la elucion de TEA subsiguiente.
El paneo de la biblioteca de fagémidos scFv contra la MASP-2A seguido de la conversién de scFv y un cribado por
filtros produjo 137 clones positivos. 108/137 clones fueron positivos en un ensayo ELISA para la unién de la MASP-2
(datos no mostrados), de los cuales 45 clones se analizaron adicionalmente para determinar la capacidad de
bloquear la actividad de la MASP-2 en el suero humano normal.

Ensayo para medir la inhibicién de la formacion de la C3 convertasa de la via de la lectina

Se us6 un ensayo funcional que mide la inhibicién de la formacién de la C3 convertasa de la via de la lectina para
evaluar la “actividad de bloqueo” de los clones candidatos de scFv de la MASP-2. Se requiere la actividad de la
serina proteasa de la MASP-2 para generar los dos componentes de la proteina (C4b, C2a) que comprenden la C3
convertasa de la via de la lectina. Por lo tanto, un scFv de MASP-2 que inhiba la actividad funcional de la MASP-2
(es decir, un scFv bloqueador de la MASP-2) inhibira la formaciéon de novo de la C3 convertasa de la via de la
lectina. C3 contiene un grupo de tioéster inusual y altamente reactivo como parte de su estructura. Tras la escision
de C3 por la C3 convertasa en este ensayo, el grupo tioéster en C3b puede formar un enlace covalente con grupos
hidroxilo o amino en macromoléculas inmovilizadas en el fondo de los pocillos de plastico, a través de enlaces éster
0 amida, facilitando asi la deteccion de C3b en el ensayo ELISA.

El manano de la levadura es un activador conocido de la via de la lectina. En el siguiente método para medir la
formacion de C3 convertasa, se incubaron pocillos de plastico recubiertos con manano con suero humano diluido
para activar la via de la lectina. Los pocillos se lavaron luego y se analizaron para ver los C3b inmovilizados en los
pocillos, usando métodos de ELISA estandar. La cantidad de C3b generada en este ensayo es un reflejo directo de
la formacion de novo de la C3 convertasa de la via de la lectina. Los clones de scFv de la MASP-2 a las
concentraciones seleccionadas se analizaron en este ensayo por su capacidad para inhibir la formacién de C3
convertasa y la consecuente generacion de C3b.

Métodos:

Los 45 clones candidatos identificados como se describié anteriormente se expresaron, purificaron y diluyeron a la
misma concentraciéon madre, que se diluyé de nuevo en Ca™ y Mg"™ que contenia tampén GVB (barbital4,0 mM,
NaCl 141 mM, MgCl; 1,0 mM, CaCl; 2,0 mM, 0,1 % gelatina, pH 7,4) para asegurar que todos los clones tuvieran la
misma cantidad de tampon. Los clones de scFv se probaron cada uno por triplicado, a una concentracién de 2 pyg/ml.
El control positivo OMS100 Fab2 y se probo a 0,4 yg/ml. La formacion de C3c se controlé en presencia y en
ausencia de los clones de scFv/IgG.

El manano se diluyé a una concentracion de 20 pg/ml (1 pg/pocillo) en tampon carbonato 50 mM (NaxCO3; 15 mM +
NaHCO3; 35 mM + NaNs 1,5 mM), pH 9,5 y se recubrié en una placa ELISA durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente,
las placas recubiertas con manano se lavaron 3 veces con 200 ul de PBS. A continuacion, se anadieron 100 ul de
solucion de bloqueo de HSA al 1 % a los pocillos y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas
se lavaron 3 veces con 200 pl de PBS, y se conservaron en hielo con 200 yl de PBS hasta la adicion de las
muestras.

Se diluy6é suero humano normal al 0,5 % en tampon CaMgGVB, y se afiadieron los clones de scFv o el control
positivo OMS100 Fab2 por triplicado a 0,01 pg/ml; 1 pg/ml (solo el control OMS100) y 10 ug/ml a este tampdn y se
preincubaron durante 45 minutos en hielo antes de la adicién a la placa de ELISA bloqueada. La reaccién se inicié
mediante incubacién durante una hora a 37 °C y se detuvo transfiriendo las placas a un bafio de hielo. El depdsito de
C3b se detectd con un anticuerpo Rabbit a-Mouse C3c seguido de Goat a-Rabbit HRP. El control negativo fue
tampon sin anticuerpo (sin anticuerpo = depésito maximo de C3b), y el control positivo fue tampoén con EDTA (sin
depdsito de C3b). La referencia se determinaba llevando a cabo el mismo ensayo, excepto que los pocillos estaban
libres de manano. La sefial de referencia contra las placas sin manano se resta de las sefiales en los pocillos que
contienen manano. Se establecié un criterio de corte a la mitad de la actividad de un clon scFv irrelevante (VZV) y
tampodn solo.

Resultados: con base en el criterio de corte, se encontraron 13 clones en total para bloquear la actividad de la
MASP-2. Los 13 clones que producen > 50 % de supresion de la via se seleccionaron y se secuenciaron,
produciendo 10 clones Unicos. Se encontré que los diez clones tenian la misma subclase de cadena ligera, A3, pero
tres subclases de cadena pesada diferentes: VH2, VH3 y VH6. En el ensayo funcional, cinco de los diez clones scFv
candidatos arrojaron valores de ICso nM menores que los criterios objetivo 25 nM usando suero humano al 0,5 %.

Para identificar aquellos anticuerpos que tuvieran una potencia mejorada, los tres clones de scFv madre,
identificados como se describié anteriormente, se sometieron a una mezcla de cadena ligera. Este proceso implico la
generacion de una biblioteca combinatoria que consistia en la VH de cada uno de los clones madre emparejados
con una biblioteca de cadenas ligeras lambda humanas, naive (VL), derivadas de seis donantes sanos. Esta
biblioteca se cribé luego para clones de scFv con una afinidad de enlace y/o una mejor funcionalidad.
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madre (todos en formato scFv).

Ensayo de C3 en suero
humano al 1 %

Ensayo de C3 en suero
humano al 90 %

Ensayo de C3 en suero
humano al 90 %

Clon de scFv (IC50 M) (IC50 M)
(|C50 nM)
17D20mc 38 nd nd
17D20m_d3521N11 26 >1000 140
17N16mc 68 nd nd
17N16m_d17N9 48 15 230

5 A continuacion se presentan las secuencias de la region variable de la cadena pesada (VH) para los clones madre y
los clones hijos mostrados anteriormente en la tabla 15, y enumerados a continuacion en las tablas 16A-F.

Las CDR de Kabat (31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3)) estan en negrita; y las CDR de Chothia (26-32 (H1), 52-56
(H2) y 95-101 (H3)) estan subrayadas.

17D20_35VH-21N11VL regién variable de la cadena pesada (VH) (ID. DE SEC. N.° 15, codificada por la ID. DE
10 SEC. N.° 14)

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLSRGKMGVSWIRQPPGKALEW
LAHIFSSDEKSYRTSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARIRRG
GIDYWGQGTLVTVSS

d17N9 reqion variable de cadena pesada (VH) (ID. DE SEC. N.° 16)

QVOQLOQOQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSTSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTY
YRSKWYNDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARDPFGVPF
DIWGQGTMVTVSS
Reqion variable de cadena pesada

15 Tabla 16A: cadena pesada (aa 1-20)

Cadena
pesada

aa 12| 3| 4| 5| 6|7| 89|10 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20

d3521N11 | Q| V| T|L| K| E|S|G|P| V| L| V| K|P|T|E|T| L| T|L
(SEC.:15)

d17N9 alvialL|lalQls|[G[P| G| L|V|[K|[P|Ss|Q|T|L|[sS|L
(SEC.:16)

Tabla 16B: cadena pesada (aa 21-40)
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Cadena pesada CDR-HI

aa 21|22 (23|24 |25|26|27|28|29(30|31|32|33|34|35|36|37|38|39]40
d3521N11 T/ C|T|V|S|G|E|S|L|S|IR|G|K|M|G|V|S|W|I|R
(SEC.:15)

d17N9 T E|A|Il |S|G|D|S|V|S|S|T|S|A|A|WIN|W|I|R
(SEC.:16)

Tabla 16C: cadena pesada (aa 41-60)

Cadena pesada CDR-H2

aa 41|42 (43 |44 |45|46 |47 |48 |49 |50 |51 |52 |53 |54 | 55|56 | 57 | 58 | 59 | 60
d3521N11 Q| P|IP|G|K|A|LIE{W|L|A|H|]l|E|S|S|D|E|K|S
(SEC.:15)

d17N9 Q| S|P|S|IR|G|L|E|W|L|G|R|T|Y| Y R|S|K|W|Y
(SEC.:16)

Tabla 16D: cadena pesada (aa 61-80)

Cad d

adenapesadal cpRr-H2 (cont.)

aa 6162|6364 |65|66 |67 6869 |70 |71|72|73|74|75|76|77|78|79 |80
d3521N11 Y R|T|S|L|K|S|R|L|T|I|S|K|D|T|S|K|N|Q|V
(SEC.:15)

d17N9 N D|Y|/A|V|IS|VIK|S|R|I|T|I|N|P|D|T|S|K|N
(SEC.:16)

Tabla 16E: cadena pesada (aa 81-100)

Cadena pesada CDR-H3

aa 81(82/8384|85(86|87|88|89|/90(91(92|93|94|95|96|97 98|99 100
d3521N11 ViL|T| M|T{N M|D|P|V|ID|T|A|T|Y|Y|C| A|R| I
(SEC.:15)

d17N9 Q|F|S|L|Q|L|N|S|V|T|P|E|D T|A|V|Y|Y|C| A
(SEC.:16)

Tabla 16F: cadena pesada (aa 101-118)
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Cadena

pesada CDR-H3 (cont.)

2a 101/102/103|104|/105|106|107|108|109|110|111|112|113(114/115{116|117|118|119| 120

d3521N11
(SEC.:15)

Py
o
®
®
o
<
=
®
9]
®
—
—
<
—
<
%)
%)

d17N9
(SEC.:16)

Py
O
T
M
®
<
T
M
O
=
®
9]
®
—
<
<
—
<
»

A continuacién se presentan las secuencias de la region variable de la cadena ligera (VL) para los clones madre y
los clones hijos enumerados a continuacion en las Tablas 17A-F.

Las CDR de Kabat (24-34 (L1); 50-56 (L2) y 89-97 (L3) estan en negrita, y las CDR de Chothia (24-34 (L1); 50-56

(L2) y 89-97 (L3) estan subrayadas. Estas regiones son las mismas, ya sea que estén numeradas por el sistema

Kabat o Chothia.

17D20m d3521N11 reqgion variable de cadena ligera (VL) (ID. DE SEC. N.° 17)
QPVLTQPPSLSVSPGQTASITCSGEKLGDKYAYWYQQKPGQSPVLVMYQ

DKORPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOQAMDEADYYCQAWDSSTAVEGGGTKL

TVL

17N16m_d17N9 regién variable de cadena ligera (VL) (ID. DE SEC. N.° 19, codificada por la ID. DE SEC. N.° 18)

SYELIQPPSVSVAPGQTATITCAGDNLGEKRVHWYQQRPGQAPVLVIYD
DSDRPSGIPDRFSASNSGNTATLTITRGEAGDEADYYCQVWDIATDHVVFEGGGT
KLTVLAAAGSEQKLISE

Tabla 17A: cadena ligera (aa 1-20)

Cadena ligera

e 1172(3|4|5/6|7|(8|9(10|11 12|13 |14 |15 |16 |17 | 18|19 | 20

d3521N11 |Q|P |V |L|T|Q|P|P|S|L|S|V]|S|P|G|Q|T|A]|S]|I
(SEC.: 17)

d17N9 SIY[E[L|[I|[Q|P|P|[S|[V|S|[V|A|[P|G|Q|T|A]|T]|I
(SEC.:19)

Tabla 17B: cadena ligera (aa 21-40)

Cadena
ligera CDR-L1

e 21|22 (23 /24|25|26|27|28|29|30|31|32|33|34|35(36|37|38|39|40

d3521N11 | T | E | S
(SEC.: 17)

I®
Im
Ix
=
I®
o
Ix
1<
>
1<
1=
<
)
o)
~
Y
®

d17N9 T|C[|A
(SEC.:19)

I®
o
Iz
-
I®
Ix
Ix
)
<
T
1=
<
9]
9]
p ]
T
®
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Tabla 17C: cadena ligera (aa 41-60)

Cadena
ligera CDR-L2
2 41|42 (43 |44 |45|46 |47 | 48 |49 |50 |51 |52 |53 |54 | 55|56 | 57 | 58 | 59 | 60
d3521IN11 | Q| S|P|V| L|VIM|Y|Q|D|K|Q|R|P|S|G|I |P|]E|R
(SEC.: 17)
d17N9 Q|A|P|V|L|V|I|Y D|/D|S|DIR|P|S|G| I |P|D|R
(SEC.:19)
Tabla 17D: cadena ligera (aa 61-80)
Cadena
ligera CDR-L2 (cont.)
2 61|62 | 63|64 |65|66|67|6869|70|71|72|73|74|75|76|77|78|79 |80
d3521N11 | F | S| G| S| N|S|G|N|T|A|T|L|T|]I|S|G|T|Q|A|M
(SEC.: 17)
d17N9 FIS|A|S|N|S|G|N|T|A|T|L|T|I | T R|{G|E|A|G
(SEC.:19)

5 Tabla 17E: cadena ligera (aa 81-100)
Cadena
ligera CDR-L3
2 81|82(83|84|85 /8687|838 |89(90|91|92(93|94|95|96|97|98|99|100
d3521N11 | D | X |A|D|Y|Y|C|Q|A/W/D|S|S|T|A|V|E|G|G| G
(SEC.: 17)
d17N9 DY E|A|/D|]Y|]Y|C|Q|Y/W/D|I|A|T|D|H|VY|V|F| G
(SEC.:19)

Tabla 17F: cadena ligera (aa 101-120)

Cadena CDR-L3 (cont.)

ligera

- 101|102(103|104|105|106|107|108109(110 (111 |112|113|114|{115(116 117|118 |119|120
d3521IN11 | T | K| L|T|V|L|A|A|A|G|S|E|Q|K|L|I |S|E|E|D
(SEC.: 17)

d17N9 G|G|T|K|L|T|V|L|A|JA|A|G|S|E|Q|K|L]|I |S]|E
(SEC.:19)

Los anticuerpos de la MASP-2 OMS100 y MoAb_d3521N1LVL que, segun se ha demostrado, se unen a la MASP-2
10 humana con alta afinidad y tienen la capacidad de bloquear la actividad del complemento funcional, se analizaron
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con respecto a la unioén del epitopo por analisis dot blot. Los resultados muestran que los anticuerpos d3521N11 y
OMS100 son altamente especificos para la MASP-2 y no se unen a la MASP-1/3. Ningun anticuerpo se uni6 a
MAp19 ni a los fragmentos de la MASP-2 que no contenian el dominio CCP1 de la MASP-2, lo que lleva a la
conclusioén de que los sitios de unién abarcan CCP1.

Por consiguiente, en un caso, un agente inhibidor de la MASP-2 para usar en las composiciones y los métodos de la
invencioén reivindicada comprende un anticuerpo humano que se une a un polipéptido que consiste en MASP-2
humana (ID. DE SEC. N.° 3), en el que el anticuerpo comprende lo siguiente:

I) a) una region variable de la cadena pesada, que comprende: i) una CDR1 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos 31-35 de la ID. DE SEC. N.° 21; y ii) una CDR2 de cadena pesada, que comprende la
secuencia de aminoacidos 50-65 de la ID. DE SEC. N.° 21; y iii) una CDR3 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos 95-102 de la ID. DE SEC. N.° 21y

b) una regién variable de la cadena ligera que comprende: i) una CDR1 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos 24-34 de la ID. DE SEC. N.° 25 o0 de la ID. DE SEC. N.° 27; y ii) una CDR2 de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos 50-56 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID. DE SEC. N.° 27; y iii)
una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos 89-97 de la ID. DE SEC. N.° 25 o de la ID.
DE SEC. N.° 27; o ll) una variante de ello, que por lo demas es idéntica a dichos dominios variables, excepto por un
total combinado de hasta 6 sustituciones de aminoacidos dentro de dichas regiones CDR de dicha region variable de
la cadena pesada y un total combinado de hasta 6 sustituciones de aminoacidos dentro de dichas regiones dichas
regiones CDR de dicha region variable de la cadena ligera, en donde el anticuerpo o la variante de este inhibe la
activacion del complemento dependiente de la MASP-2.

Ejemplo 15

Este ejemplo describe la generacion de anticuerpos monoclonales de la MASP-1 y de la MASP-3 usando un sistema
in vitro que comprende una linea celular DT40 modificada, la DTLacO.

Antecedentes/justificacion:

Los anticuerpos contra la MASP-1 y la MASP-3 humanas se generaron usando un sistema in vitro que comprende
una linea celular DT40 modificada, la DTLacO, que permite la induccién reversible de la diversificaciéon de un
polipéptido particular, como se describe ademas en los documentos de patente W02009029315 y US2010093033.
La DT40 es una linea de células B de pollo que, segin se sabe, mutan constitutivamente sus genes de
inmunoglobulina (Ig) de cadena pesada y ligera en cultivo. Al igual que otras células B, esta mutagénesis constitutiva
se dirige a mutaciones en la region V de los genes de la Ig y, por lo tanto, a las CDR de las moléculas de los
anticuerpos expresados. La mutagénesis constitutiva en células DT40 tiene lugar mediante la conversion génica,
utilizando como secuencias donantes un conjunto de segmentos del gen V no funcional (genes seudo-V; WV)
situados cadena arriba de cada regién V funcional. La eliminacion de la region WV mostré previamente que causaba
un cambio en el mecanismo de diversificacion, de la conversion de genes a la hipermutacién somatica, el
mecanismo comunmente observado en las células B humanas. Se ha demostrado que la linea de linfoma de células
B de pollo, DT40, es un punto de partida prometedor para la evolucion de anticuerpos ex vivo (Cumbers, S.J. y otros,
Nat Biotechnol 20, 1129-1134 (2002); Seo, H. y col., Nat Biotechnol 23, 731 - 735 (2005)). Las células DT40
proliferan de forma robusta en cultivo, con un tiempo de duplicacién de 8-10 horas (en comparacion con 20-24 horas
para las lineas de células B humanas), y admiten un direccionamiento génico homdlogo muy eficaz (Buerstedde,
J.M. y cols. Embo J. 9, 921- 927 (1990)). Las células DT40 comandan una enorme y potencial diversidad de
secuencia de region V, dado que pueden acceder a dos vias fisiolégicas distintas para la diversificacion: la
conversion génica y la hipermutacion somatica, que crean mutaciones con y sin plantilla, respectivamente (Maizels,
N. Annu Rev Genet 39, 23-46 (2005)). Las inmunoglobulinas (Igs) de cadena pesada y ligera diversificadas se
expresan en forma de una IgM que se exhibe en la superficie celular. La IgM superficial tiene una forma bivalente,
estructuralmente similar a una molécula de IgG. Las células que muestran IgM con especificidad para un antigeno
particular se pueden aislar mediante la unidon de versiones inmovilizadas del antigeno solubles o expuestas a la
membrana. Sin embargo, la utilidad de las células DT40 para la evolucidon de anticuerpos ha estado limitada en la
practica porque, como en ofras lineas de células B transformadas, la diversificacion ocurre a menos del 1 % de la
tasa fisiologica.

En el sistema utilizado en este ejemplo, como se describe en los documentos de patente con los numeros
W02009029315 y US2010093033, las células DT40 se disefiaron para acelerar la tasa de diversificacion génica de
la Ig, sin sacrificar la capacidad de modificacion genética adicional o el potencial de conversién génica e
hipermutacion somatica para contribuir a la mutagénesis. Se hicieron dos modificaciones clave en la DT40 para
aumentar la tasa de diversificacion y, en consecuencia, la complejidad de las especificidades de unién en nuestra
biblioteca de células. En primer lugar, la diversificacién génica de la Ig se puso bajo el control de la potente red
reguladora del operador/represor de lactosa del E. coli. Se insertaron unos multimeros que consistian en
aproximadamente 100 repeticiones polimerizadas del potente operador de lactosa del E. coli (PolyLacO) corriente
arriba de los genes reordenados y expresados de la IgA y de la IgH, por direccionamiento génico homélogo. Los
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factores reguladores fusionados a la proteina represora de lactosa (Lacl) pueden unirse a los elementos reguladores
de LacO para regular la diversificacion, aprovechando la alta afinidad (kp = 10™ M) del represor de lactosa para el
ADN del operador. Las células DT40 PolyLacO-Agr, en las que se integro el PolyLacO solo en IgA, exhibieron un
aumento de 5 veces en la tasa de diversificacion génica de la Ig, con relacién a las células parentales DT40 antes de
cualquier ingenieria (Cummings, W.J. y cols. PLoS Biol 5, €246 (2007)). La diversificacion se elevd aun mas en las
células disefiadas como portadoras de PolyLacO dirigido tanto a los genes de IgA como de IgH (“DTLacQO”). Se
demostré que las células DTLacO tienen tasas de diversificacion de 2,5 a 9,2 veces mas elevadas con respecto a la
caracteristica del 2,8 % de la linea parental DT40 PolyLacO-Ar Lacl-HP1. Por lo tanto, el direccionamiento de los
elementos de PolyLacO a los genes de la cadena pesada y ligera acelero la diversificacion 21,7 veces con respecto
a la linea celular parental DT40. La unién de factores reguladores a los loci de la Ig no solo altera la frecuencia de la
mutagénesis, sino que también puede cambiar la via de la mutagénesis, creando una mayor coleccion de cambios
de secuencia Unicos (Cummings y colaboradores, 2007; Cummings y colaboradores, 2008). En segundo lugar, se
generd una coleccion diversa de puntos de partida de secuencia para la diversificacién génica de la Ig con
aceleracion del factor de union. Estos puntos de partida de secuencia diversa se afiadieron a DTLacO dirigiendo
regiones variables de cadena pesada de Ig reorganizadas, aisladas de un polluelo de dos meses, al locus de cadena
pesada. La adicién de estas regiones variables de cadena pesada cred un repertorio de 10" nuevos puntos de
partida para la diversificacion de anticuerpos. La construccion de estos nuevos puntos de partida en la linea celular
DTLacO permite la identificacion de clones que se unen a un objetivo particular, y luego la maduracién de afinidad
rapida por los factores de union. Después de la maduracién de afinidad, se prepara una IgG quimérica recombinante
de longitud completa, clonando las secuencias variables maduras y reordenadas de cadena pesada y ligera (VH y
VA; que consisten en regiones del marco del pollo y regiones determinantes de complementariedad o CDR) en
vectores de expresion que contienen regiones constantes IgG1 y lambda humanas. Estos mAb recombinantes son
adecuados para aplicaciones in vitro e in vivo, y sirven como punto de partida para la humanizacion.

Métodos:
Seleccion para la union al antigeno de la MASP-1 y la MASP-3.

Las selecciones iniciales se realizaron uniendo poblaciones de DTLacO diversificadas por seleccion de genes a
perlas en complejo con antigenos de la MASP-1 (ID. DE SEC. N.° 10) y de la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) humanas
y selecciones posteriores por FACS, usando antigeno soluble marcado con fluorescencia (Cumbers, SJ y col., Nat
Biotechnol 20, 1129-1134 (2002); Seo, H. y col., Nat Biotechnol 23, 731-735 (2005). Debido a la secuencia de
aminoacidos conservada en la cadena alfa que se comparte entre MASP-1 y MASP-3 (mostrada en la figura 5), y las
distintas secuencias de la cadena beta (mostradas en la figura 6), se llevaron a cabo cribados en paralelo, por
separado, para los enlazadores de la MASP-1 y de la MASP-3, a fin de identificar mAb especificos de la MASP-1,
mAb especificos de la MASP-3 y también mAb capaces de unirse a MASP-1 y MASP-3 (doble especificidad). Se
usaron dos formas de antigeno para seleccionar y cribar enlazadores. En primer lugar, MASP-1 o MASP-3
recombinante, de longitud completa o un fragmento, fusionadas a un dominio Fc se unieron a unas perlas de
proteina G magnéticas Dynal o se usaron en selecciones basadas en FACS, usando un anti-humano marcado con
PECYy5, anti-humano, secundario IgG(Fc). Alternativamente, las versiones recombinantes de las proteinas de MASP-
1 0 MASP-3 se marcaron directamente con harinas Dylight y se usaron para las selecciones y el cribado.

Unioén y afinidad.

Los anticuerpos recombinantes se generaron clonando regiones V amplificadas por PCR en un vector que admitia la
expresion de IgG1 humana en células 293F (Yabuki y colaboradores, PLoS ONE, 7 (4): e36032 (2012)). La cinética
de unién a la saturacion se determiné mediante tincion de células DTLacO que expresaban anticuerpos que se unen
a MASP-1 o MASP-3 con diversas concentraciones de antigeno soluble marcado con fluorescencia. Los ensayos
funcionales para la actividad especifica de la MASP-3, que incluye el depdsito de C3b dependiente de la MASP-3 y
la escision del factor D dependiente de la MASP-3, se llevaron a cabo como se describe en los ejemplos 17 y 18,
respectivamente. Se llevo a cabo un ensayo funcional para la actividad especifica de la MASP-1, concretamente la
inhibicion del depdsito de C3b dependiente de la MASP-1 como se describe a continuacion.

Resultados:

Se generaron numerosos anticuerpos de unién a MASP-1 y MASP-3 usando los métodos descritos anteriormente.
La unién, como se demuestra mediante analisis FACS, se describe para los clones representativos M3J5 y M3M1,
que se aislaron en los cribados para los enlazantes de la MASP-3.

La figura 30A es un histograma de FACS de union de antigeno/anticuerpo de la MASP-3 para el clon M3J5 de
DTLacO. La figura 30B es un histograma de FACS de unién de antigeno/anticuerpo de la MASP-3 para el clon
M3M1 de DTLacO. En las figuras 30A y 30B, las curvas rellenas en gris son control negativo con tincién de la IgG1,
y las curvas negras gruesas representan la tincion de la MASP-3.

La figura 31 ilustra esquematicamente una curva de unién de saturacién del clon M3J5 (Clon 5) para el antigeno de
la MASP-3. Tal como se muestra en la figura 31, la aparente afinidad de unién del anticuerpo M3J5 por la MASP-3
es de aproximadamente 31 nM.
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El analisis de secuencia de los clones identificados se realizé utilizando métodos estandar. Todos los clones se
compararon con las secuencias comunes (DT40) VH y VL y entre si. Las secuencias para los dos clones
anteriormente mencionados, M3J5 y M3M1 se proporcionan alineadas con dos clones representativos adicionales,
D14 y 1E10, que se identificaron en los cribados para los fragmentos CCP1-CCP2-SP de la MASP-1 y de la MASP-
3, respectivamente. El D14 y wl 1E10 unen regiones comunes a MASP-1 y MASP-3.

La figura 32A es una alineacioén de la secuencia de aminoacidos de las regiones VH de M3J5, M3M1, D14 y 1E10 a
la secuencia VH de la DT40 del pollo.

La figura 32B es una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las regiones VH de M3J5, M3M1, D14y 1E10 a
la secuencia VL de la DT40 del pollo.

La secuencia de aminoacidos VH y VL de cada clon se proporciona a continuacion.
Secuencias de la region variable de cadena pesada (VH)

La figura 32A muestra una alineacion de aminoacidos de las secuencias de la region variable de cadena pesada
(VH) para el DTLacO parental (ID. DE SEC. N.° 24), los clones de union de MASP-3 M3J5 (ID. DE SEC. N.° 25) y
M3M1 (ID. DE SEC. N.° 26), y MASP-1/MASP-3, los clones de unién dual D14 (ID. DE SEC. N.° 30) y 1E10.

Las CDR de Kabat en las secuencias de VH presentadas a continuacion se encuentran en las siguientes posiciones
de aminoacidos: H1: aa 31-35; H2: aa 50-62; y H3: aa 95-102.

Las CDR de Chothia en las secuencias de VH a presentadas a continuaciéon estan ubicadas en las siguientes
posiciones de aminoacidos: H1: aa 26-32; H2: aa 52-56; y H3: aa 95-101.

VH de DTLacO parental (ID. DE SEC. N.° 24)

AVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFTFSSNAMGWVRQAPGKGLEWVAGIDD
DGSGTRYAPAVKGRATISRDNGOQSTLRLOQLNNLRAEDTGTYYCTKCAYSSGCDY
EGGYIDAWGHGTEVIVSS

VH del clon M3J5: (ID. DE SEC. N.° 25)

AVTLDESGOGGLQTPGGGLSLVCKASGFTFSSYAMGWMRQAPGKGLEYVAGIRS
DGSFTLYATAVKGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTATYFCTRSGNVGDIDA
WGHGTEVIVSS
VH del clon M3M1: (ID. DE SEC. N.° 26)
AVTLDESGGGLQTPGGGLSLYVCKASGFDFSSYQMNWIRQAPGKGLEFVAAINRF
GNSTGHGAAVKGRVTISRDDGQSTVRLQLSNLRAEDTATYYCAKGVYGYCGSY
SCCGVDTIDAWGHGTEVIVSS

VH del clon D14 VH: (ID. DE SEC. N.° 30)
AVTLDESGGGLOQTPGGALSLVCKASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAGIYK
SGAGTNYAPAVKGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGTYYCAKTTGSGCSSG
YRAEYIDAWGHGTEVIVSS

VH del clon 1E10: (ID. DE SEC. N.° 32)
AVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFTFSSYDMVWVRQAPGKGLEFVAGISRN
DGRYTEYGSAVKGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTATYYCARDAGGSAY W
FDAGQIDAWGHGTEVIVSS
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Secuencias de la region variable de la cadena ligera (VL)

La figura 32B muestra una alineacién de aminoacidos de las secuencias de la region variable de la cadena ligera
(VL) para el DTLacO parental (ID. DE SEC. N.° 27) y los clones de union de MASP-3, M3J5 (ID. DE SEC. N.° 28) y
M3M1 (ID. DE SEC. N.° 29), y los clones de unién dual de MASP-1/MASP-3, D14 (ID. DE SEC. N.° 31) y 1E10 (ID.
DE SEC. N.° 33).

VL de DTLacO parental (ID. DE SEC. N.° 27):

ALTQPASVSANLGGTVKITCSOGGGSYAGSYYYOWYQQKSPGSAPVTVIYDNDKR
PSDIPSRFSGSLSGSTNTLTITGVRADDEAVYFCGSADNSGAAFGAGTTLTVL

VL del clon M3J5 (ID. DE SEC. N.° 28):

ALTQPASVEANPGETVEITCSGGYSGY AGSYYYGWY QQKAPGSAPVTLIYYNNK
RPSDIPSRFSGSLSGSTNTLTITGVEADDEAVY FCGSADNSGAAFGAGTTLTVL
VL del clon M3M1 (ID. DE SEC. N.° 29):
.AL'I'QI’AS"»’SANPGEI'\-"KI'I'[TSGGGSYAGSY'\"YGWYQQKAPGSAPV'I'LIYYN NER
PSDIPSRFSGSLSGSTNTLTITGVRADDEAVYFCGSADNSGAAFGAGTTLTVL

VL del clon D14: (ID. DE SEC. N.° 31)
ALTQPASVSANPGETVKITCSGGGSYAGSYYYGWYQOQKAPGSAPVTLIYYNNKR
PSDIPSRFSGSLSGSTNTLTITGVRADDEAVYFCGSADNSGAAFGAGTTLTVL

VL del clon 1E10: (ID. DE SEC. N.° 33)
ALTQPASVSANPGETVKITCSGGGSYAGSYYYGWYQOQKAPGSAPVTLIYYNNKR
PSDIPSRFSGSLSGSTNTLTITGVRADDEAVYFCGSADNSGAAFGAGTTLTVL

Ensayo funcional de LEA-2 (dependiente de MASP-2)

La MASP-1 contribuye al LEA-2 por su capacidad para activar a la MASP-2 (véase la figura 1). El ensayo Wieslab®
Complement System Screen MBL (Euro Diagnostica, Malmé, Suecia) mide el depdsito de C5b-C9 en condiciones
que aislan la activacion dependiente de LEA-2 (es decir, la actividad de la via de la lectina tradicional). El ensayo se
llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante con el clon 1E10 representativo, probado a una
concentracion final de 400 nM.

La figura 33 es un grafico de barras que muestra la actividad inhibidora del mAb 1E10, en comparacion con el suero
positivo proporcionado con el kit de ensayo, asi como un anticuerpo de control de isotipo. Tal como se muestra en la
figura 33, el mAb 1E10 demuestra la inhibicion parcial de la activacion dependiente de LEA-2 (a través de la
inhibicién de la activacion de la MASP-2 dependiente de la MASP-1), mientras que el anticuerpo de control de
isotipo, no. Se debe lograr una inhibicion mas fuerte mediante la maduracién por afinidad continua de este
anticuerpo para la uniéon a MASP-1 usando los factores anclados o de unién en el sistema DTLacO.

Los ensayos de funciéon del LEA-1 (dependiente de la MASP-3) para los mAb representativos se describen a
continuacion, en los ejemplos 17 y 18.

Resumen de resultados:

Los resultados anteriores mostraron que la plataforma de DTLacO permitia el descubrimiento ex vivo rapido de
anticuerpos monoclonales de la MASP-1 y de la MASP-3, con propiedades inhibidoras en el LEA-1 (como se
muestra a continuacion en los ejemplos 17 y 18) y en LEA-2 (como se muestra en este ejemplo).

Ejemplo 16
Este ejemplo describe la generacién de inhibidores polipeptidicos de la MASP-1 y de la MASP-2.

88



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 670 668 T3

Fundamentos:

La generacion de inhibidores especificos de la MASP-1 y de la MASP-2, denominados SGMI-1 y SGMI-2,
respectivamente, se describe en Heja y col., J. Biol Chem 287: 20290 (2012) y Heja y colaboradores, PNAS 109.:
10498 (2012). SGMI-1 y SGMI-2, cada uno de ellos, son péptidos de 36 aminoacidos que se seleccionaron de una
biblioteca de fagos de variantes del inhibidor 2 de la proteasa de Schistocerca gregaria, donde seis de las ocho
posiciones del bucle de unién de la proteasa estaban completamente aleatorizadas. La posterior evolucion in vitro
produjo inhibidores monoespecificos, con valores de K; de nM de un solo digito (Heja y col., J Biol. Chem. 287:
20290, 2012). Los estudios estructurales revelaron que el bucle de unién de la proteasa optimizado forma el sitio de
union primario que define la especificidad de los dos inhibidores. Las secuencias de aminoacidos de las regiones de
union secundarias e internas extendidas son comunes a los dos inhibidores y contribuyen a la interfaz de contacto
(Heja y colaboradores, 2012. J Biol. Chem. 287: 20290). Mecanicamente, tanto SGMI-1 como SGMI-2 bloquean la
via de la lectina de la activacion del complemento sin afectar a las vias clasica o alternativa (Heja y colaboradores,
2012. Proc. Natl. Acad. Sci. 109: 10498). Las secuencias de aminoacidos de los inhibidores SGMI-1 y SGMI-2 se
exponen a continuacion:

LEVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAFCTRELCYQ

Longitud completa de SGMI-1: (ID. DE SEC. N.° 34)

SGMI-1 y SGMI-2 son inhibidores altamente especificos de la MASP-1 y de la MASP-2, respectivamente. Sin
embargo, como péptidos, tienen un potencial limitado para su uso en estudios biolégicos. Para abordar estas
limitaciones, injertamos estas secuencias de aminoacidos de péptidos bioactivos en el extremo amino de la region
Fe de la IgG1 humana para crear una proteina de fusién Fc.

Métodos:

Para expresar las proteinas de fusion Fc de SGMI-IgG1, se sintetizaron los polinucledtidos que codifican los
péptidos de SGMI-1 (ID. DE SEC. N.° 34) y SGMI-2 (ID. DE SEC. N.° 35) (ADN 2.0) y se insertaron en el vector de
expresion pFUSE- higG1-Fc2 (InvivoGen) entre las secuencias de nucledtidos que codifican la secuencia de sefial
de IL-2 y la region Fc de la IgG1 humana (ID. DE SEC. N.° 36). Se incluy6 un enlazador polipeptidico flexible (por
ejemplo, ID. DE SEC. N.° 37 o ID. DE SEC. N.° 38) entre el péptido de SGMI y la regién Fc de la IgG1.

Secuencias del enlazador polipeptidico flexible:
GTGGGSGSSSRS (ID. DE SEC. N.° 37)

GTGGGSGSSS (ID. DE SEC. N.° 38)

Los constructos resultantes se describen de la siguiente manera:

Un polinucleétido que codifica la fusién polipeptidica que comprende la secuencia de sefial de IL-2 humana, SGMI-1,
un enlazador y la IgG1-Fc humana (pFUSE-SGMI-1Fc), se presenta como ID. DE SEC. N.° 39, que codifica el
polipéptido maduro fusién que comprende SGMI-1 (subrayado), la regién enlazadora (en cursiva) y la IgG1-Fc
humana (que en conjunto se denomina “SGMI-1Fc”), que se presenta como ID. DE SEC. N.° 40.

ID. DE SEC. N.° 40

LEVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAFCTRKLCYQGTGGGSGSSSRSDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

Un polinucleétido que codifica la fusién polipeptidica que comprende la secuencia de sefial de IL-2 humana, SGMI-2,
un enlazador y la IgG1-Fc humana (pFUSE-SGMI-2Fc), se presenta como ID. DE SEC. N.° 41, que codifica la fusion
del polipéptido maduro que comprende SGMI-2 (subrayado), la region enlazadora (en cursiva) y la IgG1-Fc humana
(que en conjunto se denomina “SGMI-2Fc”), que se presenta como ID. DE SEC. N.° 42:
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ID. DE SEC. N.° 42
LEVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAVCTKLWCNQGTGGGSGSSSRSDK

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFESCSVMHEALHNHY'T
QKSLSLSPGK

Produccién de proteinas recombinantes:

Unas células Freestyle 293-F o Expi293F (Invitrogen) se transfectaron transitoriamente de acuerdo con el protocolo
del proveedor, con uno de los dos plasmidos de expresion (pFUSE SGMI-1Fc (ID. DE SEC. N.° 39) y pFUSE-SGMI-
2Fc (ID. DE SEC. N.° 41)). Después de cuatro dias de incubacion a 37 °C, se recogieron los medios de cultivo. Las
proteinas de fusion Fc se purificaron mediante cromatografia de afinidad con proteina A.

Ensayos que miden la activacion de la via de la lectina.

Las proteinas de fusion SGMI-1Fc y SGMI-2Fc se sometieron a prueba para determinar la capacidad de inhibir el
depdsito de C3b, a partir de suero al 1 % en una placa de 96 pocillos revestida de manano, que es una medida de la
actividad de la via de la lectina. Las SGMI-1Fc y SGMI-2Fc se preincubaron con suero humano normal al 1 %
durante una hora en hielo antes de la adicién a pocillos recubiertos con manano (2 ug/pocillo). El depésito de C3b se
midio por ELISA como se describe en Schwaeble y colaboradores PNAS 108: 7523, 2011.

La figura 34 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b para el 1 % de suero humano normal mas control
de isotipo, SGMI-1Fc o SGMI-2Fc en un intervalo de concentracién de 0,15 a 1000 nM. Tal como se muestra en la
figura 34, tanto SGMI-1Fc como SGMI-2Fc inhibieron el depdsito de C3b del suero normal en pocillos ELISA
revestidos de manano, con valores ICsy de aproximadamente 27 nM y 300 nM, respectivamente.

Estos resultados demuestran que las funciones inhibidoras de la MASP-1 y de la MASP-2 de los péptidos SGMI se
retienen en las proteinas de fusion SGMI-1Fc y SGMI-2Fc.

Ejemplo 17
Analisis de la via del complemento en el suero de un paciente con 3MC con S. aureus
Antecedentes/justificacion:

Se determind que la MASP-3 no se activa a través de la exposicién a manano, zimosano A o N-acetil cisteina en
fase no inmovilizada en presencia o ausencia de suero humano normal. Sin embargo, se determiné que la MASP-3
recombinante y nativa se activa en la superficie del S. aureus inactivado por calor, en presencia y ausencia de suero
humano normal (NHS) o suero humano inactivado por calor (HIS) (datos no mostrados). También se determiné que
el depésito de C3b ocurre en la superficie de S. aureus en presencia de suero humano normal, y que el depdsito se
puede controlar usando un citometro de flujo. Por lo tanto, la respuesta de la via alternativa (AP) al S. aureus se
midio segun se describe en este ejemplo, como un medio para evaluar la contribuciéon de la MASP-3 al LEA-1.

Métodos:

MASP-3 recombinante: unas secuencias de polinucleétidos que codifican MASP-3 humana recombinante de longitud
completa, una version activa de serina proteasa (SP) truncada de la MASP-3 (CCP1-CCP2-SP) y una forma de la
MASP-3 inactivada con SP (S679A) se clonaron en el vector de expresién de mamifero pTriEx7 (Invivogen). Los
constructos de expresion resultantes codifican la MASP-3 de longitud completa o el fragmento CCP1-CCP2-SP con
una Streptag amino-terminal y una etiqueta Hisg carboxi-terminal. Los constructos de expresion se transfectaron en
células Freestyle 293-F o Expi293F (Invitrogen), de acuerdo con los protocolos proporcionados por el fabricante.
Después de tres a cuatro dias de cultivo en CO; al 5 % y a 37 °C, las proteinas recombinantes se purificaron
utilizando cromatografia de afinidad con estreptactina.

MASP-1 recombinante: las formas CCP1-CCP2-SP truncadas o de longitud completa de la MASP-1 recombinante,
con o sin el R504Q estabilizante (Dobo y colaboradores, J. Immunol 183: 1207, 2009) o mutaciones que inactivan
SP (S646A) y que llevan una etiqueta Steptag amino-terminal y una etiqueta Hisg carboxi-terminal se generaron
como se describe para MASP-3 recombinante anterior.

1. Deposito de C3b y escision del factor B en S. aureus en suero de un paciente con 3MC (humano)
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Se llevé a cabo un experimento inicial para demostrar que el ensayo de citometria de flujo es capaz de detectar la
presencia o ausencia de deposito de C3b impulsado por la AP (AP-C3b) de la siguiente manera. El cinco por ciento
de los siguientes sueros: suero humano normal, suero humano con factor B agotado (suero factor B-), suero humano
con factor D agotado y suero humano con properdina agotada (obtenidos de Complement Technology, Tyler, Texas,
EE. UU.) se mezclaron con el anticuerpo de prueba en tampén Mg*"/EGTA o EDTA a 4 °C, durante la noche. Se
afiadié S. aureus extinguido por calor (10%/reaccién) a cada mezcla hasta un volumen total de 100 ul y se hizo girar a
37 °C durante 40 minutos. Las bacterias se lavaron en tampén de lavado, el pelet bacteriano se volvié a suspender
en tampon de lavado y se analizé una alicuota de 80 pl de cada muestra para determinar el depdsito de C3b en la
superficie bacteriana, que se detectd con C3c antihumano (Dako, Reino Unido) usando citometria de flujo.

Los resultados de la deteccién por citometria de flujo de C3b se muestran en la Figura 35A. Tal como se muestra en
la figura 35A, en el panel 1, suero humano normal en presencia de EDTA que, segun se sabe, inactiva el AP, no se
observé depédsito de C3b (control negativo). En el suero humano normal tratado con Mg~ /EGTA, solo pueden
funcionar las vias del complemento independientes de la lectina. En el panel 2, se usa el tampén Mg™*/EGTA, por lo
tanto, la AP esta activa y se observa una depdsito de C3b controlado por AP (control positivo). Como se muestra en
el panel 3, en el 4 y en el 5, en el suero con agotamiento de factor B, factor D y properdina, respectivamente, no se
observa un deposito de C3b impulsado por la via alternativo, como se esperaba. Estos resultados demuestran que el
ensayo puede detectar el depdsito de C3b dependiente de la AP.

Se realizé un depdsito de C3b en el ensayo con S. aureus, tal como se describié anteriormente con el fin de evaluar
la capacidad de la MASP-3 recombinante para reconstituir la AP (LEA-1) en suero de 3MC humano, que es con
deficiencia en MASP-3 (Rooryck C, y colaboradores, Nat Genet. 43 (3): 197-203 (2011)). Se probaron las siguientes
combinaciones de reactivos.

—_

. 5 % de suero humano normal + EDTA
. 5% de suero humano normal + Mg/EGTA

. 5% de suero humano 3MC (MASP-3") + Mg™* 'EGTA

. 5% de suero humano 3MC (MASP-3") + Mg*"/EGTA mas rMASP-3 truncado activo (CCP1/CCP2/SP)

2

3

4.5 % de suero humano de 3MC (MASP-3") + Mg**/EGTA mas rMASP-3 activo de longitud completa

5

6. 5 % de suero de un paciente con 3MC humano (MASP-3") + Mg**/EGTA mas rMASP-3 inactivo (S679A)
7

. 5 % de suero de un paciente con 3MC humano (MASP-3") + Mg""/EGTA mas rMASP-1 activo de longitud
completa

Las diversas mezclas de 5 % de suero y proteinas recombinantes (5 pyg de cada una) que se indicaron con
anterioridad se incubaron en las condiciones de tampdn especificadas gtampén Mg /EGTA o EDTA) a 4 °C, durante
la noche. Después de la incubacion durante la noche, se anadieron 10° S. aureus muertos por calor a cada mezcla,
en un volumen total de 100 pl y se hicieron girar a 37 °C durante 40 minutos. Las bacterias se lavaron y se volvieron
a suspender en tampodn de lavado, y una alicuota de 80 pl de cada muestra se analizé para determinar el depdsito
de C3b mediante FACS. La alicuota de 20 pl restante de cada muestra se usé para medir la escision del factor B
mediante transferencia Western usando anticuerpo anti-factor B como se describe a continuacion.

Los resultados de la deteccion de C3b por citometria de flujo se muestran en la Figura 35B. Los numeros del panel
corresponden a los nimeros designados para cada una de las combinaciones de reactivos descritas anteriormente.
El control negativo (panel 1) y el control positivo (panel 2) muestran la ausencia y la presencia de depdsito de C3b,
como se esperaba. El panel 3 muestra que el depésito de C3b impulsado por la AP esta ausente en el suero de
3MC. Los paneles 4 y 5 muestran que el rIMASP-3 activo de longitud completa (panel 4) y el rIMASP-3 activo (CCP1-
CCP2-SP) (panel 5) restauran el deposito de C3b controlado por la AP en el suero de 3MC. El panel 6 muestra que
el rMASP-3 inactivo (S679A) no restaura el depdsito de C3b impulsado por la AP en el suero de 3MC. El panel 7
muestra que el rIMASP-1 no restaura el depdsito de C3b impulsado por la AP en el suero de un paciente con 3MC.

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que se requiere de la MASP-3 para el depdsito de C3b
impulsado por la AP sobre S. aureus en el suero humano.

2. Activacion del factor B dependiente de la MASP-3

Para analizar la activacion del factor B dependiente de la MASP-3, se ensayaron las diversas mezclas de suero al 5
% (suero humano normal o suero de un paciente con 3MC) y las proteinas recombinantes indicadas mas arriba, tal
como se describid anteriormente. De cada mezcla de reaccion, se extrajeron 20 pl y se afhadieron al tampoén de
carga de la muestra de proteina. Las muestras se calentaron a 70 °C durante 10 minutos y se cargaron en un gel de
SDS-PAGE. El analisis de transferencia Western se realizé6 usando un anticuerpo policlonal de Factor B (R&D
Systems). La activacion del factor B fue evidente por la formacioén de dos productos de escision de menor peso
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molecular (Bb y Ba) derivados de la proteina del pro-factor B de mayor peso molecular.

La figura 36 muestra los resultados de un analisis de transferencia Western para determinar la escision del factor B
en respuesta al S. aureus en suero de un paciente con 3MC, en presencia o ausencia de rMASP-3. Como se
muestra en la banda 1, el suero humano normal en presencia de EDTA (control negativo) muestra muy poca
escisién del Factor B en relacién con el suero humano normal en presencia de Mg™*/EGTA, que se muestra en la
banda 2 (control positivo). Como se indica en la banda 3, el suero de un paciente con 3MC denota muy poca
escision del factor B en presencia de Mg++/EGTA. Sin embargo, como se muestra en la banda 4, la escision del
factor B se restablece mediante la adicion y preincubacion de la proteina de la MASP-3 recombinante de longitud
completa (5 pg) al suero de un paciente con 3MC.

3. Ensayo para determinar el efecto de rMASP-3 sobre el pro-factor-D, en la escision del factor B/C3 (H20)

El siguiente ensayo se llevd a cabo para determinar el requisito minimo para la activacion/escision del factor B
dependiente de la MASP-3.

C3 (H20) (200 ng), el factor B purificado del plasma (20 pg), el pro-factor D recombinante (200 ng) y MASP-3
humana recombinante (200 ng) se mezclaron entre si, en varias combinaciones (tal como se muestra en la figura
37), en un volumen total de 100 pl en BBS/Ca""/Mg™* y se incubaron a 30 °C durante 30 minutos. La reaccién se
detuvo mediante la adicion de 25 pl de colorante de carga de SDS que contenia 5 % de 2-mercaptoetanol. Después
de hervir a 95 °C durante 10 minutos bajo agitacion (300 rpm), la mezcla se centrifugd a 1400 rpm durante 5 minutos
y se cargaron 20 pl del sobrenadante y se separaron en un gel de SDS al 10 %. El gel se tifié con azul brillante
Coomassie.

Resultados:

La figura 37 muestra un gel de SDS-PAGE tefiido con Comassie en el que se analiza la escision del factor B. Como
se muestra en la banda 1, la escision del factor B es la mas éptima en presencia de C3, MASP-3 y pro-factor D.
Como se banda en la linea 2, C3 es absolutamente necesario; sin embargo, como se muestra en las bandas 4 y 5,
la MASP-3 o el pro-factor D son capaces de mediar la escision del factor B, siempre que C3 esté presente.

4. Analisis de la capacidad de los mAb de la MASP-3 para inhibir el depdsito de C3b impulsado por la AP y
dependiente de la MASP-3.

Como se describe en este ejemplo, se demostré que se requiere de la MASP-3 para el depdsito de C3b impulsado
por la AP sobre el S. aureus en el suero humano. Por lo tanto, se llevd a cabo el siguiente ensayo para determinar si
un mAb de la MASP-3 representativo, identificado como se describe en el ejemplo 15, podria inhibir la actividad de la
MASP-3. La proteina recombinante, activa del fragmento de la MASP-3 (CCP1-CCP2-SP) (250 ng) se preincubd con
un mAb de control isotipico, el mAb1A5 (control obtenido de la plataforma DTLacO que no se une a MASP-3 o
MASP-1), o mAbD14 (que se une a MASP-3) en tres concentraciones diferentes (0,5, 2 y 4 uM), durante 1 hora en
hielo. La mezcla de enzima-mAb se expuso a 5 % de suero de un paciente con 3MC (con deficiencia de MASP-3) y
5x 10’ de S. aureus exterminado por calor, en un volumen de reaccién final de 50 pl. Las reacciones se incubaron a
37 °C durante 30 minutos y luego se tifieron para la deteccion del depdsito de C3b. Las células bacterianas tefiidas
se analizaron mediante un citémetro de flujo.

La figura 38 ilustra esquematicamente las intensidades fluorescentes medias (MFI, mean fluorescent intensities) de
la tincion de C3b obtenida a partir de los tres anticuerpos representados graficamente en funcién de la concentracion
de mADb en el suero de un paciente con 3MC, con la presencia de rMASP-3. Tal como se muestra en la figura 38, el
mAbD14 demuestra la inhibicion del depésito de C3b de una manera dependiente de la concentracion. Por el
contrario, ninguno de los mAb de control inhibi6 el depdsito de C3b. Estos resultados demuestran que el mAbD14 es
capaz de inhibir el depodsito de C3b dependiente de la MASP-3. Se espera que haya una mejora en la actividad
inhibidora para el mAbD 14, después de la maduracion por afinidad continua de este anticuerpo para la unién de la
MASP-3, usando los factores de unién en el sistema DTLacO.

Resumen de los resultados:

En resumen, los resultados en este ejemplo demuestran un defecto manifiesto de la AP en el suero con deficiencia
de MASP-3. Por lo tanto, se ha demostrado que la MASP-3 hace una contribucién critica a la AP, mediante el uso de
la activacion del factor B y del depdsito de C3b como puntos finales funcionales. Ademas, la adicion de la MASP-3
recombinante funcional, que incluye la porcién C-terminal cataliticamente activa de la MASP-3, corrige el defecto en
la activacion del factor B y el depdsito de C3b en el suero del paciente con 3MC. Por el contrario, como se
demuestra también en este ejemplo, la adicion de un anticuerpo de la MASP-3 (por ejemplo, mAbD14) en el suero
de un paciente con 3MC con rMASP-3 inhibe el depdsito de C3b impulsado por la AP. Un papel directo de la MASP-
3 en la activacion del factor B y, por lo tanto, de la AP, se demuestra mediante la observacion de que el MASP-3
recombinante, junto con C3, es suficiente para activar el factor B recombinante.

Ejemplo 18
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Este ejemplo demuestra que la MASP-1 y MASP-3 activan el factor D.
Métodos:

Se sometieron a prueba la MASP-1 y la MASP-3 recombinantes para determinar su capacidad para escindir dos
versiones recombinantes diferentes del pro-factor D. La primera version (pro-factor D-His) carece de una etiqueta N-
terminal, pero tiene una etiqueta C-terminal His. Por lo tanto, esta version del pro-factor D contiene el pro-péptido de
5 aminoacidos que se elimina por escision durante la activacion. La segunda version (ST-pro-factor D-His) tiene una
secuencia Strep-Tagll en el término N, aumentando asi el fragmento N-terminal escindido a 15 aminoacidos. El ST-
pro-factor D también contiene una etiqueta Hisg en el término C. El aumento de la longitud del propéptido del factor
ST-pro D-His mejora la resolucion entre las formas escindidas y las no escindidas por SDS PAGE, en comparacion
con la resolucién posible con la forma pro-factor D-HIS.

Se afadieron proteinas de MASP-1 o MASP-3 recombinantes (2 ug) a los sustratos del pro-factor D-His o del ST-
pro-factor D-His (100 ng) y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las reacciones se sometieron a electroforesis en un
gel Bis-Tris al 12 % para resolver el pro-factor D y el producto de escision del factor D activo. Las proteinas resueltas
se transfirieron a una membrana de PVDF y se analizaron mediante transferencia Western, por deteccion con un
anticuerpo biotinilado del factor D (R&D Systems).

Resultados:

La figura 39 muestra el analisis de transferencia Western de la escision del sustrato del pro-factor D. Tal como se
muestra en la figura 39, solo la MASP-3 de longitud completa (banda 2) y el fragmento de la MASP-1, CCP1-CCP2-
SP) (banda 5) escindieron ST-pro-factor D-Hiss. Ni la MASP-3 cataliticamente inactiva de longitud completa (S679A;
banda 3) ni la MASP-1 (S646A; banda 3) lograron escindir alguno de los sustratos. Se obtuvieron resultados
idénticos con el polipéptido pro-factor D-Hise (no mostrado). La comparaciéon de un excedente molar de la MASP-1
(CCP1-CCP2-SP) con respecto a la MASP-3 sugiere que la MASP-3 es un catalizador mas eficaz de la escision del
pro-factor D que la MASP-1, al menos en las condiciones descritas en el presente documento.

Conclusiones: tanto la MASP-1 como la MASP-3 son capaces de escindir y activar el factor D. Esta actividad
conecta directamente al LEA-1 con la activacion de la AP. Mas especificamente, la activacion del factor D por la
MASP-1 o MASP-3 conducira a la activacion del factor B, al depdsito de C3b y a las posibles opsonizacion y/o lisis.

1. Ensayo para la inhibicién de la escision dependiente de la MASP-3 del pro-factor D con anticuerpos de la MASP-3

Se llevé a cabo un ensayo para determinar el efecto inhibidor de los mAb representativos de la MASP-3 y MASP-1,
identificados como se describe en el ejemplo 15, en la escision dependiente de la MASP-3 del factor D de la
siguiente manera. La proteina de la MASP-3 recombinante activa (80 ng) fue preincubada con 1 yg de mAb
representativo D14, M3M1, y un anticuerpo de control (que se une especificamente a la MASP-1, pero no a la
MASP-3), a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadié pro-factor D con una etiqueta Strep N-terminal
(ST-pro-factor D-His, 70 ng), y la mezcla se incubdé a 37 °C durante 75 minutos. Las reacciones se sometieron
entonces a electroforesis, se transfirieron y se tifieron con anti-factor D, como se describié anteriormente.

La figura 40 es una transferencia Western que muestra la actividad inhibidora parcial de los mAb D14 y M3M1, en
comparacion con una reaccion de control que contiene solo MASP-3 y ST-pro factor D-His (sin mAb; banda 1), asi
como una reaccién de control que contiene un mAb obtenido de la biblioteca DTLacO que se une a MASP-1, pero no
a la MASP-3 (banda 4). Tal como se muestra en la figura 40, en ausencia de un anticuerpo inhibidor, la MASP-3
escinde aproximadamente el 50 % del pro-factor D, en el factor D (banda 1). El control del anticuerpo especifico
MASP-1 (banda 4) no cambia la relacion de pro-factor D a factor D. Por el contrario, como se muestra en las bandas
2y 3, tanto el mAb D14 como el mAb M3M1 inhiben la escisiéon dependiente de la MASP-3 del pro-factor D al factor
D, lo que resulta en una reduccién en el factor D generado.

Conclusiones: estos resultados demuestran que los mAb D14 y M3M1 de la MASP-3 son capaces de inhibir la
escision del factor D dependiente de la MASP-3. Se espera que mejore la actividad inhibidora para el mAbD14 y el
mAb M3M1 después de la maduracion por afinidad continua de estos anticuerpos para la uniéon de la MASP-3
usando los factores anclados en el sistema DTLacO.

Ejemplo 19

Este ejemplo demuestra que la deficiencia de la MASP-3 evita la lisis mediada por complemento de los eritrocitos de
conejo WT recubiertos con manano.

Antecedentes/justificacion:

Como se describe en los ejemplos 5y 6 del presente documento, el efecto del suero con deficiencia en MASP-2 y
MASP-3 en la lisis de glébulos rojos a partir de unas muestras de sangre obtenidas de un modelo de ratdn de la
HPN demostré la eficacia de la inhibicion de la MASP-2 y/o de la inhibicion de la MASP-3 para tratar sujetos que
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padecen HPN, y también apoyd el uso de inhibidores de la MASP-2 y/o inhibidores de la MASP-3 (incluso
inhibidores duales o bi-especificos de la MASP-2/MASP-3), para mejorar los efectos de la hemdlisis extravascular
mediada por fragmentos C3 en sujetos con HPN sometidos a una terapia con un inhibidor de C5, como el
eculizumab.

Tal como se describe en este ejemplo, los experimentos de depdsito de C3b y hemdlisis se llevaron a cabo en suero
con deficiencia en MASP-3 tomados de otros pacientes con 3MC, confirmando los resultados obtenidos en los
ejemplos 5 y 6. Por otro lado, se realizaron experimentos que demostraron que la adicion de rMASP-3 al suero de
pacientes con 3MC pudo reconstituir el depdsito de C3b y la actividad hemolitica.

Métodos:
El suero con deficiencia en MASP-3 se obtuvo de tres pacientes diferentes que tenian 3MC, de la siguiente manera:

Paciente 1 con 3MC: contiene un alelo que tiene una mutacién que hace disfuncional el exén que codifica el dominio
serinproteasa MASP-3, suministrado junto con la madre y el padre del paciente con 3MC (ambos heterocigotos para
el alelo portador de una mutaciéon que hace que el exén que codifica al dominio de serina proteasa de la MASP-3
sea disfuncional).

Paciente 2 con 3MC: tiene la mutacion C1489T (H497Y) en el exo6n 12 de la MASP-1, el exdn que codifica el dominio
de serina proteasa de la MASP-3, lo que da como resultado que la MASP-3 se torne no funcional, pero que las
proteinas de la MASP-1 sean funcionales.

Paciente 3 con 3MC: tiene un defecto confirmado en el gen MASP-1, que da como resultado que las proteinas de la
MASP-3 sean no funcionales, pero que las proteinas de la MASP-1 sean funcionales.

Experimento n. ° 1: ensayo del depdsito de C3b

Se llevé a cabo un ensayo de AP en condiciones especificas de la AP tradicional (BBS/Mg™'/EGTA, sin Ca™", en
donde BBS = solucién salina tamponada de barbital que contiene sacarosa), como se describe en Bitter-Suermann y
colaboradores, Eur. J. Immunol 11: 291-295 (1981)), sobre unas placas de microtitulacion recubiertas con zimosano,
a concentraciones en suero que variaban de 0,5 a 25 %, y se midi6 el depdsito de C3b a lo largo del tiempo.

Resultados:

La figura 41 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre placas de
microtitulacion recubiertas con zimosano, como una funcion de la concentracion sérica en las muestras de suero
obtenidas de sujetos con deficiencia en MASP-3 (3MC), con deficiencia en C4 y con deficiencia en MBL. Tal como
se muestra en la figura 41 y como se resume a continuacion en la tabla 18, los sueros de pacientes con deficiencias
en MASP-3 provenientes del paciente 2 y del paciente 3 tienen una actividad residual de la AP a altas
concentraciones (concentraciones séricas de 25 %, 12,5 %, 6.25 %), aunque una APs, significativamente mayor (es
decir, fue necesario 8,2 % y 12,3 % de suero para alcanzar el 50 % del depdsito maximo de C3).

La figura 42 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre unas placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano, en condiciones de AP “tradicionales” (es decir, BBS/EGTA/Mg'" sin Ca™")
en funcion del tiempo, en muestras de suero humano al 10 % obtenidas de sujetos humanos que tenian deficiencia
en MASP-3, deficiencia en C4 y deficiencia en MBL.

La tabla 18 presentada a continuacion resume los resultados de la APsp que se muestran en la figura 41 y las
semividas para el depdsito de C3b que se representan en la figura 42.

Tabla 18: resumen de los resultados representados en las figuras 41 y 42

Tipo de suero APsq (%) T1/2 (Min)
Normal 4,5 26,3
Con deficiencia en MBL (MBL-/-) 5,7 27,5
Con deficiencia en C4 (C4-/-) 5,1 28,6
3MC (paciente 3) 8,2 58,2
3MC (paciente 2) 12,3 72,4

Nota: en el tampon BBS/Mg' /EGTA, los efectos mediados por la via de la lectina son deficientes debido a la
ausencia de Ca"™ en este tampon.
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Experimento n. ° 2: ensayo de hemdlisis que pone a prueba eritrocitos de conejo recubiertos con manano para la
lisis, en presencia de suero humano normal o 3MC (en ausencia de Ca™")

Métodos:
Preparacion de RBC de conejo en ausencia de Ca"™" (es decir, mediante el uso de EGTA)

La sangre entera de conejo (2 ml) se dividié en dos tubos eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé durante 3 minutos, a
8000 rpm (aproximadamente 5,9 rcf) en una centrifuga eppendorf refrigerada a 4 °C. El pelet de RBC se lavo tres
veces después de resuspenderse en BBS/MgJ'J'/Ca++ enfriado con hielo (acido barbiturico 4,4 mM, barbitona de sodio
1,8 mM, NaCl 145 mM, pH 7,4, Mg"™* 5 mM, Ca*" 5 mM). Después del tercer lavado, el pelet se volvié a suspender
en 4 ml de BBS/Mg**/Ca"". Los eritrocitos se sedimentaron y los glébulos rojos se lavaron con BBS/gelatina al 0,1
%/Mg"*/Ca™ como se describié anteriormente. La suspensién de gldbulos rojos se almacené en BBS/gelatina al 0,1
% /Mg**/Ca™, a 4 °C. Luego, 100 ul de glébulos rojos suspendidos se diluyeron con 1,4 ml de agua y se
centrifugaron a 8000 rpm (aproximadamente 5,9 rcf) durante 3 minutos Y, la OD del sobrenadante se ajusté a 0,7 a
541 nm (una OD de 0,7 a 541 nm corresponde aproximadamente a 10° entrocﬂos/ml) Después de eso, 1 ml de
glébulos rojos resuspendldos a un OD de 0,7 se afiadieron a 9 ml de BBS/Mg'"/EGTA, con el fin de alcanzar una
concentramon de 108 eritrocitos/ml. Las diluciones de los sueros o del plasma de prueba se prepararon en BBS,
Mg"™, EGTA enfriado con hielo, y se pipetearon 100 pl de cada dilucién de suero o plasma en el pocﬂlo
correspondiente de la placa de fondo redondo. Se afadieron 100 pl de RBC diluidos adecuadamente (10
eritrocitos/ml) a cada pocillo. Se us6 nanoagua para producir el control positivo (100 % de lisis), mientras que una
dilucién con BBS/Mg*"/EGTA sin suero o plasma se us6é como control negativo. La placa se incubé durante 1 hora a
37 °C. La placa de fondo redonda se centrifugé a 3750 rpm durante 5 minutos. Luego, se transfirieron 100 pl del
sobrenadante de cada pocillo a los pocillos correspondientes de una placa de fondo plano y se ley6 la OD a 415 -
490 nm.

Resultados:

La figura 43 ilustra esquematicamente el porcentaje de hemolisis (medido por la liberacion de hemoglobina de los
eritrocitos de conejo lisados en el sobrenadante, segin se determin6 por fotometria) de los eritrocitos de conejo
recubiertos con manano, en un intervalo de concentraciones séricas en el suero proveniente de sujetos normales y
de dos pacientes con 3MC (paciente 2 y paciente 3), medido en ausencia de Ca*". Tal como se muestra en la figura
43, se demuestra que la deficiencia de la MASP-3 reduce el porcentaje de lisis mediada por el complemento de los
eritrocitos recubiertos con manano, en comparaciéon con el suero humano normal. Las diferencias entre las dos
curvas del suero humano normal y las dos curvas de los pacientes con 3MC son significativas (p = 0,013, prueba de
Friedman).

La tabla 19 presentada a continuacion resume los resultados de la APso, tal como se muestra en la figura 43.

Tabla 19: resumen de los resultados que se muestran en la figura 43

Tipo de suero APsq (%)
Suero humano normal n.° 1 7.1
Suero humano normal n.° 2 8,6
Paciente con 3MC n.° 2 11,9
Paciente con 3MC n.° 3 14,3

Se observa que cuando se combinaron las muestras de suero detalladas en la tabla 19, el valor de APsy para el
suero humano normal fue de 7,9, y el valor de APsy para el suero de un paciente con 3MC fue de 12,8 (p = 0,031,
prueba de rangos con signo de Wilcox).

Experimento n. ° 3: la reconstitucién del suero de un paciente con 3MC humano por la MASP-3 recombinante
restaura el depdsito de C3b impulsado por la AP sobre placas revestidas de zimosano

Métodos:

Se llevé a cabo un ensayo de AP en condiciones especificas de AP tradicional (BBS/Mg™*/EGTA, sin Ca™", en donde
BBS = soluciéon salina tamponada de barbital que contiene sacarosa), como se describe en Bitter-Suermann y
colaboradores, Eur. J. Immunol 11: 291-295 (1981)), sobre unas placas de microtitulacion recubiertas con zimosano,
en las siguientes muestras de suero: (1) suero humano al 5 % del paciente con 3MC n.° 2, donde se agregd rMASP-
3 activo de longitud completa en un intervalo de 0 a 20 pg/ml; (2) suero humano al 10 % del paciente n.° 2 con 3MC,
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donde se agreg6 rMASP-3 activo de longitud completa, en un intervalo de 0 a 20 pg/ml y (3) suero humano al 5 %
del paciente n° 2 con 3MC donde se afiadié rIMASP-3A inactivo (S679A) en un intervalo de 0 a 20 pg/ml.

Resultados:

La figura 44 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por la AP sobre unas placas de
microtitulacién recubiertas con zimosano, como funcién de la concentracion de la proteina de rMASP-3 afadida a las
muestras de suero obtenidas del paciente humano n° 2 con 3MC (deficiencia de la MASP-3). Tal como se muestra
en la figura 44, la proteina de la MASP-3 recombinante activa reconstituye el depésito de C3b impulsado por la AP
sobre placas recubiertas con zimosano, de una manera dependiente de la concentracion. Como se muestra por otra
parte en la figura 44, no se observé deposito de C3b en el suero del paciente con 3MC que contenia rMASP-3
inactivo (S679A).

Experimento n. ° 4: la reconstitucion del suero del paciente humano con 3MC por la MASP-3 recombinante restaura
la actividad hemolitica en el suero del paciente con 3MC

Métodos:

Se llevo a cabo un ensayo hemolitico utilizando RBC de conejo, aplicando los métodos descritos anteriormente en el
experimento n° 2 con los siguientes sueros de prueba, en un intervalo de 0 a 12 % de suero: (1) suero humano
normal; (2) suero de un paciente con 3MC; (3) suero de un paciente con 3MC mas rMASP-3 activo de longitud
completa (20 pg/ml) y (4) suero humano inactivado por calor.

Resultados:

La figura 45 ilustra esquematicamente el porcentaje de hemolisis (medida por la liberacion de hemoglobina de los
eritrocitos de conejo lisados en el sobrenadante, segun se determin6 por fotometria) de los eritrocitos de conejo
recubiertos con manano, en un intervalo de concentraciones séricas en: (1) suero humano normal; (2) suero de un
paciente con 3MC; (3) suero de un paciente con 3MC mas rMASP-3 activo de longitud completa (20 pg/ml) y (4)
suero humano inactivado por calor, medido en ausencia de Ca'™". Tal como se muestra en la figura 45, el porcentaje
de lisis de RBC de conejo es significativamente mayor en el suero de un paciente con 3MC, incluso con rMASP-3, en
comparacion con el porcentaje de lisis en el suero del paciente con 3MC sin rMASP-3 (p = 0,0006).

La figura 46 ilustra esquematicamente el porcentaje de lisis de los eritrocitos de conejo en el suero humano al 7 %
del paciente 2 con 3MC vy del paciente 3 con 3MC, que contiene rMASP-3 activo, en un intervalo de concentracion
de 0 a 110 pyg/ml en BBS/Mg*"/EGTA. Tal como se muestra en la figura 46, el porcentaje de lisis de RBC de conejo
se restablece con la cantidad de rMASP-3 de una manera dependiente de la concentracién, hasta el 100 % de
actividad.

Experimento 5: el suero del paciente con deficiencia de la MASP-3 (CMC) tiene MASP-2 funcional, si la MBL esta
presente.

Métodos:

Se llevd a cabo un ensayo de depdsito de C3b usando placas de ELISA recubiertas con manano, a fin de examinar
si el suero del paciente con 3MC es con deficiencia en LEA-2. Se diluyé plasma de citrato en tampon BBS,
recurriendo a diluciones en serie (comenzando a 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560) y se sembro en placas
revestidas con manano. El C3b depositado se detecté usando un ensayo con C3b anti-humano de pollo. El depdsito
de C3b impulsado por el LEA-2 (las diluciones de plasma son altas para que la AP y el LEA-1 funcionen) en placas
de ELISA revestidas con manano se evalué como una funcion de la concentracion sérica humana en el suero de un
sujeto humano normal (NHS), en el de dos pacientes con 3MC (paciente 2 y paciente 3), en el de los padres del
paciente 3 y en el de un sujeto con deficiencia en MBL.

Resultados:

La figura 47 ilustra esquematicamente el nivel de depdsito de C3b impulsado por el LEA-2 (es decir, impulsado por
la MASP-2) sobre unas placas de ELISA revestidas con manano, como una funcion de la concentracion de suero
humano diluido en tampén BBS, para el suero de un sujeto humano normal. (NHS), para el de dos pacientes con
3MC (paciente 2 y paciente 3), para el de los padres del paciente 3 y para el de un sujeto con deficiencia en MBL.
Estos datos indican que el paciente 2 tiene suficiencia de MBL. Sin embargo, el paciente 3 y la madre del paciente 3
tienen deficiencia en MBL vy, por lo tanto, su suero no deposita C3b sobre el manano, mediante el LEA-2. La
sustitucién de MBL en estos sueros restaura el depdsito de C3b mediada por el LEA-2 en el suero del paciente 3
(que es homocigotico para el SNP que conduce a la deficiencia de la MASP-3) y su madre (que es heterocigoética
para el alelo mutante de la MASP-3) (datos no mostrado). Este hallazgo demuestra que el suero del paciente con
3MC no es con deficiencia en LEA-2, sino que parece tener MASP-2 funcional y MASP-1 funcional.

Resumen general y conclusiones:
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Estos resultados demuestran que la deficiencia de la MASP-3 en el suero humano da como resultado la pérdida de
la actividad de la AP, tal como se manifiesta en un menor depésito de C3b en los pocillos revestidos con zimosano y
en una menor lisis de los eritrocitos de conejo. La AP puede restaurarse en ambos ensayos suplementando los

sueros con MASP-3 humana recombinante funcional.
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Ser

ES 2 670 668 T3

Leu Cys

75

Thr
30

Phe

Tyr Ser

Glu Asp

Asp His

Ala Gly

155

Leu
170

ctgaccctec
gaacctgtgt
gagcggeget
ttegacctgg
aaggtgctgg
gacactttect
gagaagccgt
gtggceecegy
tactgctcet
tgcteccggee
ccgtatccca
attetggact

gactttcteca

60

Gly Gln

Tyr Ser

Asn Glu

Ile Asp

125

His
140

Cys

Tyr Val

tgggcettcet
tcgggegect
ggaccctgac
agctcteeca
ccacgetgtyg
actcgectggg
tecacggggtt
gagaggcegece
gccgegeagg
aggtcttcac
aactctccag
ttgtggagte

agattcaaac

100

Glu

Leu

Lys

110

Glu

His

Leu

Thr
B0

Ser

Gly Ser

85

Pro Phe

Cys Gln

Asn His

His Arg

160

gtgtggetcg
ggcatccccece
tgcacceccee
cctetgegag
cgggcaggag
ctccagectyg
cgaggectte
cacctgegac
ctacgtcctg
ccagaggtct
ttgcacttac
cttegatgtyg

agacagagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gaacatggcc
gtgaccatca
acgagcacag
gtgcaagcca
cttctgcaag
tgggaccgge
agtggccgag
tacagctgtg
gctgatggat
tgtggactat
ggtgattttc
tatgacaact
gcectggaca
tctgaagetg
gcactgatta
ccaagaaaaqg
ggattaacce
gaccatcaaa
gctaacatge
ggaggggcac
tcctggggtt
aactatatte
aggattctte
attcatcatt
aggctgetgt
gacataaacc
ttacattteca

aactgectgt

<210>5
<211> 686
<212> PRT

cattctgtgyg
coctttgtecac
cgcagecettyg
aatacatcct
gtcacttgee
caatgceecge
tggagtacat
aagagacctt
tctggacgag
cageccgeac
cttggcaagt
gggtcctaac
ttcgaatggg
tttttataca
aattgaataa
aagctgaate
aaaggggttt
aatgtactge
tttgtgctgg
tggtgtttct
ccatgaattg
cetggatega
atttttagaa
actgtggaca
catttctcea
acgagagtga
ttaccttaaa

ccatgectett

<213> homo sapiens

gaagacattg
agatgaatca
cccttatceg
gaaagacagc
cctgaaatce
gtgcagcatt
cacaggtccet
ctacacaatg
ctccaaagga
aacaggaggg
cctgatatta
agctgetcat
caccctgaaa
tgaaggttat
caaagttgta
ctttatgagy
tettgetaga
tgcatatgaa
cttagaaagt
agatagtgaa
tggggaagca

gaacataatt
atgecctgtga
tggcagttgt
cttgececagtt
cagtcatctt
aagccagtcect

tgtttttaaa

ES 2 670 668 T3

ccccacagga
ggagaccaca
atggcgccac
ttctcecatct
tttactgcag
gttgactgtg
ggagtgacca
aaagtgaatg
gaaaaatcac
cgtatatatg
ggtggaacca
goegtctatg
agactatcac
actcatgatg
atcaatagca
acagatgaca
aatctaatgt
aagccacect
gggggcaagg
acagagaggt
ggtcagtatg
agtgattttt
agaccttgge
tgctocacce
taattccage
tgcccacceoa
cttttecatac

cttgttetta

ttgaaacaaa
caggctggaa
ctaatggcca
tttgcgagac
tttgtcagaa
gcccteocotga
cctacaaagce
atggtaaata
tcccagtctg
gagggcaaaa
cagcagcagg
agcaaaaaca
ctcattatac
ctggctttga
acatcacgcc
ttggaactge
atgtcgacat
atccaagggg
acagctgcag
ggtttgtggg
gagtctacac
aacttgegtyg
agcgacgtgg
aaaaaaacag
cttacceatt
gtgtaatgtc
tggetgttgg

ttgaaaaaaa

101

aagcaacacg
gatccactac
cgtttcacct
tggctatgag
agatggatct
tgatctacee
tgtgattcag
tgtgtgtgag
tgagcctgtt
ggcaaaacct
tgoactttta
tgatgecatce
acaagcctgg
caatgacata
tatttgtctg
atcetggatgyg
accgattgtt
aagtgtaact
aggtgacagce
aggaatagtg
aaaagttatt
tetgeagtea
ctcgagaagce
actccaggtyg
gactcaaggg
actgctcaaa
catttctgta

aaaaaaaaaa

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



<400> 5

Met

Pro

Pro

Leu

Asp

65

Ser

Thr

Leu

Gly

Ala

145

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu

225

Cys

Arg

Leu

Gly

Thr

50

Leu

Gly

Glu

Asp

Phe

130

Pro

Gly

Arg

Gly

Ser

210

Asp

Pro

Leu

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Ala

Arg

Ile

115

Glu

Gly

Phe

Thr

Glu

195

Cys

Phe

Tyr

Leu

Pro

20

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys

180

Leu

Thr

Val

Asp

Thr

Lys

Gly

Pro

Ser

Val

85

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

165

Ser

Ser

Tyr

Glu

Phe
245

Leu

Trp

Glu

Gly

His

70

Leu

Gly

Arg

Iyr

Pro

150

Ser

Ala

Ser

Ser

Ser

230

Leu

Leu

Pro

Tyr

Tyr

55

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

135

Thr

Cys

Leu

Pro

Ile

215

Phe

Lys

Gly

Glu

Ala

40

Arg

Cys

Thr

Asp

Asp

120

Ala

Cys

Arg

Cys

Glu

200

Ser

Asp

Ile

Leu

Pro

25

Asn

Leu

Glu

Leu

Thr

105

Tyr

Glu

Asp

Ala

Ser

185

Tyr

Leu

Val

Gln

ES 2 670 668 T3

Leu

10

Val

Asp

Arg

Tyr

Cys

20

Phe

Ser

Asp

His

Gly

170

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr
250

Cys

Phe

Gln

Leu

Asp

75

Gly

Tyr

Asn

Ile

His

155

Tyr

Gln

Arg

Glu

Thr

235

Asp

Gly

Gly

Glu

Tyr

60

Phe

Gln

Ser

Glu

Asp

140

Cys

Val

Val

Pro

Gly

220

His

Arg

102

Ser

Arg

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

Lys

125

Glu

His

Leu

Phe

Tyr

205

Phe

Pro

Glu

Val

Leu

30

Arg

Thr

Lys

Ser

Gly

110

Pro

Cys

Asn

His

Thr

130

Pro

Ser

Glu

Glu

Ala

15

Ala

Trp

Hig

Leu

Thr

95

Ser

Phe

Gln

His

Arg

175

Gln

Lys

Val

Thr

His
255

Thr

Ser

Thr

Phe

Ser

80

Asp

Ser

Thxr

val

Leu

160

Asn

Arg

Len

Ile

Leu

240

Gly



Fro

Thr

Trp

Ala

305

Lys

Gly

Ser

Pro

Val

385

Tyr

Phe

val

Gln

Gly

465

Ala

Ile

Phe

val

Lys

290

Pro

Asp

His

Trp

Asp

370

Thr

Thr

Trp

Cys

Lys

450

Thr

Ala

Arg

Cys

Thr

275

Ile

Pro

Ser

Leu

Asp

355

Asp

Thr

Met

Thr

Gly

435

Ala

Thr

His

Met

Gly

260

Ile

His

Asn

Fhe

Pro

340

Arg

Leu

Tyr

Lys

Ser

420

Leu

Lys

Ala

Ala

Gly

Lys

Thr

Tyr

Gly

Ser

325

Leu

Pro

Pro

Lys

val

405

Ser

Ser

Pro

Ala

Val

485

Thr

Thr

Fhe

Thr

His

310

Ile

Lys

Met

Ser

Ala

390

Asn

Lys

Ala

Gly

Gly

470

Tyr

Leu

Leu

val

Ser

295

Val

Phe

Ser

Pro

Gly

375

val

Asp

Gly

Arg

Asp

455

Ala

Glu

Lys

Fro

Thr

280

Thr

Ser

Cys

Phe

Ala

360

Arg

Ile

Gly

Glu

Thr

440

Phe

Leu

Gln

Arg

ES 2 670 668 T3

His

265

Asp

Ala

Pro

Glu

Thr

345

Cys

val

Gln

Lys

Lys

425

Thr

Pro

Leu

Lys

Leu

Arg

Glu

Gln

Val

Thr

330

Ala

Ser

Glu

Tyr

Tyr

410

Ser

Gly

Trp

Tyr

His

490

Ser

Ile

Ser

Pro

Gln

315

Gly

Val

Ile

Tyr

Ser

3395

val

Leu

Gly

Gln

Asp

475

Asp

Pro

Glu

Gly

Cys

300

Ala

Tyr

Cys

val

Ile

380

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

460

Asn

Ala

His

103

Thr

Asp

285

Pro

Lys

Glu

Gln

Asp

365

Thr

Glu

Glu

Val

Ile

445

Leu

Trp

Ser

Tyr

Lys

279

His

Tyr

Tyr

Leu

Lys

350

Cys

Gly

Glu

Ala

Cys

430

Tyr

Ile

val

Ala

Thr

Ser

Thr

Pro

Ile

Leu

335

Asp

Gly

Pro

Thr

Asp

415

Glu

Gly

Leu

Leu

Leu

495

Gln

Asn

Gly

Met

Leu

320

Gln

Gly

Pro

Gly

Phe

400

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

480

Asp

Ala



10

500

Trp Ser Glu Ala Val Phe Ile His
515 520

Phe Asp Asn Asp Ile Ala Leu Ile
530 535

Asn Ser Asn Ile Thr Pro Ile Cys
545 550

Phe Met Arg Thr Asp Asp Ile Gly
565

Gln Arg Gly Phe Leu ala Arg Asn
580

Val Asp His Gln Lys Cys Thr Ala
595 600

Arg Gly Ser Val Thr Ala Asn Met
610 615

Gly Lys Asp Ser Cys Arg Gly Asp
625 630

Asp Ser Glu Thr Glu Arg Trp Phe
645

Ser Met Asn Cys Gly Glu Ala Gly
660

Ile Asn Tyr Ile Pro Trp Ile Glu
675 680

<210> 6

<211> 671

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 6

Thr Pr¢o Leu Gly Pro Lys Trp Pro
1 5

Ser Pro Gly Phe Pro Gly Glu Tyr
20

Thr Leu Thr Ala Pro Pro Gly Tyr

ES 2 670 668 T3

505 510

Glu Gly Tyr Thr His Asp Ala Gly
525

Lys Leu Asn Asn Lys Val Vval Ile
540

Leu Pro Arg Lys Glu Ala Glu Ser
555 560

Thr Ala Ser Gly Trp Gly Leu Thr
570 575

Leu Met Tyr Val Asp Ile Pro Ile
585 590

Ala Tyr Glu Lys Pro Pro Tyr Pro
605

Leu Cys Ala Gly Leu Glu Ser Gly
620

Ser Gly Gly Ala Leu Val Phe Leu
635 640

Val Gly Gly Ile Val Ser Trp Gly
650 655

Gln Tyr Gly Val Tyr Thr Lys Val
665 670

Asn Ile Ile Ser Asp Phe
685

Glu Pro Val Phe Gly Arg Leu Ala
10 15

Ala Asn Asp Gln Glu Arg Arg Trp
25 30

Arg Leu Arg Leu Tyr Phe Thr His

104



Fhe

Ser

65

Asp

Ser

Thr

Val

Leu

145

Asn

Arg

Leu

Ile

Leu

225

Gly

Asn

Gly

Asp

Ser

Thr

Leu

Gly

ala

130

Gly

Lys

Ser

Ser

Leu

210

Cys

Pro

Thr

Trp

35

Leu

Gly

Glu

Asp

Phe

115

Pro

Gly

Arg

Gly

Ser

195

Asp

Pro

Phe

Val

Lys
275

Glu

Ala

Arg

Tle

100

Glu

Gly

Phe

Thr

Glu

180

Cys

Phe

Tyr

Cys

Thr

260

Ile

Leu

Lys

Ala

85

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys

165

Leu

Thr

val

Asp

Gly

245

Ile

His

Ser

Val

70

Pro

Phe

Phe

Ala

Cys

150

Ser

Ser

Tyr

Glu

Phe

230

Lys

Thr

Tyr

His

55

Leu

Gly

Arg

Tyr

Pro

135

Ser

Ala

Ser

Ser

Ser

215

Leu

Thr

Phe

Thr

40

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

120

Thr

Cys

Leu

Pro

Ile

200

Phe

Lys

Leu

val

Ser
280

ES 2 670 668 T3

Cys

Thr

Asp

Asp

105

Ala

Cys

Arg

Cys

Glu

188

Ser

Asp

Ile

Pro

Thr

265

Thr

Glu

Leu

Thr

90

Tyr

Glu

Asp

Ala

Ser

170

Tyr

Leu

val

Gln

His

250

Asp

Ala

Tyr

Cys

75

Phe

Ser

Asp

His

Gly

155

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr

235

Arg

Glu

Gln

Asp

Gly

Tyr

Asn

Ile

His

140

Tyr

Gln

Arg

Glu

Thr

220

Asp

Ile

Ser

Pro

105

45

Phe

Gln

Ser

Glu

Asgp

125

Cys

Val

Vval

Pro

Gly

205

His

Arg

Glu

Gly

Cys
285

Val

Glu

Leu

Lys

110

Glu

His

Leu

Phe

Tyr

190

Phe

Pro

Glu

Thr

Asp

270

Pro

Lys

Ser

Gly

95

Pro

Cys

Asn

His

Thr

175

Pro

Ser

Glu

Glu

Lys

255

His

Tyr

Leu

Thr

80

Ser

Phe

Gln

His

Arg

160

Gln

Lys

Val

Thr

His

240

Ser

Thr

Pro



Met

Leu

305

Gln

Gly

Pro

Gly

Fhe

385

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

465

Asp

Ala

Gly

Ile

Ala

290

Lys

Gly

Ser

Pro

val

370

Tyr

Phe

val

Gln

Gly

450

Ala

Ile

Trp

Phe

Asn
530

Pro

Asp

His

rp

Asp

355

Thr

Thr

Trp

Cys

Lys

435

Thr

Ala

Arg

Ser

Asp

515

Ser

Fro

Ser

Leu

Asp

340

Asp

Thr

Met

Thr

Gly

420

Ala

Thr

His

Met

Glu

500

Asn

Asn

Asn

Phe

Pro

325

Arg

Leu

Tyr

Lys

Ser

405

Leu

Lys

Ala

Ala

Gly

485

Ala

Asp

Ile

Gly

Ser

310

Leu

Pro

Pro

Lys

Val

390

Ser

Ser

Pro

Ala

Val

470

Thr

Val

Ile

Thr

His

255

Ile

Lys

Met

Ser

Ala

375

Asn

Lys

Ala

Gly

Gly

455

Tyr

Leu

Phe

Ala

Pro
535

Val

Phe

Ser

Pro

Gly

360

Val

Asp

Gly

Arg

Asp

4490

Ala

Glu

Lys

Ile

Leu

520

Ile

Ser

Cys

Phe

Ala

345

Arg

Ile

Gly

Glu

Thr

425

Phe

Leu

Gln

Arg

His

305

Ile

Cys

ES 2 670 668 T3

Pro

Glu

Thr

330

Cys

val

Gln

Lys

Lys

410

Thr

Pro

Leu

Lys

Leu

4590

Glu

Lys

Leu

Val

Thr

315

Ala

Ser

Glu

Tyr

Tyr

395

Ser

Gly

Trp

Tyr

His

475

Ser

Gly

Leu

Pro

Gln

300

Gly

Val

Ile

Tyr

Ser

380

val

Leu

Gly

Gln

Asp

460

Asp

Pro

Tyr

Asn

Arg
540

106

Ala

Tyr

Cys

val

Ile

365

Cys

Cys

Pro

Arg

val

445

Asn

Ala

Hisg

Thr

Asn

525

Lys

Lys

Glu

Gln

Asp

350

Thr

Glu

Glu

Val

Ile

430

Leu

Trp

Ser

Tyr

His

510

Lys

Glu

Tyr

Leu

Lys

335

Cys

Gly

Glu

Ala

Cys

415

Tyr

Ile

val

Ala

Thr

485

Asp

Val

Ala

Ile

Leu

320

Asp

Gly

Pro

Thr

Asp

4100

Glu

Gly

Leu

Leu

Leu

480

Gln

Ala

Val

Glu



10

Ser Phe

545

Thr Gln

Ile Val

Pro Arg

Gly Gly

610

Len
625

Asp

Gly Ser

val Tle

<210>7
<211> 3895
<212> ADN

Met

Arg

Asp

Gly

595

Lys

Ser

Met

Asn

Arg Thr

Asp

Asp Ile

550

Phe
565

Gly

Hisg Gln

580

Ser Val

Ser

Asp

Glu Thr

Leu

Lys

Thr

Cys

Glu

Ala Arg

Cys Thr

Ala Asgan

600

Arg
615

Gly

Arg Trp

630

Asn Cys

645

Tyr Ile

660

<213> homo sapiens

<400> 7

attccggecac
cgggcagccyg
tgcttctece
atccagtcge
actgtcccag
tacctttgtg
tgtggcaggg
ggctccttca
tttgatgcce
ctgtcectgtyg
ggctacatce

actcaaagga

agggacacaa
ggagcaccca
tgtcaaaggce
ctggttatce
atgggtttcg
aatatgacta
agaccacaga
tgtccatcac
actacatggc
accactactg
tccacacaga

ctggggtgat

Gly

Pro

Glu Ala

Trp Ile

acaagctcac
aggcaggaaa
ttcagcccac
agactcctat
gatcaagectt
tgtgaaggta
cacagagcag
tttccggtca
tgtggatgtg
ccacaactac
caacaggacc

caccagecct

ES 2 670 668 T3

Thr Ala

555

Gly

Leu Met

570

Asn

Ala
585

Ala Tyr

Met ILeu Cys

Asp Ser Gly

Phe Val Gly

635

Gln
650

Gly Tyr

Glu
665

Asn Tle

ccaacaaagc
atgaggtggc
accgtggagc
cccagtgatt
tacttcatge
gaaactgagg
actcccggcece
gatttctcca
gacgagtgeca
attggegget
tgecgagtgg

gacttcccaa

Ser Gly Trp

Tyr Val Asp

Glu Pro

590

Lys

Ala Gly Leu

605

Gly Ala Leu

620

Gly Ile Val

Gly Val Tyr

Ile Ser Asp

670

caagctggga
tgcttctcta
taaacaatat
cagaggtgac
acttcaactt
accaggtgcect
aggaggtggt
atgaggagcg
aggagaggga
actactgete
agtgcagtga

acccttacce

107

Leu
560

Gly

Ile
575

Pro

Pro Tyr

Glu Ser

Val Phe

Ser Trp

640

Thr
655

Lys

Phe

ggaccaaggc
ttatgctctg
gtttggccag
ttggaatatec
ggaatcctee
ggcaacctte
cctectecect
tttcacaggec
ggacgaggaqg
ctgecegette
caacctette

caagagctct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gaatgcetgt
atatttgaca
gttggtccaa
cagagccaca
aggctctcat
aaaatcgagc
acaggctaca
aaggatggga
ggagagctgg
tctgagatca
atatatacct
acctgcette
attgggggcec
gacacttcga
tggatcctca
gtctccaagg
gcagtcaaca
aaccacgata
cctgtctgec
gceggetggg
cggaccttgt
aaaactaget
ggctactacg
tttgatgact
gaatgcggca
gtgtgggagc
gacttactte
actccacatt
ctaccgagac
gcaggagace
ccgagtaata

caggccatge

ataccatega
ttgaggacca
aagttttggg
gtgteetgat
acagggctge
cecteccaage
aagtgctgaa
cgtggagtaa
aacacgggct
aatactcctg
gttetgecea
cagagtgtgg
gaaatgctga
gagtgccaaa
cagcagctca
agcatgtcac
gctcagctge
tagctetggt
tgccaagget
gecatctcocaa
cagatgtcct
atgagtcccg
agggcggcaa
tgagccageg
gcaagcaggt
agatgggctt
cteggggect
acttatcaga
ageecoceagy
tgtgtteetg
caatgcagga

ttcttacece

gctggaggag
tecctgaggtg
gectttetgt
cetgttecat
aggaaatgag
caagtatttec
ggataatgtg
caagattcec
gatcaccttc
tcaggagecec
aggagtctgg
tecagececectec
gecctggectce
tgacaagtgg
tgtgctgege
cgtctacctg
cegagtggtg
gecagctgcag
tgagcctgaa
teccaatgtg
gcagtatgtc
ctcgggcaat
agacacgtgc
ctgggtggtg
ctatggagtc
accacaaagt
gooteocectg
ccatatggaa
accetgagag
agettgteca
gcetcaaccaa

agtggccttt

ES 2 670 668 T3

ggtttecatgg
cecctgecect
ggagagaaag
agtgacaact
tgcccagage
ttcaaagacc
gagatggaca
acctgtaaaa
tctacaagga
tattacaaga
atgaataaag
cgectecctge
ttccegtgge
tttgggagtg
tcccagegta
ggcttgcatg
ctecacccag
gagectgtge
ggcecoggece
acagtggatg
aagttacccyg
tacagecgtca
cttggagata
caaggecctgg
tacacaaagg
gttgtggagc
agegaageta
tggaacacac
gcagagtgtg
agtctettte
ggcctetgtg

attcactcoct

tcaacctgea
atgactacat
ccccagaace
cgggagagaa
tacagcctecc
aagtgetegt
cattccagat
ttgtagactg
acaacctcac
tgctcaacaa
tattggggag
caagectggt
aggccctgat
gggeccectget
gagacaccac
atgtgcgaga
acttcaacat
cecctgggacce
cccacatget
agatcatcag
tggtgcctca
cggagaacat
gcggtgggge
tgtcctgggg
tctccaatta
cccaggtgga
cacegecactt
tgacctageg
gtatagggaa
cctgtetggg
ccaatcccag

gaccacttat

108

gtttgaggac
caagatcaaa
catcagcacc
ccggggcetgg
tgteccatggg
cagctgtgac
tgagtgtctg
tagagecccca
cacatacaag
taacacaggt
aagcctaccee
caagaggatc
agtggtggag
ctctgegtee
ggtgatacca
caaatecgggg
ccaaaactac
ccacgttatg
gggcctggtg
cagtggcaca
cgctgagtge
gttetgtget
ctttgtcatc
gggacctgaa
cgtggactgg
acggtgagct
ccgacageac
gtggecttete
aaggctecay
cctcactcta
cactcecttte

caaacccatac

780

840

%00

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
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ggtcctactg
gaactgaatg
atccttecte
tctcttagtg
tgcagtctaa
agttgggaag
cttaaattee
gotgacacca
ttgaaatgta
attacctgga
gaagaaagag
ccctggggea
ttcattttte
ggagtcetgg
attttetttyg
aggttecette
cacagggctg
caaggcagce
gotcatcaaa
tcttttatat

gggtctcaag

<210> 8
<211>728
<212> PRT

ttggtataac
ccgcatctgt
taggagaaga
tgatcccettyg
gocttatcece
gtttgtgetg
cattgtecaac
tgggegtceca
ttatctgaaa
aaaagaaaag
tggggtgggc
tgagetggge
agagtcaaag
gttctagtec
tetgagtote
tagctggage
attgttetcece
agagaagcce
cacactectt
catatgette

tggaaataaa

<213> homo sapiens

<400> 8

tgagcttgga
atattttcct
geattcaggt
gagcaccttc
ttatgttcce
actgctggga
tcagaacaca
cacctgetge
ggctacectga
acccacactg
acattagaag
ggagaatcca
gaatcagagg
ctgetetgee
tggttcteog
actcagagct
ttectececetgg
ctgagaggga
tgtectatgaa
accattetgt

ccectegtgga

ES 2 670 668 T3

cctgactatt
gctctgectt
tttgggagat
atgcctgggy
cattaaagga
gcagaatage
tttgggeeca
tccagacaag
agcocaggee
tgtcctgctg
tcacccaaat
ccocgecagga
cteacccatg
cccaactgge
tcagecaacag
tcectgactg
agctctctct
atgattggga
tggcacatgt
aaagggecte

taaccaaaaa

Met Arg Trp Leu Leu Leu Tyr Tyr Ala Leu Cys

1

5

10

Ala Ser Ala His Thr Val Glu Leu Asn Asn Met

20

25

Ser Pro Gly Tyr Pro Asp Ser Tyr Pro Ser Asp

35

40

agaaaatggt
ctgggactag
ggctcatage
tttckctece
atttcaaaag
cgtgggaggce
tatgeeacce
cacaaagcaa
cgaatatggg
tgcttttggg
cctgecagge
tgttcagagg
gcaggeagty
tgtataacct
goctggeataa
ctagcagect
cctgaaaatc
agtgtecact
aaatgatgtt
tgcattgtty

adaaaaaaaa

ttctaacatt
ccttggeceta
caagococte
aaaagcttct
acatggagaa
ccaccaagec
tggaacacca
tctttecagee
gacttagteg
caggaaaatg
tgcctggcat
gacccactece
aaaagagcca
ttgaaaaate
ggteccecetge
ctetggeect
tccatcagag
ttctcaaccyg
atattttgta
cteccateag

aaaaa

Phe Ser Leu Ser Lys

15

Phe Gly Gln Ile Gln

30

Ser Glu Val Thr Trp

45

109

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3895



Asn

Phe

65

Glu

Asp

Phe

Thr

Glu

145

Ile

Asp

Arg

Ser

Asn

225

Pro

Gly

His

Gly

Ile

Asn

Thr

Thr

Met

Gly

130

Arg

Gly

Asn

Thr

Ser

210

Leu

Cys

Pro

Ser

Trp
290

Thr

Leu

Glu

Glu

Ser

115

Phe

Glu

Gly

Arg

Gly

195

Glu

Gln

Pro

Phe

Val

275

Arg

Val

Glu

Asp

Gln

100

Ile

Asp

Asp

Tyr

Thr

180

val

Cys

Phe

Tyr

Cys

260

Leu

Leu

Pro

Ser

Gln

85

Thr

Thr

Ala

Glu

Tyr

165

Cys

Ile

Leu

Glu

Asp

245

Gly

Ile

Ser

Asp

Ser

70

Val

Pro

Fhe

His

Glu

150

Cys

Arg

Thr

Iyr

Asp

230

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Leu

Gly

Arg

Tyr

135

Leu

Ser

Vval

Ser

Thr

215

Ile

Ile

Lys

Phe

Arg
295

Phe

Leu

Ala

Gln

Ser

120

Met

Ser

Cys

Glu

Pro

200

Ile

Phe

Lys

Ala

His

280

Ala

Arg

Cys

Thr

Glu

105

Asp

Ala

Cys

Arg

Cys

185

Asp

Glu

Asp

Ile

Pro

265

Ser

Ala

ES 2 670 668 T3

Ile

Glu

Phe

20

val

Fhe

Val

Asp

Phe

170

Ser

Fhe

Leu

Ile

Lys

250

Glu

Asp

Gly

Lys

Tyr

15

Cys

val

Ser

Asp

His

155

Gly

Asp

Pro

Glu

Glu

235

Val

Pro

Asn

Asn

Leu

Asp

Gly

Leu

Asn

Val

140

Tyr

Tyr

Asn

Asn

Glu

220

Asp

Gly

Ile

Ser

Glu
300

110

Tyr

Tyr

Arg

Ser

Glu

125

Asp

Cys

Ile

Leu

Pro

205

Gly

His

Pro

Ser

Gly

285

Cys

Phe

Val

Glu

Pro

110

Glu

Glu

His

Leu

Phe

180

Tyr

FPhe

Pro

Lys

Thr

270

Glu

Pro

Met

Lys

Thr

95

Gly

Arg

Cys

Asn

His

175

Thr

Pro

Met

Glu

Val

255

Gln

Asn

Glu

His

Val

80

Thr

Ser

Phe

Lys

Tyr

160

Thxr

Gln

Lys

val

Val

240

Len

Ser

Arg

Leu



Gln

305

Phe

Lys

Gly

Ala

Asn

385

Tyr

Gln

Leu

Arg

Ala

465

Phe

His

Lys

Ser

Phe
545

Pro

1ys

Asp

Thr

Pro

370

Leu

Tyr

Gly

Pro

Ile

450

Leu

Gly

Val

Glu

Gly

530

Asn

Pro

Asp

Asn

rp

355

Gly

Thr

Lys

Val

Glu

435

Ile

Ile

Ser

Len

His

515

Ala

Ile

Val

Gln

Val

340

Ser

Glu

Thr

Met

Trp

420

Cys

Gly

val

Gly

Arg

500

Val

Val

Gln

His

Val

325

Glu

Asn

Leu

Tyr

Leu

405

Met

Gly

Gly

val

Ala

485

Ser

Thr

Asn

Asn

Gly

310

Leu

Met

Lys

Glu

Lys

390

Asn

Asn

Gln

Arg

Glu

470

Leu

Gln

Val

Ser

Tyr
550

Lys

Val

Asp

Ile

His

375

Ser

Asn

Lys

Dro

Asn

455

Asp

Leu

Arg

Tyr

Ser

535

Asn

Ile

Ser

Thr

Pro

360

Gly

Glu

Asn

Val

Ser

440

Ala

Thr

Ser

Arg

Leu

520

Ala

His

Glu

Cys

Phe

345

Thr

Leu

Ile

Thr

Leu

425

Arg

Glu

Ser

Ala

Asp

505

Gly

Ala

Asp

ES 2 670 668 T3

Pro

Asp

330

Gln

Cys

Ile

Lys

Gly

410

Gly

Ser

Pro

Arg

Ser

490

Thr

Leu

Arg

Ile

Ser

315

Thr

Ile

Lys

Thr

Tyr

395

Ile

Arg

Leu

Gly

val

475

Trp

Thr

His

Val

Ala
555

Gln

Gly

Glu

Ile

Phe

380

Ser

Tyr

Ser

Pro

Leu

460

Pro

Ile

Val

Asp

Val

540

Leu

111

Ala

Tyr

Cys

val

365

Ser

Cys

Thr

Leu

Ser

445

Phe

Asn

Leu

Ile

Val

525

Leu

val

Lys

Lys

Leu

350

Asp

Thr

Gln

Cys

Pro

430

Leu

Pro

Asp

Thr

Pro

510

Lrg

His

Gln

Tvyr

Val

335

Lys

Cys

Arg

Glu

Ser

415

Thr

val

Trp

Lys

Ala

485

Val

Asp

Pro

Leu

Phe

320

Leu

Asp

Arg

Asn

Pro

400

Ala

Cys

Lys

Gln

Trp

480

Ala

Ser

Lys

Asp

Gln
560
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Glu Pro

Leu Glu

Trp Gly

Gly Thr

610

vVal
625

Pro
Tyr Ser
Lys Asp
Leu

Asp

Glu
690

Pro

Ser Asn

705

val val

<210> 9
<211> 2852
<212> ADN

val

Pro

Ile

595

Arg

His

Val

Thr

Ser

675

Glu

Tyr

Glu

Leu
565

Pro

Glu
580

Gly
Ser Asn
Thr

Leu

Ala Glu

Gly

Pro

Pro

Ser

Cys

Pro His

Ala

Pro

Val
600

Asn

Asp Val

€15

Lys Thr

630

Thr Glu

645

Cys Leu

660

Gln Arg

Cys

Gly

Val Asp

Asn

Gly

Trp

Ser

Trp

Met Phe

Asp Ser

Val val

680

Lys Gln

695

Val Trp

710

Gln
725

Pro

<213> homo sapiens

<400> 9
tggcgataca

ctttogttga
ggagaggagg
tttctgegga
agccagaccce

catgagctga

ttcacacagyg
cagttacaca
gagtaagtce
gctttcaagg
agcaagatgg

gagcgctgge

Val

Glu Arg

aacagctatg
aagggtcact
cacggtaggg
ccagaccctg
ctgcgaccgt

tgttgeececg

Val

Val

ES 2 670 668 T3

Met
570

Pro

His Met Leu

585

Thr Val Asp

Leu Gln Tyr

Glu
635

Ser Tyr

Ala
650

Cys Gly

Gly Ala

665

Gly

Gln Gly Ieu

Tyr Gly

Glu Gln Met

715

ccatgtttac
tectoccocag
ccagtggttg
ggcttagggt
gaaaccctgg

gtggaaggag

Vval Cys Leu

Val
590

Gly Leu

Glu Ile

605

Ile

vVal
620

Lys Leu

Ser Arg Ser

Tyr Tyr Glu

Phe Val Ile

670

val Ser

685

Trp

val Thr

700

Tyr

Gly Leu Pro

gaattcoggt
cgacacatgg
ctcectgggt
cgagacttta
gcggegatcce

tagaggccgt

112

Fro
575

Arg
Ala Gly
Ser Ser
val

Pro

Asn
640

Gly

Gly
655

Gly

Phe Asp

Gly Gly

Lys Val

Gln Ser

720

tttgaaaaaa
gectetcaaa
tttggaatca
tagcagtgac
gggtgcgeat

aggtgaggge

60

120

180

240

300

360



ggccgeegtyg
gaggaccaag
tattatgctce
atgtttggce
acttggaata
ttggaatcoct
ctggcaacct
gtecteteece
cgtttecacayg
gaggacgagg
tecctgeeget
gacaacctct
cccaagagct
cagtttgagg
atcaagatca
cccatcagea
aaccgggget
cctgtceatg
gtcagctgtg
attgagtgtc
tgtagagecc
accacataca
aataacacag
agaagcctac
gccaggatet
tcacacctga
accgeegeac
gacttgectca
gatgaaaatg
aacacatteg

ttegtgatge

gccaggcaac
gcegggeagce
tgtgettete
agatccagte
tcactgtece
cctacetttyg
tctgtggeag
ctggetectt
getttgatge
agctgtcctg
tcggectacat
tcactcaaag
ctgaatgecct
acatatttga
aagttggtcc
cccagageca
ggaggctete
ggaaaatcga
acacaggcta
tgaaggatgg
caggagagct
agtctgagat
gtatatatac
ccacctgect
tcaatggacg
atgggcagec
actgecteoca
gccettetga
aacagcatct
agaatgacgt

ccatctgtet

ctatgggtac
cgggagcacc
cctgtcaaag
goctggttat
agatgggttt
tgaatatgac
ggagaccaca
catgtcecate
ccactacatyg
tgaccactac
cctccacaca
gactggggty
gtataccatc
cattgaggac
aaaagttttg
cagtgtecctg
atacagggcet
gccctcccaa
caaagtgctg
gacgtggagt
ggaacacggyg
caaatactce
ctgttetgcee
tccagtgtgt
cccageceayg
cttctgcgga
ccagtcacte
cttcaaaate
cggcgtaaaa
ggctctggty

gcctgaggga
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cacegggtte
caaggcagga
getbtecagece
ccagactect
cggatecaage
tatgtgaagg
gacacagagce
actttecggt
getgtggatg
tgccacaact
gacaacagga
atcaccagec
gagctggagyg
catectgagg
gggectttet
atcetgttec
gcaggaaatg
gccaagtatt
aaggataatg
aacaagattc
ctgatecacct
tgtcaggagc
caaggagtcet
gggctecccoca
aaaggcacca
ggctccette
gatccgaaaqg
atcctgggea
cacacecactc
gagetgttgg

coccagoagyg

tcgecgggeaa
aaatgaggtg
acaccgtgga
atccecagtga
tttactteat
tagaaactga
agactcccgg
cagatttete
tggacgagtg
acattggcegg
cctgecgagt
ctgacttcce
agggtttcat
tgecetgece
gtggagagaa
atagtgacaa
agtgcccaga
tcttcaaaga
tggagatgga
ccacctgtaa
tctetacaag
cctattacaa
ggatgaataa
agttctceceg
ctecetggat
taggctccag
atccgaceoct
agcattggag
tccacceccaa
agagcccagt

aaggagccat

113

gtcaagectgg
gctgecttcte
gctaaacaat
ttcagaggtg
gecacttoaac
ggaccaggtg
ccaggaggtyg
caatgaggag
caaggagagyg
ctactactge
ggagtgcagt
aaacccttac
ggtcaacctg
ctatgactac
agccccagaa
ctegggagag
gotacagect
ccaagtgctc
cacattccag
aattgtagac
gaacaaccte
gatgctcaac
agtattggog
gaagctgatg
tgccatgetyg
ctggatcgtg
acgtgattca
gcteeggtcea
gtatgatcce
getgaatgeco

ggtcatcecgte

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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ageggctggy gaaageagtbt cttgcaaagg

ccgattgttg accacagcac ctgeccagaag

agggacatga tctgtgetgg ggagaaggaa

ggaggececa tggtgacccet gaatagagaa

tcctggggtg atgactgtgg gaagaaggac

aacaaggact ggatccagag ggtcaccgga

agcaccacca getgtgggea gtcagtagea

tcteccttteoe tteccteoccat cececcecctect

ggtatcttca cccectttte actetettta

caggccgaat ccaggctcta tcacttacta

cttcgaactt cagtttcttc ataagatgga

<210> 10

<211> 699

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 10

Met Arg Trp Leu Leu Leu Tyr Tyr

1 5

Ala Ser Ala His Thr Vval Glu Leu

20

Ser Pro Gly Tyr Pro Asp Ser Tyr
35 40

Asn Ile Thr Val Pro Asp Gly Phe

50 55

Phe Asn Leu Glu Ser Ser Tyr Leu

65 70

Glu Thr Glu Asp Gln Val Leu Ala

85
Agp Thr Glu Gln Thr Pro Gly Gln
100

Phe Met Ser Ile Thr Phe Arg Ser
115 120

Thr Gly Phe Asp Ala His Tyr Met

ES 2 670 668 T3

ttecccagaga
gcttatgece
gggggaaagyg
agaggccagt
cgctacggag
gtgaggaact
gaggacgatc
tecggeoctate
aagagatgga
gttttcagtt

aa

Ala leu

10

Cys

Asn Asn Met

25

Pro Ser Asp

Arg Ile Lys

Cys Glu Tyr

75

Thr Phe

90

Cys

Glu
105

val val

Asp Phe Ser

Ala val Asp

ccctgatgga
cgctgaagaa
acgectgtte
ggtacetggt
tatactcetta
gaatttgget
cteegatgaa
cattactggg
gcaagagagt

ctgggcaggt

Phe Ser

Phe Gly

30

Glu
45

Ser

Leu
60

Tyr
Asp Tyr
Gly Arg
Ser

Leu

Glu
125

Asn

Val Asp

114

Leu

Gln

Val

Phe

val

Glu

Pro

110

Glu

Glu

gattgaaatc
gaaagtgacc
gggtgactct
gggcactgtyg
catceoacecac
cctecagecee
agcagccatt
caatagagca
ggtcagaaca

gacttcatet

Ser
15

Lys
Ile Gln
Thr Trp
Met

His

val
g0

Lys

Thr
95

Thr
Gly Ser
Phe

Arg

Cys Lys

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2852



Glu

145

Ile

Asp

Arg

Ser

Asn

225

Pro

Gly

His

Gly

Gln

305

Phe

Lys

Gly

ala

130

Arg

Gly

Asn

Thr

Ser

210

Leu

Cys

Pro

Ser

Trp

290

Pro

Lys

Asp

Thr

Pro
370

Glu

Gly

Arg

Gly

195

Glu

Gln

Pro

FPhe

Vval

275

Arg

Pro

Asp

Asn

Trp

355

Gly

Asp

Tyr

Thr

180

val

Cys

Phe

Tyr

Cys

260

Leu

Leu

val

Gln

val

340

Ser

Glu

Glu

Tyr

165

Cys

Ile

Leu

Glu

Asp

245

Gly

Ile

Ser

His

val

325

Glu

Asn

Leu

Glu

150

Cys

Arg

Thr

Tyr

Asp

230

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Gly

310

Leu

Met

Lys

Glu

135

Leu

Ser

val

Ser

Thr

215

Ile

Ile

Lys

Phe

Arg

285

Lys

val

Asp

Ile

His
375

Ser

Cys

Glu

Pro

200

Ile

Phe

Lys

Ala

His

280

Ala

Ile

Ser

Thr

Pro

360

Gly
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Cys

Arg

Cys

185

Asp

Glu

Asp

Ile

Pro

265

Ser

Ala

Glu

Cys

Phe

345

Thr

Leu

Asp

Phe

170

Ser

Phe

Leu

Ile

Lys

250

Glu

Asp

Gly

Pro

Asp

330

Gln

Cys

Ile

His

155

Gly

Asp

Pro

Glu

Glu

235

Val

Pro

Asn

Asn

Ser

315

Thr

Ile

Lys

Thr

140

Tyr

Tyr

Asn

Asn

Glu

220

Asp

Gly

Ile

Ser

Glu

300

Gln

Gly

Glu

Ile

Phe
380

115

Cys

Ile

Leu

Pro

205

Gly

His

Pro

Ser

Gly

285

Cys

Ala

Tyr

Cys

Val

365

Ser

His

Leu

Phe

190

Tyr

Phe

Pro

Lys

Thr

270

Glu

Pro

Lys

Lys

Leu

350

Asp

Thr

Asn

His

175

Thr

Pro

Met

Glu

Val

2558

Gln

Asn

Glu

Tyr

val

335

Lys

Cys

Arg

Tyr

160

Thr

Gln

Lys

Val

val

240

Leu

Ser

Arg

Leu

Phe

320

Leu

Asp

Arg

Asn



Asn

385

Tyr

Gln

Leu

Ile

Met

465

Gly

Asp

Asp

Asn

Asp

545

Ser

Pro

Phe

Val

Val
625

Leu

Tyr

Gly

Pro

Phe

450

Leu

Ser

Pro

Phe

Glu

530

Pro

Pro

Gln

Leu

Asp

610

Thr

Thr

Lys

Val

val

435

Asn

Ser

Ser

Lys

Lys

515

Gln

Asn

Val

Gln

Gln

595

His

Arg

Thr

Met

Trp

420

Cys

Gly

His

Trp

Asp

500

Ile

His

Thr

Leu

Glu

580

Arg

Ser

Asp

Tyr

Leu

405

Met

Gly

Arg

Leu

Tle

485

Pro

Ile

Leu

Phe

Asn

565

Gly

Phe

Thr

Met

Lys

390

Asn

Asn

Leu

Pro

Agn

470

Val

Thr

Leu

Gly

Glu

§50

Ala

Ala

Bro

Cys

Ile
€30

Ser

Asn

Lys

Pro

Ala

455

Gly

Thr

Leu

Gly

val

535

Asn

Phe

Met

Glu

Gln

615

Cys

Glu

Asn

Val

Lys

440

Gln

Gln

Ala

Arg

Lys

520

Lys

Asp

val

val

Thr

600

Lys

Ala

Ile

Thr

Leu

425

Phe

Lys

Pro

Ala

Asp

505

His

His

val

Met

Ile

585

Leu

Ala

Gly

ES 2 670 668 T3

1lys

Gly

410

Gly

Ser

Gly

Fhe

His

4190

Ser

Trp

Thr

Ala

Pro

570

Val

Met

Tyr

Glu

Tyr

395

Ile

Arg

Arg

Thr

Cys

475

Cys

Asp

Arg

Thr

Leu

555

Ile

Ser

Glu

Ala

Lys
635

Ser

Tyr

Ser

Lys

Thr

450

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

540

Val

Cys

Gly

Ile

Pro

620

Glu

116

Cys

Thr

Leu

Leu

445

Pro

Gly

His

Leu

Arg

525

His

Glu

Leu

Trp

Glu

605

Leu

Gly

Gln

Cys

Pro

430

Met

Trp

Ser

Gln

Ser

510

Ser

Pro

Leu

Pro

Gly

590

Ile

Lys

Gly

Glu

Ser

415

Thr

Ala

Ile

Leu

Ser

495

Dro

Asp

Lys

Leu

Glu

575

Lys

Pro

Lys

Lys

Pro

400

Ala

Cys

Arg

Ala

Leu

480

Leu

Ser

Glu

Tyr

Glu

560

Gly

Gln

Ile

Lys

Asp
640



Ala Cys Ser Gly

Arg Gly Gln Trp
660

Gly Lys Lys Asp
675

Asp Trp Ile Gln
690

<210> 11

<211> 380

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 11

Met Arg Trp Leu
1

hAla Ser Ala Hisg
20

Ser Pro Gly Tyr
35

Asn Ile Thr val
50

Phe Asn Leu Glu
65

Glu Thr Glu Asp

Asp Thr Glu Gln
100

Phe Met Ser Ile
115

Thr Gly Phe Asp
130

Glu Arg Glu Asp
145

Asp
645

Tyr

Arg

Arg

Leu

Thr

Pro

Fro

Ser

Gln

85

Thr

Thr

Ala

Glu

Ser

Leu

Tyr

val

Leu

Val

Asp

Asp

Ser

70

Val

Pro

Phe

His

Glu
150

Gly

vVal

Gly

Thr
695

Tyr

Glu

Ser

Gly

Tyr

Leu

Gly

Arg

Tyr

135

Leu

Gly

Gly

Val

680

Gly

Tyr

Leu

Tyr

40

Phe

Leu

Ala

Gln

Ser

120

Met

Ser
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Pro

Thr

665

Tyr

val

Ala

Asn

25

Pro

Arg

Cys

Thr

Glu

105

Asp

Ala

Cys

Met

650

val

Ser

Arg

Leu

10

Asn

Ser

Ile

Glu

Phe

90

val

Phe

val

Asp

val

Ser

Tyr

Asn

Cys

Met

Asp

Lys

Tyr

75

Cys

val

Ser

Asp

His
155

Thr

Trp

Ile

Phe

Phe

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

Agn

val

140

Tyr

117

Leu

Gly

His
685

Ser

Gly

Glu

45

Tyr

Tyr

Arg

Ser

Glu

125

ASP

Cys

Asn

Asp

670

His

Leu

Gln

Val

Phe

Val

Glu

Pro

110

Glu

Glu

His

Arg
655

Asp

Asn

Ser

15

Ile

Thr

Met

Lys

Thr

95

Gly

Arg

Cys

Asn

Glu

Cys

Lys

Lys

Gln

Trp

His

val

80

Thr

Ser

Phe

Lys

Tyr
160



Ile Gly Gly

Agp Asn Arg

Arg Thr Gly
195

Ser Ser Glu
210

Asn Leu Gln
225

Pro Cys Pro

Gly Pro Phe

His Ser Val
275

Gly Trp Arg
290

Gln Pro Pro
305

Phe Lys Asp

Lys Asp Asn

Gly Thr Trp
355

Leu Glu Ser
370

<210> 12

<211> 2091
<212> ADN
<213> rattus

Tyr

Thr

180

val

Cys

Phe

Tyr

Cys

260

Leu

Leu

val

Gln

val

340

Ser

Glu

Tyr

165

Cys

Ile

Leu

Glu

Asp

245

Gly

Ile

Ser

His

val

325

Glu

Asn

Lau

Cys

Arg

Thr

Tyr

Asp

230

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Gly

310

Leu

Met

Lys

Lys

Ser

Val

Ser

Thr

215

Ile

Ile

Lys

Phe

Arg

295

Lys

val

Asp

Ile

Ser
375

Cys

Glu

Pro

200

Ile

Phe

Lys

Ala

His

280

Ala

Ile

Ser

Thr

Pro

360

Glu

ES 2 670 668 T3

Arg

Cys

185

Asp

Glu

Asp

Ile

Pro

265

Ser

Ala

Glu

Cys

Phe

345

Thr

Gln

Phe

170

Ser

Phe

Leu

Ile

Lys

250

Glu

Asp

Gly

Pro

Asp

330

Gln

Cys

val

Gly

Asp

Pro

Glu

Glu

235

val

Pro

Asn

Asn

Ser

315

Thr

Ile

lys

Thr

Tyr

Asn

Asn

Glu

220

Asp

Gly

Ile

Ser

Glu

300

Gln

Gly

Glu

Lys

Glu
380

118

Ile

Leu

Pro

205

Gly

His

Pro

Ser

Gly

285

Cys

Ala

Tyr

Cys

Asn
365

Leu

Phe

130

Tyr

Phe

Pro

Lys

Thr

270

Glu

Pro

Lys

Lys

Leu

350

Glu

Hisg

175

Thr

Pro

Met

Glu

Val

255

Gln

hsn

Glu

Tyr

val

335

Lys

Ile

Thr

Gln

Lys

Val

Val

240

Leu

Ser

Arg

Leu

Phe

320

Leu

Asp

Asp
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iﬂgz:gigaa tgaggctact gategtcctg ggtectgettt ggagtttggt ggeocacactt 60
ttgggcteoca agtggcctga gectgtattec gggegectgyg tgtcecctgge cttcoccagag 120
aagtatggca accatcagga tcgatcctgg acgctgactg caccecectgg cttecegectg 180
cgecteotact tecacccactt caacctggaa ctetettace getgegagta tgactttgte 240
aagttgacct cagggaccaa ggtgctagcc acgctgtgtg ggcaggagag tacagatact 300
gagcgggcac ctggcaatga caccttctac tcactgggte ccagecctaaa ggtcacctto 360
cactccgact actccaatga gaageccattc acaggatttg aggeccttcta tgcagcocggag 420
gatgtggatg aatgcagaac atccectggga gactcagtcoe cttgtgacca ttattgocac 480
aactacctgg gcggctacta ctgctcctge cgagtgggcect acattctgeca ccagaacaag 540
catacctget cagecectttg ttecaggecag gtgttcactg ggaggtctgg ctttetcagt 600
agccctgagt acccacageoc ataccccaaa cteteccaget gegectacaa catcegectg 660
gaggaaggct tcagtatcac cctggacttc gtggagtcct ttgatgtgga gatgcaccct 720
gaagcccagt gcccctacga ctccctcaag attcaaacag acaagaggga atacggcccg 780
ttttgtggga agacgctgcc ccccaggatt gaaactgaca gcaacaaggt gaccattacc 840
tttaccaccg acgagtcagg gaaccacaca ggctggaaga tacactacac aagcacagca 800
cagccctgece ctgatccaac ggegeccacct aatggtcaca tttcacctgt gcaageocacg 260
tatgtcctga aggacagett ttetgtcectte tgecaagactg gettegaget tectgecaaggt 1020
tectgtceoeocoe tgaagtcatt cactgetghtc tgtcagaaag atggatcttg ggaccggecg 1080
ataccagagt gcagcattat tgactgtggc ccteccgatg acctacccaa tggocacgtg 1140
gactatateca caggccctga agtgaccacce tacaaagetg tgattcagta cagetgtgaa 1200
gagactttct acacaatgag cagcaatggt aaatatgtgt gtgaggctga tggattctgg 1260
acgagctcca aaggagaaaa atcectoceg gtttgcaage ctgtetgtgg actgtecaca 1320
cacacttcag gaggccgtat aattggagga cagcctgcaa agcctggbtga ctttcecttgg 1380
caagtcttgt tactgggtga aactacageca gecaggtgotce ttatacatga cgactgggte 1440
ctaacagcgg ctcatgectgt atatgggaaa acagaggcga tgtccoctcococt ggacatccge 1500
atgggcatcc tcaaaaggct ctccctcatt tacactcaag cctggccaga ggctgtcttt 1560
atccatgaag gectacacteca cggagectggt tttgacaatg atatagcact gattaaacte 1620
aagaacaaag tcacaatcaa cagaaacatc atgcegattt gtotaccaag azaagaaget 1680
gcatecttaa tgaaaacaga cttecgttgga actgtggctg getgggggtt aacccagaag 1740
gggtttottg ctagaaacct aatgtttgtg gacataccaa ttgttgacca ccaaaaatgt 1800
gctactgegt atacaaageca gecctacceca ggagcaaaag tgactgttaa catgetetgt 1860
gctggecctag accgeggtgg caaggacage tgcagaggtyg acageggagg ggcattagtg 1820
tttctagaca atgaaacaca gagatggttt gtgggaggaa tagtttcctg gggttctatt 1980
aactgtgggg ggtcagaaca gtatggggtc tacacgaaag tcacgaacta tattccctgg 2040
attgagaaca taataaataa tttctaattt gcazaaaaaaa aaaaaaaaaa a 2091
<210> 13

<211> 685

119



<212> PRT
<213> rattus

<400> 13
Met Arg Leu

1

Leu

Leu

Leu

Asn

65

Ser

Thr

Leu

Gly

Ser

145

Gly

Lys

Leu

Ala

Thr

50

Leu

Gly

Glu

Lys

Phe

130

Leu

Gly

His

Gly

Phe

35

Ala

Glu

Thr

Arg

Val

115

Glu

Gly

Tyr

Thr

Leu

Ser

20

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Thr

Ala

Asp

Tyr

Cys
180

Ile

Lys

Glu

Pro

Ser

val

85

Pro

Phe

Phe

Ser

Cys

165

Ser

Val

Trp

Lys

Gly

Tyr

70

Leu

Gly

His

Tyr

Val

150

Ser

Ala

Leu

Pro

Tyr

Phe

55

Arg

Ala

Asn

Ser

Ala

135

Pro

Cys

Leu

Gly

Glu

Gly

40

Arg

Cys

Thr

Asp

Asp

120

Ala

Cys

Arg

Cys
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Leu

Pro

25

Asn

Leu

Glu

Leu

Thr

105

Tyr

Glu

Asp

val

Ser
185

Leu

10

val

His

Arg

Tyr

Cys

20

Phe

Ser

Asp

His

Gly

170

Gly

Trp

Phe

Gln

Ieu

Asp

75

Gly

Tyr

Asn

val

Tyr

155

Tyr

Gln

Ser

Gly

Asp

Tyr

60

Phe

Gln

Ser

Glu

Asp

140

Cys

Ile

val

120

Leu

Arg

Arg

45

Phe

val

Glu

Leu

Lys

125

Glu

His

Leu

Phe

Val

Leu

30

Ser

Thr

Lys

Ser

Gly

110

Pro

Cys

bhsn

His

Thr
150

Ala

15

val

Trp

His

Leu

Thr

85

Pro

Phe

Arg

Tyr

Gln

175

Gly

Thr

Ser

Thr

Phe

Thr

80

Asp

Ser

Thr

Thr

Leu

160

Asn

Arg



Ser

Ser

Leu

225

Cys

Pro

Lys

Trp

Ala

305

Lys

Gly

Ser

Pro

Val

385

Tyr

Trp

Cys

Gly

Ser

210

Asp

Pro

Phe

val

Lys

290

Pro

Asp

Ser

Trp

Asp

370

Thr

Thr

Thr

Gly

Phe

195

Cys

Phe

yr

Cys

Thr

275

Ile

Pro

Ser

val

Asp

355

Asp

Thr

Met

Ser

Leu
435

Leu

Ala

Val

Asp

Gly

280

Ile

His

Asn

Phe

Pro

340

Arg

Leu

Tyr

Ser

Ser

420

Ser

Ser

Tyr

Glu

Ser

245

Lys

Thr

Tyr

Gly

Ser

325

Leu

Pro

Pro

Lys

Ser

405

Lys

Thr

Ser

Asgn

Ser

230

Leu

Thr

Phe

Thr

His

310

val

Lys

Ile

Asn

Ala

390

Asn

Gly

His

Pro

Ile

215

Phe

Lys

Leu

Thr

Ser

295

Ile

Phe

Ser

Pro

Gly

375

Val

Gly

Glu

Thr

Glu

200

Arg

Asp

Ile

Pro

Thr

280

Thr

Ser

Cys

Fhe

Glu

360

His

Ile

Lys

Lys

Ser
440

Tyr

Leu

Val

Gln

Pro

265

Asp

Ala

Pro

Lys

Thr

345

Cys

Val

Gln

Tyr

Ser

425

Gly
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Pro

Glu

Glu

Thr

250

Arg

Glu

Gln

val

Thr

330

Ala

Ser

Asp

Tyr

Val

410

Leu

Gly

Gln

Glu

Met

235

Asp

Ile

Ser

Fro

Gln

315

Gly

val

Ile

Tyr

Ser

395

Cys

Fro

Arg

Pro

Gly

220

His

Lys

Glu

Gly

Cys

300

Ala

Phe

Cys

Ile

Ile

380

Cys

Glu

Val

Ile

121

Tyr

205

Phe

Bro

Arg

Thr

Agn

285

Bro

Thr

Glu

Gln

Asp

365

Thr

Glu

Ala

Cys

Ile
445

Pro

Ser

Glu

Glu

Asp

270

His

Asp

Tyr

Leu

Lys

350

Cys

Gly

Glu

Asp

Lys

430

Gly

lys

Ile

Ala

Tyr

255

Ser

Thr

Pro

Val

Leu

335

Asp

Gly

Pro

Thr

Gly

415

Pro

Gly

Leu

Thr

Gln

240

Gly

Asn

Gly

Thr

Leu

320

Gln

Gly

Pro

Glu

Phe

400

Phe

Val

Gln



10

Pro Ala Lys Pro Gly
450

Thr Thr Ala Ala Gly
465

Ala His Ala Val Tyr
485

Arg Met Gly Ile Leu
500

Pro Glu Ala Val Fhe
515

Asp Asn Asp Ile Ala
530

Arg Asn Ile Met Pro
545

Met Lys Thr Asp Phe
565

Lys Gly Phe Leu Ala
580

Asp His Gln Lys Cys
595

Ala Lys Val Thr Val
610

Lys Asp Ser Cys Arg
625

Asn Glu Thr Gln Arg
645

Ile Asn Cys Gly Gly
660

Asn Tyr Ile Pro Trp
675

<210> 14

<211> 354

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

Asp

Ala

470

Gly

Lys

Ile

Leu

Ile

550

Val

Arg

Ala

Asn

Gly

630

Trp

Ser

Ile

Phe

455

Leu

Lys

Arg

His

Ile

535

Cys

Gly

Asn

Thr

Met

€15

Asp

Phe

Glu

Glu

Pro

Ile

Thr

Leu

Glu

520

Lys

Leu

Thr

Leu

Ala

600

Leu

Ser

val

Gln

Asn
680

ES 2 670 668 T3

Trp

His

Glu

Ser

505

Gly

Leu

Pro

Val

Mat

585

Tyr

Cys

Gly

Gly

Tyr

665

Ile

Gln

Asp

Ala

490

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ala

570

Phe

Thr

Ala

Gly

Gly

650

Gly

Ile

val

Asp

475

Met

Ile

Thr

Asn

Lys

555

Gly

val

Lys

Gly

Ala

635

Ile

Val

Asn

Leu
460

Trp

Ser

Tyr

His

Lys

540

Glu

Trp

Asp

Gln

Leu

620

Leu

val

Tyr

Asn

122

Leu

Val

Ser

Thr

Gly

525

Val

aAla

Gly

Ile

Pro

605

ASE

Val

Ser

Thr

Phe
685

Leu

Leu

Leu

Gln

510

Ala

Thr

ala

Leu

Pro

590

Tyr

Arg

Phe

Trp

Lys
670

Gly

Thr

Asp

495

Ala

Gly

Ile

Ser

Thr

575

Ile

Pro

Gly

Leu

Gly

655

Val

Glu

Ala

480

Ile

Trp

Phe

Asn

Leu

560

Gln

Val

Gly

Gly

Asp

640

Ser

Thr



10

15

20

<400> 14
caggtcacct tgaaggagtc tggtecctgtg
acctgcaccg tctctgggtt ctcactcage
cagcceccag ggaaggecct ggagtggett
tacaggacat cgctgaagag caggctcacc
gtccttacaa tgaccaacat ggaccctgtg
cgacgtggag gaattgacta ctggggeocag
<210> 15
<211> 118
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 15
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val
20
Lys Met Gly Val Ser Trp Ile Arg
35 40
Trp Leu Ala His Ile Phe Ser Ser
50 55
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser
65 70
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp
85
Cys Ala Arg Ile Arg Arg Gly Gly
100
Leu vVal Thr val Ser Ser
115
<210> 16
<211> 121
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ile
105

ES 2 670 668 T3

ctggtgaaac
aggggtaaaa
gcacacattt
atctccaagg
gacacagccea

ggaaccctgg

val
10

Leu
Gly Phe
Pro Pro
Glu

Lys

Thr
75

Asp
val

Asp

Asp Tyr

ccacagagac
tgggtgtgag
tttcgagtga
acacctccaa
cgtattactg

tcactgtcte

Val Lys

Ser Leu

30

Gly Lys

45

Ser
60

Ser Lys

Ala

Thr

Trp Gly

123

Pro

Ser

Ala

Tyr Arg

Asn

Thr

Gln
110

cctcacgectg
ctggatccgt
cgaaaaatce
aaaccaggtg
tgcacggata

ctca

Thr
15

Glu
Arg Gly
Leu Glu
Thr Ser
Gln

Val

Tyr
95

Tyr

Gly Thr

60

120

180

240

300

354
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<400> 16
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Thr
20 25 30

Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu
35 40 45

Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala
50 55 60

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75 80

Gln Phe Ser lLeu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val
85 20 95

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Pro Phe Gly Val Pro Phe Asp Ile Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Met Val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 17

<211> 106

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 17

Gln Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Leu Ser Val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Glu Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Ala
20 25 30

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu Val Met Tyr
35 40 45
Gln Asp Lys Gln Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser

50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Asp Ser Ser Thr Ala Val
85 30 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 18
<211> 324

124



10

15

20

25

30

<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 18
tcectatgage tgatacageec acccteggtyg
acctgtgcgg gagacaacct tgggaagaaa
caggceectg tgttggtcat ctatgatgat
ttctectgect ccaactcectgg gaacacggeco
gatgaggccg actattattg tcaggtgtgg
ggagggacca agctcaccgt ccta
<210>19
<211>120
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 19
Ser Tyr Glu Leu Ile Gln Pr¢ Pro
1 5
Thr Ala Thr Ile Thr Cys Ala Gly
20
His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly
35 40
Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly
50 85
Agn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu
65 70
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln
85
Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100
Ser Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
115 120
<210> 20
<211> 262
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

ES 2 670 668 T3

tcagtggcec
cgtgtgcact
agcgaccgge
accctgacca

gacattgcta

val
10

Ser Ser

Asp Asn Leu

25

Gln Ala Pro

Ile Pro Asp

Thr Thr

75

Ile

Val Trp

90

Asp

Leu Thr Val

105

caggacagac
ggtaccagca
cctecagggat
tcactagggg

ctgatcatgt

Val Ala Pro

Gly Lys Lys

30

Val Leu Val

45

Arg Phe

&0
Glu

Arg Gly

Ile ala

Leu Ala

110

125

Ser

Thr

Ala

ggccaccatt
gaggccaggce
cectgaccga
cgaagccggg

ggtcttcgge

Gly Gln

15

Arg Val

Ile Tyr

Ala Ser

Ala Gly

Asp His

95

Ala Gly

60

120

180

240

300

324



<400> 20
Gln vVal
1

Thr Leu

Ser Ala

Trp Leu

val Ser
65

Gln Phe

Tyr Tyr

Gln Gly

Ala Pro
130

Glu Leu
145

Thr Ile

Tyr Gln

Ser Asp

Gly Asn
219

Ala Asp
225

Phe Gly

Gln Lys

<210> 21
<211> 245

Gln

Ser

Ala

35

Gly

val

Ser

Cys

Thr

115

Lys

Ile

Thr

Gln

Arg

195

Thr

Tyr

Gly

Leu

Leu

Leu

20

Arg

Lys

Leu

Ala

100

Met

Leu

Gln

Cys

Arg

180

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ile
260

Gln

Thr

Asn

Thr

Ser

Gln

85

Arg

val

Glu

Fro

Ala

165

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

245

Ser

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Asp

Thr

Glu

Pro

150

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

230

Lys

Glu

Ser

Ala

Ile

Tyr

55

Ile

Asn

Pro

val

Gly
135

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

215

Val

Leu

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Phe

Ser

120

Glu

Val

Asn

Ala

Pro

200

Ile

Trp

Thr

ES 2 670 668 T3

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

val

Gly

105

Ser

Phe

Ser

Leu

Pro

185

Asp

Thr

Asp

val

Gly

10

Gly

Ser

Lys

Asn

Thr

30

val

Lys

Ser

val

Gly

170

val

Arg

Arg

Ile

Leu
250

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Pro

Leu

Glu

Ala

155

Lys

Leu

Phe

Gly

Ala

238

Ala

Vval

Ser

Ser

Tyr

60

Asp

Glu

Phe

Ser

Ala
140

Pro

Tys

val

Ser

Glu

220

Thr

Ala

126

Lys

val

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Asp

Gly

125

Arg

Gly

Arg

Tle

ala

205

Ala

Asp

Ala

Pro

Ser

Gly

Asp

Ser

Thr

Ile

110

Ser

val

Gln

val

Tyr

130

Ser

Gly

His

Gly

Ser

15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala

25

Trp

Ala

Ser

Thr

His

175

Asp

Asn

Asp

val

Ser
255

Gln

Thr

Glu

Ala

Asn

80

val

Gly

Ser

Tyr

Ala
160

Trp

Asp

Ser

Glu

val

240

Glu



10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 21
Gln Val Thr
1

Thr Leu Thr

Lys Met Gly

Trp Leu Ala
50

Leu Lys Ser

Vval Leu Thr

Cys Ala Arg

Leu vVal Thr
115

Leu Glu Glu
130

Gln Pro Pro
145

Cys Ser Gly

Lys Pro Gly

Pro Ser Gly
195

Ala Thr Leu
210

Tyr Cys Gln
225

Lys Leu Thr

Leu

Leu

20

val

His

Arg

Met

Ile

100

val

Gly

Ser

Glu

Gln

180

Ile

Thr

Ala

val

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Arg

Ser

Glu

Leu

Lys

165

Ser

Pro

Ile

Trp

Leu
245

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Arg

Ser

Phe

Ser

150

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp
230

Ser

Thr

Ile

Ser

55

Ile

Met

Gly

Lys

Ser

135

val

Gly

Val

Arg

Gly

215

Ser

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Asp

Gly

Leu

120

Glu

Ser

Asp

Leu

Phe

200

Thr

Ser

ES 2 670 668 T3

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ile

105

Ser

Ala

Pro

Lys

Val

185

Ser

Gln

Thr

val

10

Gly

Pro

Glu

Asp

val

90

Asp

Gly

Arg

Gly

Tyr

170

Met

Gly

Ala

Ala

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Ser

val

Gln

155

Ala

Tyr

Ser

Met

Val
2358

Vval

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Trp

Ala

Gln

140

Thr

Tyr

Gln

Asn

Asp

220

Phe

127

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

125

Pro

Ala

Trp

Asp

Ser

205

Glu

Gly

Pro

Ser

30

Ala

Arg

Asn

Thr

Gln

110

Ala

Val

Ser

Tyr

Lys

190

Gly

Ala

Gly

Thr

15

Arg

Leu

Thr

Gln

Tyr

85

Gly

Pro

Leu

Ile

Gln

175

Gln

Asn

Asp

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Val

Tyr

Thr

Lys

Thr

Thr

160

Gln

Arg

Thr

Tyr

Thr
240



10

15

20

25

<210> 22
<211> 750
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 22
caggtacagc

acctgtgeca
cagtccccat
aatgattatg
cagttctcce
agagatccett
tcaaagettt
cgcgtatcct
accattacct
ccaggccagy
gaccgattcet
gceggggatg
ttcggeggag
<210> 23

<211>735
<212> ADN

tgcagecagte
tetcoggygga
cgagaggcct
cagtatctgt
tgcagctgaa
teggggtace
cagggagtgc
atgagctgat
gtgcgggaga
cccectgtgtt
ctgectecaa
aggccgacta

ggaccaaget

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<220>

aggtccagga
cagtgtetet
tgagtggctg
gaaaagtcga
ctctgtgact
ttttgatatc
atcecgeoceoca
acagccaccec
caaccttggg
ggtcatctat
ctetgggaac
ttattgtcag

caccgtocta

<221> caracteristica miscelanea
<222> (663)..(663)
<223>nesa,c,g,ot

ES 2 670 668 T3

ctggtgaage
agcaccagtyg
ggaaggacat
ataaccatca
cccgaggaca
tggggccaag
aaacttgaag
tcggtgtcag
aagaaacgtg
gatgatagcg
acggacaccaa

gtgtgggaca

cctegeagac
ctgettggaa
actacaggtc
acccagacac
cggctgtgta
ggacaatggt
aaggtgaatt
tggccccagyg
tgcactggta
accggeccte
tgaccatcac

ttgctactga

128

cctectecacte
ctggatcagyg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca
cacecgtetet
ttcagaagca
acagacggec
ccagcagagg
agggatccct
taggggcgaa

tcatgtggte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

750



10

15

ES 2 670 668 T3

<400> 23
caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgtg ctggtgaaac
acctgcaccg tctctgggtt ctcactcagc aggggtaaaa
cagcceoccag ggaaggecet ggagtggett geacacattt
tacaggacat cgctgaagag caggctcacc atctccaagg
gteocttacaa tgaccaacat ggaccctgtyg gacacagcoca
cgacgtggag gaattgacta ctggggccag ggaaccctgg
tcagggagtg catcocgecece aaaacttgaa gaaggtgaat
ccagtgetga ctcageoceccece ctecactgtoce gtgtocccag
tgctctggag agaaattggg ggataaatat gcttactggt
tcccectgtgt tggtcatgta tcaagataaa cagcggecct
tctggctcca actctgggaa cacagccact ctgaccatca
gangctgact attactgtea ggegtgggae ageageactg
aagcetgaceg tocta
<210> 24
<211>125
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 24
Ala vVal Thr Leu Asp Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ala Leu Ser Leu Val Cys Lys Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Gly Tle Asp Asp Asp Gly Ser Gly Thr Arg
50 55
Lys Gly Arg Ala Thr Ile Ser Arg Asp Asn Gly
65 70 75
Leu Gln Leu Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 290
Thr Lys Cys Ala Tyr Ser Ser Gly Cys Asp Tyr
100 105
Asp Ala Trp Gly His Gly Thr Glu val Ile Vval
115 120
<210> 25
<211> 118

ccacagagac
tgggtgtgag
tttecgagtga
acacctccaa
cgtattactg
tcactgtete
tttecagaage
gacagacagc
atcagcagaa
cagggatcce
gocgggaccca

cggtattegy

Gln Thr Pro

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala Pro

60

Gln Ser

Gly Thr

Glu Gly

110

Ser
125

Ser

129

Ser

Glu

Thr

Tyr

Gly

cctecacgetyg
ctggatccgt
cgaaaaatcco
aaaccaggty
tgcacggata
ctcaaagett
acgcgtacag
cagcatcacce
gccaggccag
tgagcgattce
ggctatggat

cggagggace

Gly Gly

Ser Asn

Trp Val

Ala Val

Leu Arg
80

Tyr
85

Cys

Tyr Ile

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

735



10

15

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25
Ala Val Thr Leu Asp
1 5

Gly Leu Ser Leu Val
20

Ala Met Gly Trp Met
35

Ala Gly Ile Arg Ser
50

Lys Gly Arg Ala Thr
65

Leu Gln Leu Asn Asn
85

Thr Arg Ser Gly Asn
100

Glu val Ile val Ser
115

<210> 26

<211>128

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

Glu

Cys

Asp

Ile

70

Leu

val

Ser

Ser

Lys

Gln

Gly
55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Asp

ES 2 670 668 T3

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Ile
105

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Asp

Leu

Phe

Lys

Leu

Gly

75

Thr

Ala

Gln

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Ala

Trp

130

Thr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Thr

Thr

Tyr

His
110

Gly

Ser

Tyr

Ala

val

Phe
85

Gly

Gly

Tyr

val

val

Arg

80

Cys

Thr



10

15

<400> 26
Ala vVal Thr Leu
1

Gly Leu Ser Leu
20

Gln Met Asn Trp
35

Ala Ala Ile Asn
50

Lys Gly Arg Val
65

Leu Gln Leu Ser

Ala Lys Gly Val
100

Asp Thr Ile Asp
115

<210> 27
<211> 107
<212> PRT

Asp

Val

Ile

Arg

Thr

Asn

85

Tyr

Ala

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 27
Ala Leu Thr Gln
1

Lys Ile Thr Cys
20

Gly Trp Tyr Gln
35

Tyr Asp Asn Asp
50

Ser Leu Ser Gly

Asp Asp Glu Ala

Ala Phe Gly Ala
100

<210> 28
<211> 108

Fro

Ser

Gln

Lys

Ser

Val

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Gly

Trp

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

70

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ser

Gly

Ser

Pro

55

Asn

Phe

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Cys

His
120

Val

Gly

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

ES 2 670 668 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Gly

Ser

Ser

25

Gly

Asp

Leu

Gly

Thr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

Ser

Thr

Ala

10

Tyr

Ser

Ile

Thr

Ser

90

val

Leu

Phe

Lys

Gly

Gly

75

Thr

Tyr

Glu

Asn

Ala

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Leu

Gln

Asp

Gly

His

60

Gln

Ala

Ser

val

Leu

Gly

Pro

Ser

60

Thr

Agp

131

Thr

Phe

Leu

45

Gly

Ser

Thr

Cys

Ile
125

Gly

Ser

Val

45

Arg

Gly

bhsn

Pro

Ser

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Cys

110

val

Gly

Tyr

30

Thr

Phe

val

Ser

Gly

15

Ser

Phe

Ala

val

Tyr

85

Gly

Ser

Thr

15

Tyr

val

Ser

Arg

Gly
95

Gly

Tyr

Val

Val

Arg

80

Cys

Val

Ser

val

Tyr

Ile

Gly

aAla

Ala
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15

20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 28

Ala Leu Thr Gln
1

Lys Ile Thr Cys
20

Tyr Gly Trp Tyr
35

Ile Tyr Tyr Asn
50

Gly Ser lLeu Ser
€5

Ala Asp Asp Glu

Ala Ala Phe Gly
100

<210> 29

<211>107

<212> PRT

Pro

Ser

Gln

Asn

Gly

Ala
85

Ala

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 29
Ala Leu Thr Gln
1

Lys Ile Thr Cys
20

Gly Trp Tyr Gln
35

Tyr Tyr Asn Asn
50

Ser Leu Ser Gly
65

Asp Asp Glu Ala

Ala Phe Gly Ala
100

Fro

Ser

Gln

Lys

Ser

Val

85

Gly

Ala

Gly

Gln

Lys

Ser
70

Val

Gly

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

70

Tyr

Thr

Ser

Gly

Lys

Arg

55

Thr

Tyr

Thr

Ser

Gly

Ala

Pro

55

Asn

Phe

Thr

Val

Tyr

Ala

40

Pro

Asn

Phe

Thr

Val

Gly

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

ES 2 670 668 T3

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Ser

Ser

25

Gly

Asp

Leu

Gly

Thr
105

Ala

10

Gly

Gly

Asp

Leu

Gly
20

Thr

Ala

10

Tyr

Ser

Ile

Thr

Ser

val

Asn

Tyr

Ser

Ile

Thr
75

Ser

val

Asn

Ala

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Leu

Pro

Ala

Ala

Pro

60

Ile

Ala

Leu

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp

132

Gly

Gly

Pro

45

Ser

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

45

Arg

Gly

bhsn

Glu

Ser

val

Arg

Gly

Asn

Glu

Tyr

30

Thr

Phe

Val

Ser

Thr

15

Tyr

Thr

Phe

val

Ser
95

Thr

15

Tyr

Leu

Ser

Arg

Gly

Val

Tyr

Leu

Ser

Arg
80

Gly

val

Tyr

Ile

Gly

Ala

80

Ala
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15

20

<210> 30

<211> 126

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 30
Ala Val Thr Leu Asp
1 ]

Ala Leu Ser Leu Val
20

Ala Met His Trp Val
35

Ala Gly Ile Tyr Lys
50

Lys Gly Arg Ala Thr
65

Leu Gln Leu Asn Asn
85

Ala Lys Thr Thr Gly
100

Ile Asp Ala Trp Gly
115

<210> 31

<211>107

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

His

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Arg

Ala

Cys

Thr
120

ES 2 670 668 T3

Gly

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Glu

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ser

val

Leu

Phe

Lys

Asn

Gly

Thr

Gly

Ile

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Gln

Gly

Tyr

val

133

Thr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Arg

Ser
125

Pro

Ser
30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala

110

Ser

Gly
15

Ser

Trp

Ala

val

Tyr

85

Glu

Gly

Tyr

Val

val

Arg

Cys

Tyr



10

15

<400> 31
Ala Leu
1

Lys Ile

Gly Trp

Tyr Tyr
50

Ser Leu
65

Asp Asp

Ala Phe

<210> 32
<211> 126

Thr

Thr

Tyr

35

Asn

Ser

Glu

Gly

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 32

Gln

Cys

20

Gln

Asn

Gly

Ala

Ala
100

Ala vVal Thr Leu

1

Ala Leu

Asp Met

Ala Gly

Val Lys

Arg Leu

Cys Ala

Ile Asp

<210> 33
<211> 107

Ser

val

35

Ile

Gly

Gln

Arg

Ala
115

Leu
20

Trp

Ser

Arg

Leu

Asp

100

Trp

Fro

Ser

Gln

Lys

Ser

Val

85

Gly

Asp

Vval

val

Arg

Ala

Asn

85

Ala

Gly

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asn

Thr

Asn

Gly

His

Ser

Gly

Ala

Pro

55

Asn

Phe

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

Ile

Leu

Gly

Gly

Val

Gly

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Arg

Ser

Thr
120

ES 2 670 668 T3

Ser

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

Thr
105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Arg

Ala

Ala

105

Glu

Ala

10

Tyr

Ser

Ile

Thr

Ser

90

val

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Asp

Glu

20

Tyr

val

Asn

Ala

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Leu

Leu

Phe

Lys

Thr

Asn

Asp

Trp

Ile

Pro

Gly

Pro

Ser

60

Thr

Asp

Gln

Thr

Gly

Glu

Gly

Thr

Phe

val

134

Gly

Ser

Val

45

Arg

Gly

bhsn

Thr

Phe

Leu

45

Tyr

Gln

Ala

Asp

Ser
125

Glu

Tyr

30

Thr

Phe

val

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Ser

Thr

Ala

110

Ser

Thr

15

Tyr

Leu

Ser

Arg

Gly
95

Gly

15

Ser

Phe

Ser

Thr

Tyr

95

Gly

val

Tyr

Ile

Gly

aAla

80

Ala

Gly

Tyr

val

Ala

val

Tyr

Gln



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 33

Ala
1

Lys

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile

Trp

Tyr
50

Leu

Thr

Thr

Tyr
35

Asn

Ser

Gln

Cys
20

Gln

Asn

Pro

Ser

Gln

Lys

Ser

Gly
65

Glu Ala Val

85

Asp Asp

Ala Phe Gly Ala

100

Gly

<210> 34

<211> 36

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 34
Leu Glu Val Thr Cys
1 5

Thr Cys Arg Cys Gly
20

Leu Cys Tyr Gln
35

<210> 35

<211> 36

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

70

Tyr

Thr

Ser

Gly

Ala

Pro

55

Asn

Phe

Thr

Val

Gly

Pro
40

Ser

Thr

Cys

Leu

ES 2 670 668 T3

Ser

Ser
25

Gly

Asp

Leu

Ala
10

Tyr

Ser

Ile

Thr

Asn

Ala

Ala

Pro

Ile

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr

Gly

Ser

Val
45

Arg

Glu

Tyr
30

Thr

Phe

vVal

Gly
75

Ser Ala Asn

90

Gly Asp

Thr
105

val Leu

Ser

Thr
15

Tyr

Leu

Ser

Arg

Gly
95

val

Tyr

Ile

Gly

Ala
80

Ala

Glu Pro Gly Thr Thr Phe Lys Asp Lys Cys Asn

10

15

Ser Asp Gly Lys Ser Ala Phe Cys Thr Arg Lys

25

135

30
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<400> 35
Leu Glu Val Thr Cys Glu Pro Gly Thr Thr Phe Lys Asp Lys Cys Asn
1 5 10 15

Thr Cys Arg Cys Gly Ser Asp Gly Lys Ser Ala Val Cys Thr Lys Leu
20 25 30

Trp Cys Asn Gln
35

<210> 36

<211> 227

<212> PRT
<213> homo sapiens

136



10

<400> 36
Asp Lys
1

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

His Asn
65

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr
130

Leu Thr
145

Trp Glu

val Leu

Asp Lys

His Glu
219

Pro Gly
225

<210> 37
<211> 12

Thr Hig Thr

Ser Val Phe
20

Arg Thr Pro
35

Pro Glu Vval

Ala Lys Thr

Val Ser Val
85

Tyr Lys Cys
100

Thr Ile Ser
115

Leu Pro Pro

Cys Leu Val

Ser Asn Gly
165

Asp Ser Asp
180

Ser Arg Trp
195

Ala Leu His

Lys

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

138

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

ES 2 670 668 T3

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

20

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

170

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

vVal

val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

137

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Leu

Thr

30

val

val

Ser

Leu

ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

1%0

Ser

Ser

Leu

Len

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

vVal

Val

Pro

175

Thr

Val

Leu

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser
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<400> 37

ES 2 670 668 T3

Gly Thr Gly Gly Gly Ser Gly Ser Ser Ser Arg Ser

1

<210> 38
<211>10
<212> PRT

5

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 38

10

Gly Thr Gly Gly Gly Ser Gly Ser Ser Ser

1

<210> 39
<211> 888
<212> ADN

5

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 39
atgtacagga

ctcgaggtga
ggtagcgacyg
gggtcggggt
gaactectgg
atcteececgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca
ccatceceggg
tatccecageg
accacgcctec
gacaagagca
cacaaccact

<210> 40
<211> 275
<212> PRT

tgcaactcet
catgtgaacc
gcaaatcagc
cctcgtcaag
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctcocaaage
aggagatgac
acatcgcegt
ccgtgetgga
ggtggcagca

acacgcagaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

gtcttgecatt
cggtacgacg
gttctgtacc
atctgacaaa
agtcttecte
cacatgegtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcocecgacgge
ggggaacgtc

gagcctctee

10

gcactaagtec
tttaaggata
cggaaattgt
actcacacat
ttccoceccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegtoc
gtctccaaca
cceccgagaac
gtecageetga
agcaatggge
tcettettece
ttctcatget

ctgtctececgg

ttgecacttgt
agtgcaacac
gctaccaggg
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctcce
cacaggtgta
cetgeetggt
agccggagaa
tctacageaa
ccgtgatgca

gtaaatga

138

cacgaatteg
atgtaggtgce
aactggagga
cccagcacct
caccctecatyg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatce
caccctgece
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg

cgaggctctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

888



<400> 40
Leu Glu
1

Thr Cys

Leu Cys

Asp Lys
50

Gly Pro
65

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val
130

Lys Glu
145

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu
210

Val Leu

225

Asp Lys

His Glu

Pro Gly

vVal

Arg

Tyr

35

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

115

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

195

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
275

Thr

Cys

20

Gln

His

val

Thr

Glu

100

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
180

Leu

Agn

Ser

Arg

Leu
260

Cys

Gly

Gly

Thr

Fhe

Fro

85

Vval

Thr

val

Cys

Ser

165

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

245

His

Glu

Ser

Thr

Cys

Leu

70

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

150

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

230

Gln

Asn

Pro

Asp

Gly

Pro

55

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

135

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

215

Ser

Gln

Hisg

Gly

Gly

Gly

40

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

120

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

200

Glu

Phe

Gly

Tyr

ES 2 670 668 T3

Thr

Lys

25

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

105

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
185

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
265

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Lys

val

20

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

170

Met

Pro

Asn

Leu

val

250

Gln

Phe

Ala

Gly

Ala

Pro

75

val

val

Gln

Gln

Ala

155

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

235

Phe

Lys

Lys

Phe

Ser

Pro

60

Lys

Vval

Asp

Tyr

Asp

140

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

220

Ser

Ser

Ser

139

Asp

Cys

Ser

45

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

125

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

205

Thr

Lys

Cys

Leu

Lys

Thr

30

Ser

Leu

Thr

Val

val

110

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
190

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
270

Cys

15

Arg

Arg

Leu

Leu

Ser

95

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

175

val

Val

Pro

Thr

Val

255

Leu

Asn

Lys

Ser

Gly

Met

80

Hisg

val

Tyr

Gly

Ile

160

val

Ser

Glu

Pro

val

240

Met

Ser
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15

20

<210> 41
<211> 888
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 41
atgtacagga

ttggaagtga
ggttcagatg
gggtcgggat
gaactcctgg
atcteccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceeggg
tatccecageg
accacgecte
gacaagagca
cacaaccact

<210> 42
<211> 275
<212> PRT

tgcaactcet
cgtgtgagece
ggaaatecgge
ccagctcaag
ggggacegte
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tectecaaage
aggagatgac
acatcgecgt
ceghbgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

gtcttgecatt
cggaacgaca
ggtctgeaca
atctgacaaa
agtctteecte
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctocgacgge
ggggaacgte

gagcctetee

ES 2 670 668 T3

gecactaagtec
ttcaaagaca
aagctetggt
actcacacat
tteccececceaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtecagegtee
gtcteccaaca
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatggge
tecttettee

ttctcatget

ctgtetecgg

ttgcacttgt
agtgcaatac
gtaaccaggg
geccacegtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tecacegtect
aagccctece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagecaa
ccegtgatgea

gtaaatga

140

cacgaatteg
ttgteggtge
caccggtgga
cocageacct
cacccteoatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agcccoccatce
[sf-Yalalaldle [alels]
caaaggette
caactacaag
gctcacegtyg

cgaggctetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

888



<400> 42
Leu Glu
1

Thr Cys

Trp Cys

Asp Lys
50

Gly Pro
65

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val
130

Lys Glu
145

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu
210

Val Leu

225

Asp Lys

His Glu

Pro Gly

vVal

Arg

Asn

35

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

115

val

Tyxr

Thr

Leu

Cys
195

Ser

Asp

Ser

Ala

Llys
275

Thr

Cys

20

Gln

His

val

Thr

Glu

100

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

180

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
260

Cys

Gly

Gly

Thr

Phe

Pro

85

Val

Thr

Val

Cys

Ser

165

Pro

val

Gly

Asp

Trp

245

His

Glu

Ser

Thr

Cys

Leu

70

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

150

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

230

Gln

Asn

Pro

Asp

Gly

Pro

55

Phe

val

Phe

Pro

Thr

135

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

215

Ser

Gln

His

Gly

Gly

Gly

40

Pro

Pro

Thr

Aszn

Arg

120

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
200

Glu

Phe

Gly

Tyr

ES 2 670 668 T3

Thr

Lys

25

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

105

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

185

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
265

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Lys

val

20

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

170

Met

Pro

Asn

Leu

val

250

Gln

Phe

Ala

Gly

Ala

Pro

75

val

Val

Gln

Gln

Ala

155

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

235

Phe

Lys

Lys

Vval

Ser

Pro

60

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

140

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

220

Ser

Ser

Ser

141

Agp

Cys

Ser

45

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

125

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
205

Thr

Lys

Cys

Leu

Lys

Thr

30

Ser

Leu

Thr

val

Val

110

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

190

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
270

Cys

15

Lys

Arg

Leu

Leu

Ser

95

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

175

Val

val

Pro

Thr

Val

255

Leu

Asn

Leu

Ser

Gly

Met

80

His

val

Tyr

Gly

Ile

160

val

Ser

Glu

Pro

val

240

Met

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la MASP-3, eficaz para inhibir la
activacion del complemento dependiente de la MASP-3, para usar en el tratamiento de un sujeto que padece de
hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), en la que dicho agente inhibidor de la MASP-3 es un anticuerpo
monoclonal de la MASP-3 o un fragmento del mismo que se une especificamente a una porcion de la MASP-3
humana (ID. DE SEC. N.° 8).

2. Una composicién para su uso segun la reivindicacién 1, en la que la composicion comprende, ademas, al menos
uno de los siguientes: un agente inhibidor de la MASP-1, un agente inhibidor de la MASP-2, una combinacién de un
agente inhibidor de la MASP-1 y un agente inhibidor de la MASP-2 y/o un inhibidor terminal del complemento que
inhibe la escision de la proteina del complemento C5.

3. Una composicion para su uso segun la reivindicacion 2, en la que el agente inhibidor de la MASP-1 es al menos
uno de los siguientes:

(i) un anticuerpo monoclonal MASP-1 o un fragmento del mismo, que se une especificamente a una porcion de la ID.
DE SEC. N.° 10;

(ii) un agente inhibidor de la MASP-1 que se une especificamente a una porcion de la MASP-1, con una afinidad al
menos 10 veces mayor que la que presenta para su unién a la MASP-3 (ID. DE SEC. N.° 8) y/o

(iii) un agente inhibidor de la MASP-1 que se une especificamente al dominio de serina proteasa de la MASP-1 (aa
449-694 de la ID. DE SEC. N.° 10).

4. Una composiciéon para su uso segun la reivindicacion 2, en la que el agente inhibidor de la MASP-2 es un
anticuerpo monoclonal de la MASP-2 o un fragmento del mismo, que se une especificamente a una porcion de la ID.
DE SEC. N.° 5.

5. Una composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la composicién aumenta
la supervivencia de los glébulos rojos en un sujeto que exhibe uno o mas sintomas seleccionados del grupo que
consiste en lo siguiente: (i) niveles inferiores a los niveles normales de hemoglobina, (ii) niveles inferiores a los
niveles normales de plaquetas; (iii) niveles superiores a los niveles normales de los insulinocitos y (iv) niveles
superiores a los niveles normales de bilirrubina; opcionalmente, en la que el sujeto se ha sometido con anterioridad a
un tratamiento, o se esta tratando actualmente, con un inhibidor de complemento terminal que inhibe la escisiéon de
la proteina C5 del de complemento.

6. Una composicion para su uso segun la reivindicacion 2, en la que el inhibidor del complemento terminal es un
anticuerpo anti-C5 humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo, o en la que dicho inhibidor es
eculizumab.

7. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo monoclonal de la MASP-3 o un fragmento del
mismo se selecciona del grupo que consiste en lo siguiente: un anticuerpo recombinante, un anticuerpo que tiene
una funcién efectora reducida, un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado o humano.

8. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que la composicion se formula para administracion sistémica, por
ejemplo, para la administracion subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarterial o como un inhalante.

9. Una composicion para su uso segun la reivindicacion 1, que comprende una cantidad de un agente inhibidor de la
MASP-3 eficaz para aumentar la supervivencia de los glébulos rojos en un sujeto que padece de hemoglobinuria
paroxistica nocturna (HPN).

10. Una composicion para su uso segun la reivindicacion 9, que comprende ademas un agente inhibidor de la
MASP-2.
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Supervivencia después de la infeccién con el serogrupo A Z2491 del N. meningitidis
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Anticuerpo anti-MASP2 inhibidor
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Los ratones con deficiencia en MASP-1/3 no presentan deficiencias en la actividad funcional de laLP
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Hemolisis de los RBC murinos recubiertos con manano por el suero humano
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Hemodlisis de los RBC murinos de WT por el suero humano
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Ensayo hemolitico que utiliza RBC de conejo con sueros de ratén WT y MASP-1/3 -
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Deposito de C3b sobre &l 5. Aursusz
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Escision del factor B en respuesta al S. aureus
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Inhibicién parcial de la escision del Pro-Df dependiente de la MASP-3, con
anticuerpos de la MASP-3
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% de lisis de los REC de conejo
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% de lisis de los REC de conejo
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