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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-transglutaminasa 2
La presente invencion se refiere a inhibidores de TG2 y a métodos para proporcionar y usar dichos inhibidores.

La transglutaminasa tipo 2 (TG2; también conocida como transglutaminasa tisular, Tgt) es parte de la familia de las
transglutaminasas de 9 miembros mas amplia que incluye el factor Xllla, que es critico para la coagulacién de la
sangre, asi como la transglutaminasa de queratinocitos (TG1) y la transglutaminasa epidérmica (TG3) que participan
en la diferenciacién terminal del queratinocito. Ademas, existen otros miembros de la familia de TG tales como TG
tipos 4 a 7 donde no se ha identificado funcién definitiva hasta la fecha.

TG2 funciona principalmente como enzima de reticulacion de proteinas catalizando la formacién de enlaces
isodipeptidicos de g(y-glutamil)lisina. La elevada expresion de TG2 conduce a la reticulacion aberrante de proteinas,
que se ha asociado a varias patologias que incluyen diversos tipos de cicatrizaciéon de tejido, formacion de ovillos
neurofibrilares en varios trastornos del cerebro y resistencia a quimioterapia en algunos canceres. TG2 también es
capaz de desamidar proteinas. TG2 desamida gliadina y el complejo TG2/gliadina es el autoantigeno primario en
celiaquia. Ademas, TG2 tiene una funcién de unién a GTP y puede actuar de GTPasa, aunque ésta no se ha
asociado a una funcion patolégica.

La elevada actividad de TG2 se asocia principalmente a cicatrizacion anormal [1] que conduce a fibrosis hepatica [2],
pulmonar [3], del corazén [4] y renal, [5], asi como a aterosclerosis [6]. El proceso de cicatrizacion y fibrosis se
asocia al aumento de sintesis y, lo que es mas importante, la elevada exportacion de TG2 al espacio intersticial. Una
vez fuera de la célula, TG2 es capaz de reticular proteinas de la matriz extracelular (ECM) tales como fibronectina y
colageno [7] por la incorporaciéon de un enlace dipeptidico de g(y-glutamil)lisina [8]. Los estudios han mostrado que
esto puede acelerar la deposicion de componentes de ECM disponibles, mientras que al mismo tiempo confiere
resistencia a la eliminacién proteolitica por el sistema de la metaloproteinasa de matriz (MMP) [9, 10]. Tomado
conjuntamente, esto provoca una acumulaciéon de proteinas de ECM y asi tejido cicatricial [9]. Ademas, TG2 tiene
una funcién emergente en la activacion de TGF-B1 latente en el proceso de cicatrizacion [11] y también se ha
asociado a las vias de activacion de interleucina-6 [12] y del factor de necrosis tumoral o [13].

La inhibicion de TG2 in vitro disminuye los niveles de matriz extracelular [14], mientras que las células derivadas de
ratones inactivados en TG2 tienen niveles mas bajos de ECM madura [9]. La aplicacién in vivo de inhibidores de pan
TG en modelos de enfermedad renal crénica reducen el desarrollo de glomeruloesclerosis vy fibrosis tubulointersticial,
preservando la funcion renal [15, 16].

Se observan beneficios similares en el ratén inactivado en TG2 sometido a obstruccion uretérica unilateral [17].

Existen varias enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la presencia de agregados de proteina en la
region degenerativa del cerebro en las que TG2 participa en su formacion. La mejor caracterizada es la corea de
Huntington. La proteina de Huntington (htt) contiene repeticiones de poliglutamina expandidas en su dominio de
extremo N. Ninguna htt mutante contiene menos de 35 glutaminas consecutivas, mientras que la htt relacionada con
la enfermedad normalmente tiene mas de 40 glutaminas consecutivas que hace que sea un sustrato excelente de
TG2. Posteriormente, se forman agregados insolubles en el estriado y la corteza de pacientes con enfermedad de
Huntington. La frecuencia de agregados se correlaciona bien con la gravedad de la enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer se tipifica por la presencia de placas seniles extracelulares compuestas de proteina 3
amiloide agregada y ovillos neurofibrilares intracelulares que consisten en una forma altamente fosforilada de la
proteina tau. Estas placas contienen grandes cantidades de enlaces isodipeptidicos de €(y-glutamil)lisina.

Finalmente, un distintivo de la enfermedad de Parkinson es la presencia de agregados de alfa-sinucleina llamados
cuerpos de Lewy en el citoplasma de las neuronas afectadas, que nuevamente contienen enlaces isodipeptidicos de
g(y-glutamil)lisina. Todas las proteinas anteriormente mencionadas son buenos sustratos de TG2 in vitro. Ademas, la
region del cerebro afectada contiene mayores niveles de proteina TG2 que las regiones no afectadas del cerebro en
los mismos pacientes. La correlacion entre la especificidad por sustrato de TG2 por proteinas agregadas relevantes
para la enfermedad y los elevados niveles de expresion de TG2 sugieren una funcién para TG2 enzimaticamente
activa en cada enfermedad.

Se ha mostrado que los inhibidores de TG ejercen efectos terapéuticos en miltiples modelos bioldgicos de
enfermedades neurodegenerativas. En un modelo de cultivo celular de enfermedad de Parkinson que transfecta
células COS-7 con alfa-sinucleina y TG2 simultdneamente, agregados covalentes de sinucleina, reminiscentes de
cuerpos de Lewy en enfermedad de Parkinson, forman y dependen de TG2 enzimaticamente activa puesto que el
mutante de TG2 inactivo C277S dej6é de inducir la formacion de agregados. El tratamiento de estas células
cotransfectadas con cistamina redujo significativamente la cantidad de agregados de alfa-sinucleina, asi como el
porcentaje de células que contenian los agregados. Ha habido otros dos informes en los que proteinas con longitud
normal y proteinas de repeticion de poliglutamina expandida, representativas de enfermedades de CAG expandida,
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tales como enfermedad de Huntington, se han transfectado en lineas celulares y mostrado que forman agregados. El
tratamiento de estas lineas celulares con el inhibidor competitivo de TG monodansilcadaverina condujo a una
disminucion en la fragmentacion nuclear, mientras que el tratamiento con cistamina conduce a tanto una disminucion
en la fragmentacion nuclear como una disminucién en la formaciéon de agregados de proteina. Un ejemplo de un
inhibidor de pan TG es cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tiolimidazolio, que esta disponible de Zedira GmbH y se
menciona en varias publicaciones como NTU283 o r283.

La cistamina tiene un beneficioso efecto terapéutico in vivo cuando se dosifica en modelos de ratén de enfermedad
de Huntington. Los ratones R6/2 de Huntington dosificados con cistamina mostraron funcién motora mejorada,
pérdida de peso menos grave y elevada supervivencia en comparacion con controles no tratados. Y, lo que es méas
importante, la actividad de TG2 ex vivo en homogeneizados de cerebro fue mas baja después de la dosificacion con
cistamina al menos 60 min después de la inyeccion. En un modelo de raton diferente de enfermedad de Huntington,
la cepa YAC128, la cistamina fue capaz de disminuir el nivel de atrofia estriatal, pero incapaz de mejorar el peso o la
funcién motora del animal, que indica un efecto beneficioso de la cistamina a nivel celular y tisular, pero no en los
sintomas de la enfermedad.

Probablemente, la evidencia mas convincente de que el beneficioso efecto terapéutico de la cistamina en ratones de
Huntington es independiente de la inhibiciéon de TG2 ha procedido de cruzar el ratén de Huntington R6/2 con el raton
inactivado en TG2 para crear una cepa susceptible a la neurodegeneracion en ausencia de TG2. Cuando los ratones
R6/2 TG2" se trataron con cistamina, la mejora de la funcion motora y el aumento de la esperanza de vida no fueron
estadisticamente diferentes de la mejora observada en ratones R6/2 TG2** tratados con cistamina. Ademas, los
ratones R6/1 y R6/2 TG2 tuvieron niveles elevados de agregados de proteina neuronal en comparacion con los
ratones R6/1 y R6/2 TG2**, que sugiere un mecanismo de agregacion de proteinas independiente de la actividad de
transamidacion de TG2 en estos modelos. Sin embargo, es de notar que los ratones R6/2 TG27- mostraron un
retraso en la aparicion de disfuncion motora y supervivencia mejorada en comparacion con los ratones R6/2 TG2**,
que implica una funcién para TG2 en la patogénesis de la neurodegeneracion en el modelo R6/2.

TG2 también esta fuertemente implicado en celiaquia, que afecta a 1 de cada 100 personas en Europa occidental.
La celiaquia es un trastorno inflamatorio del intestino delgado mediado por linfocitos T causado por una clase de
proteinas llamadas prolaminas encontradas en trigo, cebada y centeno. El alto contenido de prolina y glutamina de
estas proteinas las hace resistentes a las proteasas naturales gastricas, pancreaticas e intestinales, y las peptidasas
durante la digestion. Los fragmentos de péptido resultantes siguen sin ser bien digeridos en el intestino delgado y
acceden a la lamina propia intestinal donde, después de la modificacién por TG2, pueden estimular una respuesta
inmunitaria de linfocitos T que conduce a inflamacién y destruccion de la arquitectura intestinal. TG2 intestinal
desamida los restos de glutamina especificos en los péptidos de prolamina dando restos de glutamato. En individuos
HLA-DQ2/8, estos péptidos modificados se presentan a linfocitos T autorreactivos correspondientes por moléculas
de MHC clase Il. Aunque las prolaminas tienen un alto contenido de glutamina (alrededor 30-35 %), solo algunos de
estos restos de glutamina son elegidos como diana por TG2 humana. Una excelente correlacion entre especificidad
por sustrato de TG2, afinidad de unién a DQ2 y potencial estimulante de linfocitos T de prolaminas tratadas con TG2
sugiere fuertemente que la desamidacion de péptidos esta mediada por TG2 y desempefia una funcion significativa
en determinar la gravedad de enfermedad. Ademas, los pacientes celiacos generan una autorrespuesta de
anticuerpos a complejos de TG2-gliadina. Estos anticuerpos anti-TG2 se encuentran en tanto el intestino delgado,
donde se ha mostrado que se co-localizan con TG2 extracelular, y en la sangre, donde son explotados como un
marcador de diagndstico de enfermedad.

A pesar de la ausencia de modelos animales de celiaquia, experimentos ex vivo indican que la inhibicion de TG2
tiene el potencial de beneficiar a pacientes con celiaquia. El cultivo de pequefias biopsias intestinales de pacientes
celiacos con ya fuera digestos de gluten tratados con TG2 (desamidados) o no tratados con TG2 (no desamidados)
dieron ambos como resultado la generacion de lineas de linfocitos T del paciente que reconocieron
preferencialmente los péptidos de gluten desamidados en vez de los péptidos de gluten no desamidados. Ademas,
el bloqueo de la actividad de TG2 enddgena en las biopsias de celiacos con cistamina mas de la mitad de las lineas
de linfocitos T resultantes tuvo respuestas proliferativas reducidas en comparacién con los controles tratados no con
cistamina. Las lineas celulares no respondieron bien a los digestos no desamidados. Estos resultados implican que
las poblaciones de linfocitos T sensibles al gluten en las biopsias intestinales de celiacos se desvian naturalmente
hacia el reconocimiento de péptidos de gluten desamidados, a diferencia de péptidos no desamidados, que la
actividad de TG2 enddgena en estas biopsias puede dar como resultado la desamidacion de péptidos de gluten in
situ y que el tratamiento de biopsias de celiacos con inhibidores de TG2 puede reducir la respuesta proliferativa de
linfocitos T reactivos con el gluten.

Otro estudio mostré que el inhibidor de pan-TG, el inhibidor de 2-[(2-oxopropil)tio]imidazolio, era capaz de prevenir la
reticulacion in situ de péptidos de gluten con proteinas enddgenas en finas secciones de tejido tomadas tanto de
pacientes con celiaquia como controles. Lo que es mas importante, los autores mostraron que la incubacién de
pequefias biopsias intestinales de celiacos intactas con 2-[(2-oxopropil)tio]imidazolio previno la activacion de
linfocitos T inducida por la forma no desamidada de un péptido de gluten inmunodominante. A diferencia, la
inhibicion de TG fue ineficaz en controlar la activacion de linfocitos T cuando las biopsias se incubaron con la version
desamidada del mismo péptido. Estos resultados sugieren que la inhibicion de TG2 endégena en biopsias de
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pacientes celiacos puede prevenir la desamidacion de péptidos de gluten y, por tanto, reducir la activaciéon de
linfocitos T.

Varias observaciones soportan la hipétesis de que TG2 desempefia una funcién en el desarrollo de ciertos tipos de
cancer. Multiples estudios han mostrado que la proteina TG2 esta regulada por incremento en tejido canceroso con
respecto a tejido sano en canceres tales como glioblastomas, melanomas malignos y adenocarcinomas ductales
pancreaticos, por nombrar algunos. Se ha demostrado una correlacion positiva entre la resistencia quimioterapéutica
y el potencial metastasico de ciertos canceres con niveles de expresion de TG2, mientras que en ciertos tipos de
células se ha mostrado que TG2 ejerce efectos antiapoptdsicos sobre las células, mientras que la regulaciéon por
disminucion de ARNip de niveles de expresion de proteinas TG2 o el tratamiento con inhibidores de TG2 sensibiliza
estas células a la apoptosis. Por otra parte, también hay informes de la regulacion por disminucién de la expresion
de TG2 en ciertos tipos de cancer [18]. Recientemente, se ha mostrado que TG2 es un componente de unién para
GPR56, una proteina regulada por disminucién en células cancerosas altamente metastasicas, sugiriendo que TG2
puede actuar como proteina supresora de tumores mediante su interaccion con GPR56 [18].

Los actuales inhibidores de transglutaminasa se clasifican en 3 clases principales: 1) Inhibidores competitivos de
amina (por ejemplo, cistamina y espermina) que compiten con los sustratos de amina natural; 2) inhibidores
alostéricos reversibles, tales como GTP y una clase recientemente descubierta de compuesto con un esqueleto de
acilhidrazida de tieno[2,3-d]pirimidin-4-ona; y 3) inhibidores irreversibles que incluyen derivados de 2-[(2-
oxopropil)tiolimidazolio (acetilan la cisteina del sitio activo), 3-halo-4,5-dihidroisoxazoles (forman un iminotioéter
estable en el sitio activo) y analogos de carbobenciloxi-L-glutaminilglicina con una variedad de restos reactivos
insertados.

La mayoria se han usado en los sistemas experimentales anteriores y mostraron resultados beneficiosos. Sin
embargo, ninguno de estos inhibidores muestra especificidad por isoformas de TG, ya que todos eligen como diana
la triada catalitica conservada dentro del nucleo catalitico de la familia de la transglutaminasa. Por consiguiente,
todos tienen potencialmente la desventaja de co-inhibicién del factor Xllla, TG1 y TG3, que previene eficazmente su
aplicacion en enfermedad humana debido a los efectos secundarios que se pueden esperar.

El documento de patente WO 2006/100679 describe un anticuerpo anti-TG2 especifico producido por tecnhologia
recombinante de muestras recogidas de tres pacientes celiacos adultos con altos titulos de anticuerpos anti-TG2.

CUB7402 (ab2386) es un anticuerpo comercialmente disponible de Abcam.

Lai et al., 2007; FASEB 21(14):4131-4143 describe la identificacion de dos formas de GTP alternativamente cortadas
y empalmadas independientes de transglutaminasa tisular en leucocitos humanos, musculo liso vascular y células
endoteliales.

El documento de patente WO 2010/113025 describe el diagndstico selectivo de enfermedades autoinmunitarias
inducidas por el gluten por ensayos de unién que utilizan el principal epitope celiaco presente en las proteinas de la
familia de la transglutaminasa.

El documento de patente WO 02/068616 describe la transglutaminasa 6 como un indicador de diagnéstico de
enfermedades autoinmunitarias.

Di Niro et al., 2007; BMC Biotechnology 7(46): 1-10 describe la construcciéon de minianticuerpos para el estudio
in vivo de enfermedades autoinmunitarias humanas en modelos animales.

El documento de patente WO 2010/116196 describe el diagndstico selectivo de enfermedades autoinmunitarias
inducidas por el gluten por ensayos de unién que utilizan el principal epitope celiaco presente en las proteinas de la
familia de la transglutaminasa. El documento de patente documento WO 2010/116196 también describe el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias inducidas por el gluten que inhiben la unién de autoanticuerpos
celiacos por compuestos terapéuticos.

Dada la asociacion de TG2 con numerosos estados de enfermedad y datos convincentes de inhibidores no
especificos, existe una necesidad de inhibidores de TG2 altamente selectivos y de alta eficacia con efectos
inespecificos minimos.

El listado o la discusién de un documente aparentemente previamente publicado en esta memoria descriptiva no
debe ser considerado necesariamente como un reconocimiento de que el documento sea parte del estado de la
técnica o sea conocimiento general comun.

Sumario de la invencién

La presente invenciéon proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
selectivamente a un epitope dentro de la regidén de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2) y que inhibe la
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reticulacion por TG2 humana de lisina y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina, en el que el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende las siguientes secuencias de aminoacidos:

(i) KASQDINSYLT (LCDR1);
LVNRLVD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISTY (HCDR3); o

(i) KASQDINSYLT (LCDR1);
LTNRLMD (LCDR2);

LQYVDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISPY (HCDR3); 0

(iii) KASQDINSYLT (LCDR1);
RTNRLFD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISLY (HCDR3).

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la presente invencion tiene:

(i) una region  variable de la  cadena ligera que  comprende la  secuencia
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYAL
TISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK, y una regidon variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS; o

(i) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFL
LTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK, y una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVS
RDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS; o

(i)  una regidon variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFF
TISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, (o}
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFF
LTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK,

y una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo o un fragmento de union al antigeno del mismo que se une
selectivamente a un epitope dentro de la regidén de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2) y que inhibe la
reticulacion por TG2 humana de lisina y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina, que tiene:

(@) una regidn variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWIGYINPYNDGAKYNE
KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS; o

(b) una region  variable de la cadena ligera  que comprende la secuencia
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK, y una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGFINPYNDGTKYNEKFKGKATL
TSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS; o

() una region variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSG
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SGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK, y una region variable de la cadena pesada
que comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGARYNEKFKGKATLT
SDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS; o

(d)  una regidon variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYS
LTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRITIS
KDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA; o

() una regidon variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYS
LTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA; o

(f) una regién variable de la cadena ligera que  comprende la  secuencia
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPARFSGSLIGDK
AALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVTVLG, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGYINPKNGVIYYNQKFKGKATL
TVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGQGTLVTVSA; o

(99 una regidon variable de la cadena ligera que comprende la  secuencia
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSG
SGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYTFGGGTKLEIK, y una region variable de la cadena pesada
que comprende la secuencia
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWINTSSGVPTYADDFKGRFAF
SLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA.

En una realizaciéon, (a) el anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno del mismo comprende o consiste en un
anticuerpo intacto; (b) el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende o consiste en un
fragmento de unién al antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un fragmento Fv, por ejemplo un fragmento
Fv monocatenario o un fragmento Fv unido por disulfuro; un fragmento Fab; y un fragmento de tipo Fab, por ejemplo
un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)2; (c) el anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno del mismo es una IgG1,
1gG2, 1IgG3 o IgG4; y/o (d) el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo no inhibe la actividad de TG1,
TG3, TG13 y/o TG7.

La presente invencion también proporciona un polinucleétido que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo de la invencion y un resto adicional, por ejemplo un resto facilmente detectable, y/o un resto
directamente o indirectamente citotoxico.

La presente invencion también proporciona una composicién/formulacion farmacéutica que comprende un
anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la presente invencion, o un polinucleétido de la presente
invencién, o un compuesto de la presente invencion, en mezcla con un excipiente, adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, que comprende opcionalmente ademas uno o mas principios activos adicionales,
preferentemente en la que la composicion/formulacion se formula para administracion intravenosa, intramuscular o
subcutanea a un paciente.

La presente invencion también proporciona un kit de partes que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo de la presente invencion, o un polinucledtido de la presente invencién, o un compuesto de la
presente invencion; y un agente adicional.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la presente
invencion, o un polinucledtido de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, para su uso en
medicina.

Ademas, la presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la
presente invencién, o un polinucleétido de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, para su
uso en el tratamiento y/o diagndstico de celiaquia, curacion anormal de heridas, cicatrizacion, cicatrices hipertréficas,
cicatrizacion ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracién macular, psoriasis, enfermedades
relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar
intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, mielofibrosis, fibrosis renal tal como
glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias,
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enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular
espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida,
paralisis espinocerebelosa), glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma
esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena
aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecolégico, sarcoma de Kaposi, enfermedad
de Hansen y/o colitis colagenosa.

La presente invencion también proporciona un método in vitro de reduccion o inhibicidn de la actividad enzimatica de
TG2, comprendiendo el método administrar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun la
presente invencion, o un polinucleétido de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, a una
muestra que comprende TG2, por ejemplo, una muestra de tejido o de células que comprende TG2.

La presente invencion también proporciona un método de producciéon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, comprendiendo el método
expresar un polinucledtido de la presente invencion.

Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
selectivamente a un epitope dentro de la region de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2).

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento se
puede unir selectivamente a un epitope dentro de la region de nucleo de TG2 humana, TG2 de rata y/o TG2 de
raton. La TG2 puede ser TG2 humana.

Las secuencias de aminoacidos completas de TG2 humana, de rata y de ratén se pueden encontrar con los
nimeros de acceso de GenBank NM_004613, NM_019386.2 y NM_009373.3. La parte codificante de estas
secuencias son del siguiente modo:

Secuencia de nucledtidos de TG2 humana:

atggccgaggagctggtecttagagaggtgtgatectggagectyggagaccaatggecgagaccacca
cacggccgacctgtgccgggagaagotggtggtgcgacggggecageccttctggctgacectge
actttgagggccgcaactacgaggccagtgtagacagtcectcaccttcagtgtegtgaceggecca
geccoctagcoccaggaggecgggaccaaggeccgtttteccactaagagatgectgtggaggagggtga
ctggacagccaccgtggtggaccagcaagactgcaccectcectegectgcagetcaccacceccggoeca
acgccccecatcggectgtatcgectecagectggaggecctecactggctaccagggateccagettt
gtgctgggccacttcattttgctcttcaacgecctggtgocccageggatgectgtgtacctggactce
ggaagaggagcggcaggagtatgtcocctcacccagecagggectttatctaccagggetcggeccaagt
tcatcaagaacataccttggaattttgggcagtttgaagatgggatcctagacatctgectgatce
cttctagatgtcaaccoccaagttecctgaagaacgecggccgtgactgctoccegocgeagcagoecc
cgtctacgtgggeccgggtggtgagtggecatggtcaactgecaacgatgaccagggtgtgetgetag
gacgctgggacaacaactacggggacggcgtecageccecatgtectggateggecagegtggacatc
ctgcggcgctggaagaaccacggctgeccagegegtcaagtatggeccagtgectgggtettecgeege
cgtggcctgeacagtgetgaggtgecctgggecatecectacceccgegtegtgaccaactacaactecgy
cccatgaccagaacageaaccttectecatcgagtacttecgecaatgagtttggggagatecaggat
gacaagagcgagatgatctggaacttccactgectgggtggagtecgtggatgaccaggecggacct
gcagccggggtacgagggctggecaggccctggacccaacgocccaggagaagagecgaagggacgt
actgctgtggcccagttcecagttcgtgececatcaaggagggecgacetgagecaccaagtacgatgeg
ccectttgtoctttgeggaggtcaatgecgacgtggtagactggateccageaggacgatgggtetgt
gcacaaatccatcaaccgttccctgatcgttgggctgaagatcagcactaagagegtgggecgag
acgagcgggaggatatcacccacacctacaaatacccagaggggtectcagaggagagggaggcc
ttcacaagggcgaaccacctgaacaaactggecocgagaaggaggagacagggatggccatgecggat
ccgtgtgggccagagcatgaacatgggcagtgactttgacgtctttgecccacatcaccaacaaca
ccgctgaggagtacgtectgecgecctectgetctgtgecccgcaccgtcagetacaatgggatettyg
gggcccgagtgtggcaccaagtacctgcectcaacctcaacctggagectttectetgagaagagegt
tcctetttgcatectetatgagaaataccgtgactgecttacggagtccaacctcatcaaggtge
gggccctecectecgtggagecagttatecaacagectacctgectggectgagagggacctctacctggag
aatccagaaatcaagatccecggatccttggggagecccaagcagaaacgcaagetggtggctgaggt
gtccctgcagaacccgetecctgtggeccectggaaggectgcacecttcactgtggagggggecggec
tgactgaggagcagaagacggtggagatcccagacceccgtggaggcaggggaggaagttaaggtg
agaatggacctgctgccgctccacatgggccetccacaagctggtggtgaacttcgagagegacaa
gctgaaggctgtgaagggcttcecggaatgtcatcattggececcecgectaa
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Secuencia de aminoacidos de TG2 humana:

MAEELVLERCDLELETNGRDHHTADLCREKLVVRRGQPEFWLTLHFEGRNYEASVDSLTES
VVTGPAPSOEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVVDOODCTLSLOLTTPANAPTGLYRLSLE
ASTGYQGSSEVLGHF ILLFNAWCPADAVY LDSEEERQEYVLTQOGEF IYOGSAKF IENI PW
NEGOFEDGILDICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRESPVYVGRVVSGMVNCHNDDOGVLLGR
WDNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCORVEYGQCWVEFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFRCWYESWMTRPDLOPGYEGWQALDPT
POEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGSVHKSINRSL
IVGLKISTKSYGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKERTCHMAMRIRYVG
QSMNMGSDEDVFARITMNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGI LGPECGTKYLLNLNLEPESER
SVPLCILYERKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVINSYLLAERDLYLENFPEIKIRI LGEPKQK
REKLVAEYVSLONPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTVEI PDPVEAGEEVKVRMDLLPLHMG
LHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVIIGPA*

Secuencia de nucleodtidos de TG2 de rata:

Atggccgaggagctgaacctggagaggtgcgatttggagatacaggeccaatggecgtgatcacca
cacggccgacctgtgeccaagagaaactggtgectgcggegaggecagegcttecggctgacactgt
acttcgagggccgtggctatgaggeccagegtggacagacttacatttggtgeccgtgacecggeececa
gatccoccagtgaagaggcagggaccaaggeccgettctecactgtctgacgatgtggaggagggatc
ctggtcagcectotygtgctyggaccaacaggacaatgtectetegectygecagetetgcacecccageca
atgctcecctgttggeccagtaccgecctecagectggagacttctactggectaccaaggecteccagette
atgctgggtcacttcatcecctgectettecaatgecetggtgeccageggatgacgtgtacctagatte
agaggcggagcgccgggaatacgtecteacacagecagggettcatctaccagggctetygtcaagt
tcatcaagagtgtgeccttggaactttgggcagtttgaggatgggatecctggatgectgectgatyg
cttttggatgtgaaccccaagttectgaaggaccgtagecgyggactgectcacgacgcagecagtee
catctatgtgggccgcgtggtgagcggcatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgettetgyg
gtcecgctygggacaacaattatggggacggtatcagteccatggectggattggecagegtyggacatt
ctgcggecgctggaaggaacacggectgtecagcaagtgaagtatggecagtgetgggtgtttgegge
ggtagcctgcacagtgctgecggtgecttggecatcectaccagagtggtgaccaactacaactccg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaacgagtacggggagctggagage
aacaagagcgagatgatctggaatttccactgectgggtggagtcctggatgaccaggccagacct
acagccaggctatgaggggtggcaggceccattgacecccacaccgcaggagaagagcgaaggaacat
actgttgtggcccagtectcagtgcgggccatcaaggagggtgacctgagecaccaagtatgatgeg
tccttegtgtttgeccgaggtcaacgetgatgtggtggactggatececggecagtcagatgggtectgt
gctcaaatccatcaacaattcectggtcgtggggecagaagatcagecactaagagegtgggecgtyg
atgaccgggaggacatcacctatacctacaagtacccagaggggtoceccagaggagagggaagte
ttcaccagagccaaccacctgaacaaactggragagaaagaggagacagygggtggccatgeggat
ccgagtgggggatggtatgagecttgggcaatgactttgacgtgtttgececcacatcggecaacgaca
cctoggagageegtgagtgecegectectgetetgtgececgeactgtecagetacaacggegtgetyg
gggcccgagtgtggcactgaggacatcaacctgaccctggatcecctactectgagaacagecateec
ccttegecatecctectacgagaagtacagecggttgectgaccgagtcaaacctcatcaaggtgecggg
gtctectcgtcgagccagecgectaacagctacctgetggectgagagagatctctacctggagaat
cctgaaatcaagatccecggatecctgggggageccaagcagaaccgeaaactggtggectgaggtgte
cctgaagaacccactttectgattecectgtatgactgtgtettcactgtggagggggetggectga
ccaaggaacagaagtctgtggaggtctcagacecctgtgecagecaggagatgecggtcaaggtgegg
gttgacctgttcccgactgatattggectccacaagttggtggtgaacttccagtgtgacaaget
gaagtcggtcaagggttaccggaatatcatcatcggecccggectaag

Secuencia de aminoacidos de TG2 de rata:

MAEFELNLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGQRFRLTLYFEGRGYEASVDRLTEG
AVTGPDPSEEAGTKARFSLSDDVEEGSWSASVLDOQDNVLSLOLCTPANAPYGQOYRLSLE
TSTGYQGSSFMLGHF I LLINAWCPADDVY LDSEAERREYVLTQQGFIYOGSVEFIKSVEW
NEGOQFEDGILDACLMLLDVNPKFLKDRSRDCSRRSSPIYVGRVVSGMVNCNDDOGVLLGR
WDNNYGDGISPMAWIGSVDI LRRUKEHGCOOVEYGQCWVFAAVACTVLRCLGIFTEVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEYGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQAIDPT
POERSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDASFVFAEVNADVVDHWIRQSDGSVLKSINNSL
VVGOKISTKSVGRDDREDITY TYKYPEGSPEEREVF TRANHLNKLAEKEETGVAMRIRVG
DGMSLGNDEDVEAHIGNDTSESRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENS
IPLRILYEKYSGCLTESNLIKVRGLLVEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRILGE PEQNR
KLVAEVSLENPLSDSLYDCVEFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDAVEVRVDLFPTDIGL
HEKLVVNFQCDELKSVEGYRNIIIGPA*X
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Secuencia de nucledtidos de TG2 de ratén:

atggcagaggagctgctectggagaggtgtgatttggagattcaggccaatggecgtgaccacca
cacggccgacctatgeccaagagaaactggtgetgegtegtggtcagegettocggetgactetgt
acttcgagggcecgtggctacgaggeccagegtggacagectcacgttcggtgetgtgacecggeeeca
gatcccagtgaagaggcagggaccaaggeccgcttctcactgtectgacaatgtggaggagggate
ttggtcagcectcagtgctggaccaacaggacaatgtectcoctegctacagetoetgcacecccageca
atgctcctattggectgtaccgtctecagectagaggettectactggctaccagggecteccagettt
gtgctgggccacttcatcctygctctacaatgectggtgeccagecgatgatgtgtacctagacte
agaggaggagcgacgggaatatgtecttacgcaacagggcttecatctaccaaggetctgtcaagt
tcatcaagagtgtgccttggaactttgggecagttecgaggatggaatcctggatacctgectgatyg
ctcecttggatatgaacceccaagttecctgaagaaccgtagtegggactgectcacgecgecagecagtec
catctatgtgggccgegtggtgagegecatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgettcetgg
geegcectgggacaacaactatggggatggtatcagteccatggectggattggecagtgtggacatt
ctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtacgggecagtgctgggtgtttgeage
ggtggcctgcacagtgctgeggtgectecggecatecectaccagagtggtgaccaactacaactecyg
cccacgaccagaacageaacctgetecatecgagtactteccgaaatgagttecggggagetggagage
aacaagagcgagatgatctggaacttccactgectgggtggagtecctggatgaccaggeccagacct
acagccgggetatgaggggtggcaggecattgaceccacaccacaggagaagagcgaagggacat
actgttgtggcccagtctcagtgegagecatcaaggagggagacectgagtaccaagtatgatgea
cceocttegtgtttgccgaggtcaacgetygatgtggtggactggatecyggcaggaagatgggtetgt
gctcaaatccatcaaccygttecttggtecgtggggcagaagatcagcactaagagtgtgggecgtyg
atgaccgggaggacatcacccatacctacaagtacccagagygggtcacecygaggagagggaagtc
ttcaccaaggccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggccatgegeat
cecgagtgggggacagtatgagecatgggcaacgacttcegacgtgtttgeccacatcggecaacgaca
cectocggagactcgagagtgtegtctectgetetgtgceccgcactgtcagetacaacggggtgetyg
gggcccgagtgtggecactgaggacatcaacctgaccctggatccctactectgagaacageatcece
acttcgaatcctctacgagaagtacagcgggtgcctgacagagtcaaacctcecatcecaaggtgcecggy
gcocttctocatcgaaccagectgccaacagctacctgectggctgagagagatctctacctggagaat
ccecgaaatcaagatccgggtectgggagaacccaagcaaaaccgeaaactyggtggetgaggtgte
cctgaagaacccactttcoccgatececctagtatgactgecatcettcactgtggagggggectggectga
ccaaggagcagaagtctgtggaagtectcagaccececggtgecagegggegatttggtcaaggecacgy
gtcgacctgttececcgactgatattggectoccacaagetggtggtgaacttccagtgtgacaaget
gaagtcggtgaagggttaccggaatgttatcatcggecceggectaa

Secuencia de aminoacidos de TG2 de ratén:

MAEELLLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGOQRFRLTLYFEGRGY
EASVDSLTEFGAVIGPDPSEEAGTKARFSLSDNVEEGSWSASVLDOODNVL
SLOLCTPANAPIGLYRLSLEASTGYQGSSEVLGHF ILLYNAWCPADDVYL
DSEEERREYVLTOQQOGEIYQGSVEFIKSVPWNEGQFEDGILDTCLMLLDMN
PEKFLENRSRDCSRRSSPIYVGRVVSAMYNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGLS
PMAWIGSVDILERWKEHGCOOVREYGQCWVEAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEFGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPG
YEGWQAIDPTPQEKSEGTYCCGFVSVRAIKEGDLSTKYDAPFVEAEVNAD
VVDHIRQEDGSVLKSINRSLYVVGOQRISTKSVGRDDREDITHTYKYPEGSP
EEREVFTEKANHLNKLAEKEETGVAMRIRVGDSMSMGNDEDVEFAHIGNDTS
ETRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDFYSENSIPLRILYEKY
SGCLTESNLIKVRGLLIEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRVLGEPEQNR
KLVAEVSLENPLSDFLYDCIFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDLVEAR
VDLFPTDIGLHELVVNEQCDELKSVKGYRNVIIGPA

Los presentes inventores han producido anticuerpos para TG2 inmunizando ratones con una proteina recombinante
que engloba los aminoacidos 143 a 473 del nucleo de TG2 humana. Se cribaron los hibridomas para la especificidad
e inhibicién de TG2 con cualquier candidato adecuado clonado. Se purificé IgG a partir de estos para calcular la
eficacia y se mapeo el epitope diana cribando una biblioteca de TG2 humana por presentacion en fagos.

El presente enfoque para producir anticuerpos contra TG2 usando una proteina de nucleo TG2 recombinante no se
ha probado antes y condujo sorprendentemente al aislamiento y la caracterizacion de anticuerpos contra TG2 que
fueron altamente selectivos para TG2 y mostraron fuertes caracteristicas inhibidoras. Intentos previos para producir
anticuerpos contra TG2 han conducido al aislamiento de anticuerpos relativamente no selectivos que reaccionan de
forma cruzada con otros miembros de la familia de la transglutaminasa y asi no representarian anticuerpos
prometedores para uso clinico. Los anticuerpos de la presente invencion, por otra parte, son candidatos
prometedores para ensayos clinicos para enfermedades agravadas por o mediadas por actividad de TG2.
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Es sorprendente que el enfoque en la presente solicitud haya conducido a la produccion de anticuerpos muchos mas
eficaces que los previamente producidos. No hubo garantia de que hubiera sido posible producir anticuerpos que
fueran inhibidores de TG2 eficaces inmunizando con la regién de nucleo. Como se indica anteriormente, los
anticuerpos que son inhibidores eficaces pueden no ser suficientemente especificos para TG2 como para ser
usados eficazmente en medicina. Es sorprendente que los anticuerpos contra las regiones divergentes (en
particular, regiones del nucleo que divergen ligeramente entre diferentes miembros de la familia de la
transglutaminasa de TG2) sean inhibidores eficaces y selectivos de TG2.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, los presentes inventores creen que produciendo anticuerpos contra una
proteina mas pequefia que cubre solo el nucleo central, los presentes inventores no solo eliminan algunos de los
epitopes inmunoldgicos favorecidos presentes sobre la proteina de longitud completa, sino que los presentes
inventores también fuerzan al direccionamiento del nucleo. Esto parece aumentar la variedad de anticuerpos
disponibles para la seleccién y proporciona una cobertura mas amplia del ndcleo.

El inmunizar con solo el nucleo de TG2 retir6 mucha de la estructura terciaria de la enzima (en particular los dos
dominios de barril beta del extremo carboxi). Es posible que algunos de los epitopes que quizas puedan estar menos
disponibles o sean inmunogénicos dentro de una molécula de TG2 nativa de longitud completa puedan ser epitopes
mas atractivos con el nucleo en el formato descrito en el presente documento. Los anticuerpos descritos en el
presente documento reconocieron epitopes lineales (es decir, unidos a TG2 en un gel reductor de SDS-PAGE),
mientras que 80 % de los anticuerpos que aislaron previamente los presentes inventores usando TG2 de longitud
completa como inmunogén fueron dependientes de la conformacion. Los presentes inventores fueron capaces de
mostrar que el dominio de nucleo recombinante retuvo la actividad enzimatica, y asi el aislamiento de anticuerpos
inhibidores estuvo probablemente ayudado por la exposicion de epitopes previamente menos favorables localizados
en o cerca del sitio activo. Es interesante y sorprendente que los anticuerpos inhibidores contra TG2 humana se
produjeran inmunizando con el nicleo, dado que la proteina de nucleo recombinante puede no haber demostrado
las mismas caracteristicas de plegamiento que la proteina de longitud completa.

El ndcleo catalitico de TG esta altamente conservado entre miembros de la familia de TG y a través de especies.
Esto sugiere que no solo puede ser técnicamente exigente el desarrollo de no solo inhibidores especificos de
molécula pequefa, sino también de inhibidores basados en anticuerpos. Sin embargo, la presente divulgacion
proporciona anticuerpos que son altamente selectivos. Que esto sea posible puede reflejar el hecho de que existen
algunas regiones dentro del dominio catalitico de TG2 donde existe cierta heterogeneidad. Los presentes
anticuerpos pueden, por tanto, explotar estas pequefas diferencias. La sorprendente selectividad de los presentes
anticuerpos puede permitir el desarrollo de agentes terapéuticos que pueden interferir eficientemente con la
actividad de TG2 y asi proporcionar terapias posiblemente eficaces para afecciones agravadas por o causadas por
la actividad de TG2 donde actualmente no existe opcion terapéutica satisfactoria.

A modo de comparacion, los anticuerpos descritos en el documento de patente WO 2006/100679, que se produjeron
por tecnologia recombinante de muestras de tres pacientes celiacos adultos con altos titulos de anticuerpos anti-
TG2, demostraron ser de baja eficacia cuando se probaron por los presentes inventores (Ejemplo 2). Los
anticuerpos de la presente invencién fueron muy superiores a los del documento de patente WO 2006/100679 en
términos de selectividad por TG2 y en términos de actividad inhibidora. Por ejemplo, los presentes inventores
generaron un fragmento Fab del anticuerpo del documento de patente WO 2006/100679, que se aplicé a la misma
concentracion en ensayos de inhibicion de TG2 que los anticuerpos de la presente invencién. La cantidad de
fragmento Fab de las pruebas fue dos veces en términos molares que la de los anticuerpos de la presente invencion,
pero aun dejaron de mostrar cualquier inhibicion de actividad de TG2. Cuando se probd el anticuerpo de longitud
completa del documento de patente WO 2006/100679 para la inhibicién en el ensayo estandar de incorporacion de
putrescina de los presentes inventores, no se encontrd inhibicion de actividad de TG2. Asi, los métodos de la
presente invencion, y los anticuerpos producidos por los métodos, son superiores a los previamente descritos.

Por "anticuerpo" los presentes inventores incluyen moléculas de anticuerpo sustancialmente intactas, asi como
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos (en los que al menos un aminoacido esta
mutado con respecto a los anticuerpos humanos que existen de forma natural), anticuerpos monocatenarios,
anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas del anticuerpo, cadenas ligeras del anticuerpo, homodimeros y
heterodimeros de cadena pesadas y/o ligeras de anticuerpo, y fragmentos de unién al antigeno y derivados de los
mismos. Los presentes inventores también incluyen variantes, fusiones y derivados de los anticuerpos y sus
fragmentos de union al antigeno de los mismos dentro del significado de los términos "anticuerpo” y "fragmentos de
union al antigeno de los mismos".

El término "anticuerpo” también incluye todas las clases de anticuerpos, que incluyen IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Asi,
el anticuerpo puede ser una molécula IgG, tal como una molécula IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Preferentemente, el
anticuerpo de la invencion es una molécula IgG, o un fragmento de union al antigeno, o variante, fusién o derivado
de la misma. Més preferentemente, el anticuerpo es una molécula IgG2.

Los anticuerpos, composiciones, usos y métodos descritos en el presente documento engloban variantes, fusiones y
derivados de los anticuerpos definidos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, asi como fusiones de
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dichas variantes o derivados, siempre que dichas variantes, fusiones y derivados tengan especificidad de unién por
TG2.

Como los anticuerpos y fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden uno o mas componentes de
polipéptido, variantes, fusiones y derivados del anticuerpo y fragmento de unién al antigeno del mismo como se
define en el presente el documento, se pueden preparar usando los métodos de ingenieria de proteinas y
mutagénesis dirigida al sitio bien conocidos en la técnica usando los polinucleétidos recombinantes (véase ejemplo,
véase Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 32 edicion, Sambrook & Russell, 2001, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

Asi, se pueden preparar variantes, fusiones y derivados del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
como se define en el presente documento, basandose en el componente de polipéptido del anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo.

Por "fusion" los presentes inventores incluyen dicho polipéptido fusionado con cualquier otro polipéptido. Por
ejemplo, dicho polipéptido se puede fusionar con un polipéptido tal como glutation-S-transferasa (GST) o proteina A
para facilitar la purificacion de dicho polipéptido. Los ejemplos de dichas fusiones se conocen bien por los expertos
en la técnica. Similarmente, dicho polipéptido se puede fusionar con una marca de oligo-histidina tal como His6 o
con un epitope reconocido por un anticuerpo tal como el epitope bien conocido Myc-tag. También se incluyen
fusiones con cualquier variante o derivado de dicho polipéptido. Se apreciara que se prefieren las fusiones (o
variantes o derivados de las mismas) que retienen propiedades deseables, tales como tener especificidad de union
por TG2.

La fusion puede comprender o consistir en una porcion adicional que confiere una caracteristica deseable a dicho
polipéptido; por ejemplo, la porcidn puede ser util en detectar o aislar el polipéptido, o promover la captacion celular
del polipéptido. La porcidn puede ser, por ejemplo, un resto de biotina, un resto radiactivo, un resto fluorescente, por
ejemplo, un fluoréforo pequefio o un fluoréforo de proteina verde fluorescente (GFP), como bien se conoce por los
expertos en la técnica. El resto puede ser una marca inmunogénica, por ejemplo, una marca Myc, como se conoce
por los expertos en la técnica, o puede ser una molécula lipéfila o dominio de polipéptido que es capaz de promover
la captacion celular del polipéptido, como se conoce por los expertos en la técnica.

Por "variantes" de dicho polipéptido, los presentes inventores se refieren a un polipéptido en el que en una o mas
posiciones ha habido inserciones, deleciones y/o sustituciones de aminoacidos, ya sea conservativas o no
conservativas, a condicion de que dichos cambios den como resultado una proteina cuyas propiedades basicas, por
ejemplo, propiedades de unién, termoestabilidad, actividad en un cierto intervalo de pH (estabilidad al pH) no han
cambiado significativamente. "Significativamente” en este contexto significa que un experto en la materia diria que
las propiedades de la variante pueden ser todavia diferentes, pero serian obvias con respecto a las de la proteina
original. Asi, los presentes inventores incluyen variantes del polipéptido donde dichos cambios no alteran
sustancialmente la actividad de dicho polipéptido. En particular, los presentes inventores incluyen variantes del
polipéptido donde dichos cambios no alteran sustancialmente la especificidad de union por TG2.

Por "sustituciones conservativas" esta previsto combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn;
Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr.

Dichas variantes se pueden preparar usando los métodos de ingenieria de proteinas y mutagénesis dirigida al sitio.

La variante de polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 75 % de identidad con una
0 mas de las secuencias de aminoacidos dadas en el presente documento, por ejemplo, al menos 80 %, al menos
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas
de las secuencias de aminoacidos especificadas en el presente documento.

Se puede determinar el porcentaje de identidad de la secuencia entre dos polipéptidos usando programas
informaticos adecuados, por ejemplo, el programa GAP del Grupo de Computacion Genética de la Universidad de
Wisconsin y se apreciara que el porcentaje de identidad se calcula en relacién con los polipéptidos cuyas secuencias
se han alineado 6ptimamente.

El alineamiento se puede llevar a cabo alternativamente usando el programa Clustal W (como se describe en
Thompson et al., 1994, Nucl. Acid Res. 22:4673-4680).

Los parametros usados pueden ser del siguiente modo:

- Parametros de alineamiento rapido por pares: tamafio K-tuple (palabra); 1, tamafio de ventana; 5, penalizacién
por hueco; 3, numero de diagonales superiores; 5. Método de puntuacion: x porcentaje.

- Parametros de alineamiento multiple: penalizacion por abertura de hueco; 10, penalizacion por extension de
hueco; 0,05.

- Matriz de puntuacién: BLOSUM.
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Alternativamente, se puede usar el programa BESTFIT para determinar alineamientos locales de secuencias.

El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, variante, fusion o derivado usado en los métodos o usos de la
invencién puede comprender o consistir en uno o mas aminoacidos que se han modificado o derivatizado.

Se pueden lograr derivados quimicos de uno o mas aminoacidos por reaccion con un grupo lateral funcional. Dichas
moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, las moléculas en las que grupos amino libres se han derivatizado
para formar clorhidratos de amina, grupos p-toluenosulfonilo, grupos carboxibenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo,
grupos cloroacetilo o grupos formilo. Se pueden derivatizar grupos carboxilo libres para formar sales, ésteres
metilicos y etilicos u otros tipos de ésteres y hidrazidas. Se pueden derivatizar grupos hidroxilo libres para formar
derivados de O-acilo u O-alquilo. También se incluyen como derivados quimicos los péptidos que contienen
derivados de aminoéacidos que existe de forma natural de los veinte aminoacidos estandar. Por ejemplo: se puede
sustituir 4-hidroxiprolina por prolina; se puede sustituir 5-hidroxilisina por lisina; se puede sustituir 3-metilhistidina por
histidina; se puede sustituir homoserina por serina y ornitina por lisina. Los derivados también incluyen péptidos que
contienen una o mas adiciones o deleciones, en tanto que se mantengan la actividad requerida. Ofras
modificaciones incluidas son amidacion, acilacion de extremos amino (por ejemplo, acetilacion o amidacion con
acido tioglicolico), amidacion del extremo carboxilo (por ejemplo, con amoniaco o metilamina), y modificaciones
terminales similares.

Se apreciara ademas por los expertos en la técnica que también pueden ser Utiles compuestos peptidomiméticos.
Asi, por 'polipéptido’ los presentes inventores incluyen compuestos peptidomiméticos que son capaces de unirse a
un epitope dentro de la region de nucleo de TG2. El término 'peptidomimético’ se refiere a un compuesto que imita la
conformacion y caracteristicas deseables de un péptido particular como agente terapéutico.

Por ejemplo, dicho polipéptido incluye no solo moléculas en la que los restos de aminoacidos se unen por enlaces
peptidicos (-CO-NH-), sino también moléculas en las que se invierte el enlace peptidico. Dichos peptidomiméticos
retro-inversos se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, tales como los descritos en
Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237. Este enfoque implica preparar pseudo-péptidos que contienen
cambios que implican al esqueleto, y no a la orientacion de las cadenas laterales. Los péptidos retro-inversos, que
contienen enlaces NH-CO en lugar de enlaces peptidicos CO-NH, son mucho més resistentes a la protedlisis.
Alternativamente, dicho polipéptido puede ser un compuesto peptidomimético en el que uno o mas de los restos de
aminoacidos se enlazan por un enlace -y(CH2NH)- en lugar del enlace amida convencional.

En una alternativa adicional, se puede prescindir por completo del enlace peptidico, a condiciéon de que se use un
resto conector apropiado que retiene la separacién entre los atomos de carbono de los restos de aminoacidos;
puede ser ventajoso que el resto conector tenga sustancialmente la misma distribuciéon de carga y sustancialmente
la misma planaridad que un enlace peptidico.

Se apreciara que dicho polipéptido se pueda bloquear convenientemente en su extremo N o C para ayudar a reducir
la susceptibilidad a la digestion exo-proteolitica.

También se ha usado una variedad de aminoacidos no codificados o modificados, tales como D-aminoacidos y N-
metilaminoacidos, para modificar péptidos de mamifero. Ademas, se puede estabilizar una supuesta conformacion
bioactiva por una modificacién covalente, tal como ciclacién o por incorporacién de lactama u otros tipos de puentes,
por ejemplo, véanse Veber et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2636 y Thursell et al., 1983, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 111:166.

Un tema comun entre muchas de las estrategias sintéticas ha sido la introduccion de algunos restos ciclicos en una
region estructural basada en péptidos. El resto ciclico restringe el espacio conformacional de la estructura del
péptido y esto da frecuentemente como resultado un aumento de la especificidad del péptido por un receptor
bioldgico particular. Una ventaja afadida de esta estrategia es que la introduccién de un resto ciclico en un péptido
también puede dar como resultado que el péptido tenga una sensibilidad reducida a peptidasas celulares.

Asi, los polipéptidos a modo de ejemplo utiles en los métodos y usos de la invencion comprenden o consisten en
aminoacidos terminales de cisteina. Dicho polipéptido puede existir en una forma ciclica heterodética por formacion
de enlaces disulfuro de los grupos mercapturo en los aminoacidos terminales de cisteina o en una forma homodética
por formacion de enlaces peptidicos de amida entre los aminoacidos terminales. Como se indica anteriormente, el
ciclar péptidos pequefos mediante enlaces disulfuro o amida entre las cisteinas de los extremos N y C puede evitar
los problemas de especificidad y semivida observados algunas veces con los péptidos lineales, disminuyendo la
protedlisis y también aumentando la rigidez de la estructura, que puede dar compuestos de mayor especificidad. Los
polipéptidos ciclados por enlaces disulfuro tienen extremos amino y carboxi libres que todavia pueden ser
susceptibles a la degradacién proteolitica, mientras que los péptidos ciclados por formacién de un enlace amida
entre la amina del extremo N y el carboxilo del extremo C y, por tanto, ya no contienen extremos amino o carboxi
libres. Asi, los péptidos se pueden enlazar ya sea por un enlace C-N o un enlace disulfuro.

La presente invencidon no se limita de ningin modo por el método de ciclacion de péptidos, pero engloba péptidos
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cuya estructura ciclica se puede lograr por cualquier método adecuado de sintesis. Asi, enlaces heterodéticos
pueden incluir, pero no se limitan a, la formacién mediante puentes de disulfuro, alquileno o sulfuro. Los métodos de
sintesis de péptidos ciclicos homodéticos y péptidos ciclicos heterodéticos, que incluyen puentes de disulfuro,
sulfuro y alquileno, se desvelan en el documento de patente US 5.643.872. Otros ejemplos de métodos de ciclacion
se tratan y desvelan en el documento de patente US 6.008.058.

Un enfoque adicional a la sintesis de compuestos peptidomiméticos estabilizados ciclicos es la metatesis con cierre
de anillo (RCM). Este método implica las etapas de sintetizar un precursor de péptido y ponerlo en contacto con un
catalizador de RCM para dar un péptido conformacionalmente restringido. Los precursores de péptido adecuados
pueden contener dos o mas enlaces C-C insaturados. El método se puede llevar a cabo usando técnicas de sintesis
de péptidos en fase sélida. En esta realizacion, el precursor, que se ancla a un soporte sélido, se pone en contacto
con un catalizador de RCM y el producto se escinde entonces del soporte soélido dando un péptido
conformacionalmente restringido.

Otro enfoque, desvelado por D. H. Rich en Protease Inhibitors, Barrett and Selveson, eds., Elsevier (1986), ha sido
para disefiar peptidomiméticos mediante la aplicacion del concepto de analogos del estado de transicion en el
disefio de inhibidores enzimaticos. Por ejemplo, se sabe que el alcohol secundario de estalina imita el estado de
transicion tetraédrico del enlace amida escindible del sustrato de pepsina.

En resumen, las modificaciones terminales son utiles, como se conoce bien, para reducir susceptibilidad por
digestién de proteinasa y, por tanto, para prolongar la semivida de los péptidos en soluciones, particularmente en
liqguidos biolégicos donde pueden estar presentes proteasas. La ciclacion de polipéptidos también es una
modificacion util debido a las estructuras estables formadas por ciclacidon y en vista de las actividades bioldgicas
observadas para los péptidos ciclicos.

Asi, dicho polipéptido puede ser ciclico. Sin embargo, alternativamente, dicho polipéptido puede ser lineal.

Por "se une selectivamente a un epitope dentro de la regién de nucleo de TG2", los presentes inventores entienden
un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que es capaz de unirse selectivamente a un epitope en la
region de nucleo de TG2. Por "capaz de unirse selectivamente" los presentes inventores incluyen dichos restos de
union derivados de anticuerpo que se unen al menos 10 veces mas fuertemente al nucleo de TG2 que a otras
proteinas; por ejemplo, al menos 50 veces mas fuertemente, o al menos 100 veces mas fuertemente. El resto de
union puede ser capaz de unirse selectivamente a un epitope en el nucleo de TG2 en condiciones fisiologicas, por
ejemplo, in vivo.

Dicha especificidad de unién se puede determinar por métodos bien conocidos en la técnica, tales como
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, transferencia Western y
citometria de flujo usando células transfectadas que expresan TG2 o el nucleo de TG2, o un fragmento de la misma.
Los métodos adecuados para medir intensidades relativas de unién incluyen inmunoensayos, por ejemplo, donde el
resto de union es un anticuerpo (véase Harlow & Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Habor
Laboratory Press, New York). Alternativamente, la uniéon se puede evaluar usando ensayos competitivos o usando
analisis Biacore® (Biacore International AB, Suecia).

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencién se una exclusivamente a TG2.

Se apreciara por los expertos en la técnica que la especificidad de unién de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo se confiere por la presencia de regiones determinantes de la complementariedad (CDR) dentro
de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras constituyentes. Como se trata mas adelante, en un
aspecto particularmente preferido de la divulgacion, la especificidad de unién por TG2 se confiere por la presencia
de una o mas de las CDR identificadas. Por ejemplo, las secuencias que pueden comprender o consistir en las
secuencias de CDR de AB-1 VL y VH incluyen KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS,
TISVGGGKTYYPDSVKG y LISLY. En un ejemplo adicional, las secuencias que pueden comprender o consistir en
las secuencias de CDR de BB-7 VL y VH incluyen KASQDINSYLT, LTNRLMD, LQYVDFPYT, SSAMS,
TISSGGRSTYYPDSVKG y LISPY. Las secuencias que pueden comprender o consistir en las secuencias de CDR
de DC-1 VL y VH incluyen KASQDINSYLT, LVNRLVD, LQYDDFPYT, THAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG vy LISTY.
Se prefiere que los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos definidos en el presente
documento comprendan o consistan en las secuencias de CDR, o Secuencias de CDR y flanqueantes, como se
define en la Tabla 24A. Lo mas preferido es que los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos
definidos en el presente documento comprendan o consistan en las secuencias de CDR, o Secuencias de CDR y
flanqueantes, del anticuerpo AB-1, o BB-7 o DC-1 a modo de ejemplo (como se define, por ejemplo, en la
Tabla 24A).

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo retenga la especificidad de unién por TG2
del anticuerpo original. Por "retiene la especificidad de unién" los presentes inventores entienden que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo es capaz de competir para unirse a TG2 con los anticuerpos a modo de
ejemplo de la invencioén, por ejemplo, AB-1, AG-1, AG-9, AH-1, AH-3, BB-7, DC-1, EH-6, JE-12, IA-12, DF-4, DH-2,
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DD-6 y/o DD-9 (véanse los ejemplos adjuntos). Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo se puede unir al mismo epitope sobre TG2 que un anticuerpo que comprende las siguientes secuencias:
KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG y LISLY.

Por "epitope" se pretende significar en el presente documento un sitio de una molécula a la que se une un
anticuerpo, es decir, una region molecular de un antigeno. Un epitope puede ser un epitope lineal, que se determina
por, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos, es decir, la estructura primaria, o un epitope tridimensional, definido
por la estructura secundaria, por ejemplo, plegamiento de una cadena de péptido en hoja beta o hélice alfa, o por la
estructura terciaria, por ejemplo, la forma en la que las hélices u hojas se pliegan o disponen para dar una estructura
tridimensional, de un antigeno.

Se conocen bien en la técnica métodos de determinacién de si un anticuerpo de prueba es capaz de competir por la
unién con el segundo anticuerpo (tales como, por ejemplo, técnicas de ELISA de sandwich o ELISA de sandwich
inverso) y se describen, por ejemplo, en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow & Lane (1988, CSHL, NY, ISBN 0-
87969-314-2).

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, con especificidad de unién por un epitope en la regiéon de
nucleo de TG2, también puede retener una o mas de las mismas propiedades bioldgicas que el anticuerpo original
(tal como los anticuerpos a modo de ejemplo proporcionados en los ejemplos).

Como se ha explicado anteriormente, TG2 es una proteina multifuncional dependiente del calcio que cataliza la
formacion de enlaces isopeptidicos Ne-(y -glutamil)lisina entre los restos de lisina glutamina. TG2 comprende un
dominio de sandwich beta del extremo N que contiene sitios de union (por ejemplo, fibronectina) y secuencias
requeridas para la exportacion de enzimas. Este se enlaza al dominio catalitico de nucleo. Lo central para el dominio
es una triada catalitica que consiste en Cys 277, Asp 358 e His 355, mas varios sitios de unién de calcio putativos.
Este se enlaza al tercer dominio, barril 1 beta, donde reside un sitio de unién a GTP que transporta la enzima con
actividad de GTPasa. El barril 1 beta también contiene un sitio de unién a integrina usado en la adhesioén celular. El
barril 1 beta junto con el cuarto dominio de TG2, barril 2 beta, participan en el cambio conformacional en TG2
requerido para su activacion. En un entorno de alto calcio y bajo GTP, el barril 1 y 2 gira hacia abajo desde la forma
inactiva cerrada y plegada para transportar TG2 con una estructura lineal que abre el nucleo catalitico, permitiendo
la activacion (Pinkas et al. (2007) PLoS Biol. Transglutaminase 2 undergoes a large conformational change upon
activation. 5(12): e327).

Por "la region de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2)" los presentes inventores incluyen una region de TG2 que
comprende la triada catalitica descrita anteriormente, excluyendo el dominio de sandwich beta y los barriles 1 y 2
beta. Preferentemente, la regién de ndcleo comprende o consiste en los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana, o
un fragmento de la misma.

Los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana consisten en la siguiente secuencia:

CPADAVYLDSEEERQEYVLTOQQGFIYQGSAKFIKNI PWNFGOFEDGILDICLILLDVNPK
FLEKNAGRDCSRRSSEPVYVCRVVSGMYVNCNDDOGVLLGRWDNNY GDGVSFMSWIGSVDILR
RWKNHGCORVEYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTINYNSAHDONSNLLIEYFRNEEFGE
IOGDESEMIWNFHCWVE SWMTRPDLOPGYEGWOALDPTPOEKSEGTYCCGPVPVRATIREG
DLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQODDGSVHKSINRSLIVGLKISTKSVGRDEREDITHT
YKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGM

Asi, la region de nucleo puede consistir en los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana. El epitope del anticuerpo
podria asi ser cualquier epitope dentro de la regién definida por los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana. Asi, el
epitope puede ser un fragmento de esta secuencia o podrian estar constituido de diversos restos de aminoacidos
dentro de este fragmento que pueden no ser adyacentes entre si en la estructura primaria de aminoacidos, pero se
localizan entre si en la estructura secundaria, terciaria o incluso cuaternaria de la proteina, como seria entendido por
un experto en la técnica.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se puede unir selectivamente en total o en parte a una
region que comprende los aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana. Esta region (aminoacidos 304 a 326 de TG2
humana) se denomina el grupo 1 en la Figura5 y comprende la secuencia de aminoacidos
AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGD.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se puede unir selectivamente en total o en parte a una

region que comprende los aminoacidos 351 a 365 de TG2 humana. Esta region (aminoacidos 351 a 365 de TG2
humana) se denomina el grupo 2 en la Figura 5 y comprende la secuencia de aminoacidos YEGWQALDPTPQEKS.
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El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se puede unir selectivamente en total o en parte a una
region que comprende los aminoacidos 450 a 467 de TG2 humana. Esta region (aminoacidos 450 a 467 de TG2
humana) se denomina el grupo 3 en la Figura5 y comprende la secuencia de aminoacidos
SEEREAFTRANHLNKLAE.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencién inhiben la actividad de TG2 humana.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacién puede comprender una o mas de las
siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o
RTNRLFD; y/o

LQYDDFPYT; y/o

SSAMS; y/o
TISVGGGKTYYPDSVKG; y/o
LISLY.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender una o mas de las siguientes
secuencias de aminoécidos:

TCKASQDINSYLTWEF; y/o

TLIYRTNRLFDGVP o TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o

YCLQYDDFPYTFG,; y/o

FTLSSSAMSWVR o CXAXXFTLSSSAMSWVR; y/o

WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR 0 WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o
YCAKLISLYWG, en las que X es cualquier aminoacido.

Se considera que las secuencias inmediatamente precedentes comprenden las regiones determinantes de la
complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo AB-1 a modo de ejemplo (véase el
Ejemplo 1) y ciertas variantes humanizadas especificas del anticuerpo AB-1. Un anticuerpo de la divulgacion puede
comprender la secuencia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXEXXXXXXXXXX  XXXXXXLQYDDFPYT; o
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXKXXKXXXXXXF; 0 RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; o
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en las que X es cualquier aminoacido.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender la secuencia de aminoacidos
TCKASQDINSYLTWF o TCKASQDINSYLTWY; y/o LLIYRTNRLFDGVP o SLIYRTNRLFDGVP o
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF o SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o YCLQYDDFPYTFG; y/o
FTFSSSAMSWVR o] CXAXXFTFSSSAMSWVR,; y/o WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o]
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o YCAKLISLYWG, en las que X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno del mismo de la invencion puede tener al menos una region variable
de la cadena ligera que comprende las siguientes secuencias: KASQDINSYLT; y RTNRLFD; y LQYDDFPYT vy al
menos una region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes secuencias: SSAMS; vy
TISVGGGKTYYPDSVKG; y LISLY.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos
una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLE
YEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o}
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK. Estas regiones variables de la cadena ligera
corresponden a las encontradas en el anticuerpo AB-1 a modo de ejemplo (Figuras 7 y 18).

Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una regién
variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos:
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLE
YEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK) o
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLE
YEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1).

En una realizacién particularmente preferida, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos:
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQ
PEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE); o}
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPS
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RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-1_RKJ). Estas secuencias son variantes
humanizadas de las secuencias de la cadena libera de AB-1 proporcionadas anteriormente.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos
una regiébn variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRADNK
NTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRADNKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS. Estas regiones variables de la
cadena pesada corresponden a las encontradas en el anticuerpo AB-1 a modo de ejemplo (Figuras 7 y 18).

Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una regién
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos:
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRADNK
NTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH).

En una realizacion particularmente preferida, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA). Esta secuencia es una variante humanizada
de la secuencia de la cadena pesada de AB-1 proporcionada anteriormente.

Asi, se prevé que en una realizacion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo pueda incluir:

i) al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFF
LTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o}
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFF
LTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK,orEIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQ
QKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

(AB-1_VK), o DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1), o
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFF
TISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE), o

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFF
LTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-1_RKJ); y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTIS
RDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o}
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTIS
RDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS, o]
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), o
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA).

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la divulgacién puede comprender una o mas de las
siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o
LTNRLMD; y/o

LQYVDFPYT; y/o

SSAMS; y/o
TISSGGRSTYYPDSVKG,; y/o
LISPY.

Se considera que las secuencias inmediatamente precedentes comprenden las regiones determinantes de la
complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo BB-7 a modo de ejemplo (véase la
Figura 19). El anticuerpo puede comprender la secuencia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXFXXXXXXXXXXX  XXXXXXLQYVDFPYT; o
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXF; 0 LTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF; o
FXXXXXXXXXXXXXXXXXLQYVDFPYT, en las que X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion puede tener al menos una region variable

de la cadena ligera que comprende las siguientes secuencias: KASQDINSYLT; y LTNRLMD; y LQYVDFPYT, y al
menos una region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes secuencias: SSAMS; y
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TISSGGRSTYYPDSVKG,; y LISPY.

En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLE
HEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK. Esta region variable de la cadena ligera corresponde a la encontrada en
el anticuerpo BB-7 a modo de ejemplo (Figura 19).

En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regidon variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKN
TLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS. Esta region variable de la cadena pesada corresponde a la
encontrada en el anticuerpo BB-7 a modo de ejemplo (Figura 19).

Asi, se prevé que en una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo pueda tener:

i) al menos una regidon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFLL
TISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK; y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVS
RDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS.

Se prevé ademas que en una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo pueda tener:

i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGTDFF
LTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK o
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFL
LTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK; y/o

i) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS o
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVS
RDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS. Estas secuencias corresponden a
variantes humanizadas del anticuerpo BB-7 (véanse las Tablas 23, 24 y 24A).

Un anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede comprender
una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT,; y/o
LVNRLVD; y/o

LQYDDFPYT ylo

THAMS; y/o
TISSGGRSTYYPDSVKG,; y/o
LISTY.

Se considera que las secuencias inmediatamente precedentes comprenden las regiones determinantes de la
complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo DC-1 a modo de ejemplo (véase la
Figura 20). El anticuerpo puede comprender la secuencia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLYNRLYDXXXXXXXXXXXXXXKXAXXXXXXXXXX  XXXXXXLQYDDFPYT o
KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXA; 0 LVNRLVDXXXXXXXXXXXXXXXA; o
AXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en las que X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion puede tener al menos una region variable
de la cadena ligera que comprende las siguientes secuencias: KASQDINSYLT; y LVNRLVD; y LQYDDFPYT, y al
menos una region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes secuencias: THAMS; y
TISSGGRSTYYPDSVKG; y LISTY.

En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo puede tener
al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEY
EDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK. Esta regién variable de la cadena ligera corresponde a la encontrada en el
anticuerpo DC-1 a modo de ejemplo (Figura 20).
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En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regidon variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVK
NTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS. Esta region variable de la cadena pesada corresponde a la
encontrada en el anticuerpo DC-1 a modo de ejemplo (Figura 20).

Asi, se prevé que en una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno del
mismo pueda tener:

i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYAL
TISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK; y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTIS
RDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVS.

Se prevé ademas que en una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo pueda tener:

i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLVYDGVPSRFSGSGSGTDFF
LTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK o
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYAL
TISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y/o

i) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVTVSS
orEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS. Estas secuencias corresponden a las
variantes humanizadas de DC-1 proporcionadas en las Tablas 23, 24 y 24A.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede comprender
una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o

XXNRLXD; y/o

LQYXDFPYT; y/o

XXAMS; y/o

TISXGGXXTYYPDSVKG; y/o

LISXY, en las que X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede comprender
una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(KIQ/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); ylo
(RIL/V/DIA)T/NVIA)N/S)(RIN)L(F/MV/E/Q)(D/T/S); ylo
(L/Q)Q(Y/H)(D/NV/N)(D/T)(F/Y)P(Y/LIW)T; ylo
(SIT)(SIHIY)AMS; ylo
(TIA)IS(V/SIG)(GIS)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; y/o
(L/D)(IG)(SIG)(LIPITIV)Y.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRM
GAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK. Esta regién variable de la cadena ligera corresponde a la encontrada
en el anticuerpo DD-9 a modo de ejemplo (Figura 25).

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una regiébn variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKR
YNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA. Esta region variable de la
cadena pesada corresponde a la encontrada en el anticuerpo DD-9 a modo de ejemplo (Figura 25).

En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener:

i) al menos una regidon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
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QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYS
LTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK; y

ii) al menos una regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRITIS
KDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRME
AEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK. Esta region variable de la cadena ligera corresponde a la encontrada en
el anticuerpo DH-2 a modo de ejemplo (Figura 26).

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una regiébn variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSN
QVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA. Esta region variable de la cadena pesada
corresponde a la encontrada en el anticuerpo DH-2 a modo de ejemplo (Figura 26).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo pueda tener:

i) al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVR
FSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK; y

i) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA.

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo pueda tener:

i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a cualquiera de las secuencias VK proporcionadas en cualquiera de las Figuras 18 a 28;
ylo

ii) al menos una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a cualquiera de las secuencias VH proporcionadas en cualquiera de las Figuras 18 a 28 o
un fragmento, variante o su derivado.

Como se indica anteriormente, se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la descripcion
precedente pueda comprender una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 75 % de identidad con una o
mas de las secuencias de aminoacidos dadas anteriormente, por ejemplo, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos
95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas de las
secuencias de aminoacidos especificadas anteriormente. También se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno pueda comprender hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas inserciones, deleciones, sustituciones
conservativas y/o sustituciones no conservativas.

También se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o

XXNRLXD; y/o

LQYXDFPYT; y/o

XXAMS; y/o

TISXGGXXTYYPDSVKG,; y/o

LISXY, en las que X es cualquier aminoacido.

Se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

K/Q/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); y/o
RIL/V/DIA)(TVIA)N/S)(RIN)L(F/MN/E/Q)(D/T/S); ylo
L/Q)Q(Y/H)(DV/NY(D/T)(F/Y)P(Y/LIW)T; y/o
SIT)(S/HIY)AMS; ylo
TIA)IS(V/SIG)(GIS)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; y/o
L/D)(I/G)(SIG)(LIPITIV)Y.

.~~~ o~~~

Se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:
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KASQDINSYLT; y/o
RTNRLFD; y/o

LQYDDFPYT; y/o

SSAMS; y/o
TISVGGGKTYYPDSVKG; y/o
LISLY.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender una o mas de las siguientes
secuencias de aminoacidos:

TCKASQDINSYLTWEF; y/o

TLIYRTNRLFDGVP o TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o
YCLQYDDFPYTFG,; y/o

FTLSSSAMSWVR o CXAXXFTLSSSAMSWVR; y/o
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o
YCAKLISLYWG, en las que X es cualquier aminoacido.

Se considera ademas que las secuencias precedentes comprenden las regiones determinantes de la
complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo AB-1 ejemplificado.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender la secuencia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXEXXXXXXXXXX  XXXXXXLQYDDFPYT; o
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXF; 0 RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; o
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en las que X es cualquier aminoacido.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender la secuencia de aminoacidos
TCKASQDINSYLTWF o TCKASQDINSYLTWY; y/o LLIYRTNRLFDGVP o SLIYRTNRLFDGVP o
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF o SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o YCLQYDDFPYTFG; y/o
FTFSSSAMSWVR o] CXAXXFTFSSSAMSWVR,; y/o WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o]
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o YCAKLISLYWG, en las que X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion puede tener al menos una region variable
de la cadena ligera que comprende las siguientes CDR: KASQDINSYLT; y RTNRLFD; y LQYDDFPYT, y al menos
una region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes CDR: SSAMS; y TISVGGGKTYYPDSVKG; y
LISLY.

En una realizacién adicional, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo del segundo aspecto puede
tener al menos una regioén variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTI
SSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTI
SSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK,0
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTI

SSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK), o
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTI
SSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1), o}
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE), o

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTI
SSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK(hAB-1_RKJ).

En una realizacion adicional mas del segundo aspecto, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
puede tener al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRD
NAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRD
NAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS, o
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRD
NAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), o}
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA).

La invencién también proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que tiene al menos una
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region variable de la cadena ligera como se integra en el segundo aspecto y al menos una regién variable de la
cadena pesada como se integra en el segundo aspecto.

Para evitar dudas, un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la divulgacién puede comprender
cualquier secuencia de aminoacidos proporcionada en relacién con el primer aspecto. Asi, el anticuerpo o fragmento
de unioén al antigeno del mismo puede incluir cualquier regién VK y/o VK como se ejemplifica en cualquiera de las
Figuras 18 a 28 o Tablas 14 a 24 y 24A, o cualquier variante, fragmento o su derivado.

Ademas, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede ser o comprender cualquier anticuerpo
humanizado o quimérico descrito en el presente documento, en particular, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo puede comprender o consistir en cualquiera de las secuencias proporcionadas en las Tablas 14
a 24y 24A.

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de union al antigeno descrito en el presente documento pueda comprender
una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 75 % de identidad con una o mas de las secuencias de
aminoacidos dadas anteriormente, por ejemplo, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas de las secuencias de aminoacidos
especificadas anteriormente. También se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno pueda
comprender hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas inserciones, deleciones, sustituciones conservativas y/o
sustituciones no conservativas.

En una realizacion preferida de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo puede comprender o consistir en un anticuerpo intacto. Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de union
al antigeno del mismo puede consistir esencialmente en un anticuerpo intacto. Por "consistir esencialmente en" los
presentes inventores entienden que el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo consiste en una
porcién de un anticuerpo intacto suficiente para presentar especificidad de union por TG2.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencion puede ser un anticuerpo que no existen de forma
natural. Por supuesto, si el anticuerpo es un anticuerpo que existe de forma natural, se proporciona en una forma
aislada (es decir, distinto de aquél en el que se encuentra en la naturaleza).

En una realizacion de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
puede comprender o consistir en un fragmento de union al antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un
fragmento Fv; un fragmento Fab; y un fragmento de tipo Fab. En una realizacién adicional, el fragmento Fv puede
ser un fragmento Fv monocatenario o un fragmento Fv unido por disulfuro. En una realizaciéon adicional mas, el
fragmento de tipo Fab puede ser un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)2.

Los dominios pesados (VH) variables y ligeros (VL) variables del anticuerpo participan en el reconocimiento del
antigeno, un hecho reconocido primero por los tempranos experimentos de digestidon con proteasa. La confirmacion
adicional se encontré por "humanizacion" de anticuerpos de roedor. Se pueden fusionar dominios variables de origen
de roedor con dominios constantes de origen humano de forma que el anticuerpo resultante retenga la especificidad
antigénica del anticuerpo emparentado con el roedor (Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-
6855).

Se confiere especificidad antigénica por dominios variables y es independiente de los dominios constantes, como se
conoce de experimentos que implican la expresién bacteriana de fragmentos de anticuerpos, todos los cuales
contienen uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al. (1988)
Science 240, 1041); moléculas Fv (Skerra et al. (1988) Science 240, 1038); moléculas de Fv monocatenario (ScFv)
donde los dominios componentes V1 y VL se enlazan mediante un oligopéptido flexible (Bird et al. (1988) Science
242, 423; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de un solo dominio (dAbs) que
comprenden o que consisten en dominios V aislados (Ward et al. (1989) Nature 341, 544). Una revision general de
las técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de unidn especificos se e
encuentra en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Asi, por "fragmento de union al antigeno" los presentes inventores incluyen un fragmento funcional de un anticuerpo
que es capaz de unirse a TG2.

Los fragmentos de unién al antigeno a modo de ejemplo se pueden seleccionar del grupo que consiste en
fragmentos Fv (por ejemplo, Fv monocatenario y Fv unido por sulfuro) y fragmentos de tipo Fab (por ejemplo,
fragmentos Fab, fragmentos Fab' y fragmentos F(ab)2).

En una realizacién de la invencion, el fragmento de unién al antigeno es un scFv.

Son varias las ventajas de uso de los fragmentos de anticuerpos, en vez de anticuerpos completos. El tamafio mas

pequefio de los fragmentos puede conducir a la mejora de las propiedades farmacolégicas, tales como mejor
penetracion de tejido solido. Ademas, los fragmentos de union al antigeno tales como los fragmentos de anticuerpos
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Fab, Fv, ScFv y dAb se pueden expresar en y secretar de E. coli, que permite asi la facil produccion de grandes
cantidades de dichos fragmentos.

También se incluyen versiones modificadas de anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, por
ejemplo, modificadas por la unién covalente de polietilenglicol u otro polimero adecuado.

Se prefiere particularmente que el anticuerpo o fragmento de unidon al antigeno del mismo sea una molécula
recombinante.

Se conocen bien en la técnica los métodos de generacion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Por ejemplo,
se pueden generar anticuerpos mediante uno cualquiera de varios métodos que emplean induccién de produccion
in vivo de moléculas de anticuerpo, cribado de bibliotecas de inmunoglobulinas (Orlandi. et al., 1989. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 86:3833-3837; Winter et al., 1991, Nature 349:293-299) o generacion de moléculas de anticuerpos
monoclonales por lineas celulares en cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridomas, la
técnica de hibridomas de linfocitos B humanos y la técnica de hibridomas del virus de Epstein-Barr (EBV) (Kohler et
al., 1975. Nature 256:4950497; Kozbor et al., 1985. J. Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al., 1983. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol. 62:109-120).

Convenientemente, la invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo en el que el
anticuerpo es un anticuerpo recombinante (es decir, en el que se produce por medios recombinantes).

En una realizacidon particularmente preferida de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos monoclonales adecuados para antigenos seleccionados se pueden preparar por técnicas
conocidas, por ejemplo, las desveladas en Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press,
1988) y en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, J G R Hurrell (CRC Press, 1982). Se
proporcionan anticuerpos monoclonales a modo de ejemplo de la invencion y métodos adecuados para su
fabricacién en los ejemplos mas adelante.

También se pueden obtener fragmentos de anticuerpos usando métodos bien conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Harlow & Lane, 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, New York). Por
ejemplo, se pueden preparar fragmentos de anticuerpos de la presente invencion por hidrélisis proteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli o células de mamifero (por ejemplo, cultivo de células de ovario de hamster
chino u otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento. Alternativamente, se pueden
obtener fragmentos de anticuerpos por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos por métodos
convencionales.

En una realizacion de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
puede ser un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado.

Se apreciara por los expertos en la técnica que para terapia humana o diagnésticos, se pueden usar anticuerpos
humanizados. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos
quiméricos genéticamente manipulados o fragmentos de anticuerpos que tienen porciones minimas derivadas de
anticuerpos no humanos. Los anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos en los que regiones determinantes de
la complementariedad de un anticuerpo humano (anticuerpo receptor) se sustituyen por restos de una region
determinante de la complementariedad de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata o
conejo que tiene la funcionalidad deseada. En algunos casos, restos de la regién estructural de Fv del anticuerpo
humano se sustituyen por restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden
comprender restos que ni se encuentran en el anticuerpo receptor ni en la region determinante de la
complementariedad importada o secuencias de la region estructural. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todas las regiones determinantes de la complementariedad corresponden a las de un anticuerpo no
humano y todas, o sustancialmente todas, las regiones estructurales corresponden a las de una secuencia consenso
humana relevante. Los anticuerpos humanizados también incluyen dptimamente al menos una porcién de una region
constante de anticuerpo, tal como una region Fc, normalmente derivada de un anticuerpo humano (véanse, por
ejemplo, Jones et al., 1986. Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-329; Presta, 1992, Curr.
Op. Struct. Biol. 2:593-596).

Se conocen bien en la técnica los métodos de humanizacién de anticuerpos no humanos. Generalmente, el
anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él de una fuente que es no humana.
Estos restos de aminoacidos no humanos, frecuentemente denominados restos importados, normalmente se toman
de un dominio variable importado. La humanizacién se puede realizar esencialmente como se ha descrito (véanse,
por ejemplo, Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al., 1988. Nature 332:323-327; Verhoeyen et al.,
1988, Science 239:1534-15361; documento de patente US 4.816.567) sustituyendo regiones determinantes de la
complementariedad humanas con regiones determinantes de la complementariedad de roedor correspondientes. Por
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consiguiente, dichos anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos, en los que sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto se ha sustituido con la secuencia correspondiente de una especie no humana. En
la practica, los anticuerpos humanizados pueden ser normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos
de la region determinante de la complementariedad y posiblemente algunos restos de la region estructural se
sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

También se pueden identificar anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica, que incluyen
bibliotecas de presentacion en fagos (véanse, por ejemplo, Hoogenboom & Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381;
Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581; Cole et al., 1985, en: Monoclonal antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, pp. 77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147:86-95, Soderlind et al., 2000, Nat Biotechnol 18:852-6y el
documento de patente WO 98/32845).

El término "aminoacido", como se usa en el presente documento, incluye los veinte aminoacidos estandar
genéticamente codificados y sus estereoisomeros correspondientes en la forma 'D' (en comparacion con la forma 'L’
natural), omega-aminoacidos distintos de los aminoacidos que existen de forma natural, aminoacidos no
convencionales (por ejemplo, aminoacidos a,a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, etc.) y aminoacidos quimicamente
derivatizados.

Cuando un aminoacido se enumera especificamente, tal como "alanina" o "Ala" o "A", el término se refiere a tanto L-
alanina como D-alanina, a menos que se establezca explicitamente de otro modo. Otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente invencion, en
tanto que se retenga la propiedad funcional deseada por el polipéptido. Para los péptidos mostrados, cada resto de
aminoacido codificado, cuando corresponda, se representa por la designacion de una sola letra, correspondiente a la
denominacién comun del aminoacido convencional.

En una realizacion, los polipéptidos como se define en el presente el documento comprenden o consisten en L-
aminoacidos.

Una vez se obtienen anticuerpos adecuados, se pueden probar para actividad, tal como especificidad de unién o una
actividad biolégica del anticuerpo, por ejemplo, por ELISA, inmunohistoquimica, citometria de flujo,
inmunoprecipitacion, transferencias Western, etc. Se puede probar la actividad biolégica en diferentes ensayos con
lecturas para esa caracteristica particular.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un polinucleétido que codifica un anticuerpo o un
fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion.

Se describe en el presente documento un polinucledtido aislado que comprende o que consiste en las secuencias de
nucleétidos:

i)
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTATCACTTGC
AAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGACC
CTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAA
GATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATG
ACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAATAAAA; y/o

i)
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGACAGGAGGCTG
GAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGCTT
CACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACAC
GGCCATGTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTCTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTC
A.

También se describe en el presente documento un polinucleétido aislado que comprende o que consiste en
cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos enumeradas en cualquiera de las Figuras 18 a 28.

Asi, se describe en el presente documento un polinucleétido aislado que comprende o que consiste en las
secuencias de nucleoétidos:

i
GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCATCATCACTTGC
AAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATTTAACCTGGTTCCAACAGAAACCAGGAAAGTCTCCTAAGACC
CTGATCTATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAA
GAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATGAAGATATGGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTG
ACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA; y/o
i)\GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGT
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GCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAAGAGACTG
GAGTGGGTCGCAACTATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGATT
CACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTGCAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACA
CGGCCATTTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTCCCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCT
CA.

Se describe ademas en el presente documento un polinucledtido aislado que comprende o que consiste en las
secuencias de nucleoétidos:

i)
GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAGAGAGAGTCACTATCACTTGC
AAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGATC
CTGATCTATCTTGTAAATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAA
GATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATG
ACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA; y/o

i)
GAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAAGAGGCTG
GAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGATT
CACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAACTGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACAC
GGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATCAGTACCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTC
A.

El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion inhibe la actividad de TG2. El anticuerpo
de la invencién inhibe la actividad enzimatica de TG2 y asi previene que funcione para reticular restos de lisina y
glutamina con enlaces isopeptidicos Ne-(y-glutamil)lisina. Se prefiere que la actividad enzimatica de TG2 sea
completamente abolida, pero se prevé que la inhibicidon puede ser inhibicidn parcial en casos donde esta inhibicion
parcial sea suficiente para proporcionar un resultado terapéutico o no terapéutico util. El experto seria capaz de
determinar si el grado de inhibicion es eficaz para lograr el resultado deseado.

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo sea especifico para la inhibicién de TG2.
Asi, se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo no inhiba actividad de TG1, TG3,
TG13 y/o TG7. Se prevé que un anticuerpo que inhibe eficazmente actividad de TG2 pero es suficientemente
selectivo de manera que no inhibe significativamente actividad de TG1, TG3, TG13 y/o TG7 pueda ser
particularmente Gtil en medicina. Asi, se prefiere que el anticuerpo inhiba exclusivamente actividad de TG2.

También se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo cuya
unién a TG2 (por ejemplo, TG2 humana) se inhibe o reduce cuando un anticuerpo segun cualquier aspecto
precedente se une a TG2 (por ejemplo, TG2 humana).

Asi, se describe en el presente documento cualquier anticuerpo que se une selectivamente a un epitope dentro de la
region de TG2 de forma que pueda competir con y romper la unidon de cualquier anticuerpo de los aspectos
precedentes.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo de la presente invencién y un resto adicional.

El resto adicional puede ser un resto directamente o indirectamente citotoxico.

Por "directamente citotdxico" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno que en si mismo
es citotoxico. Por "indirectamente citotoxico" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno,
aunque no es en si mismo citotéxico, puede inducir citotoxicidad, por ejemplo, por su acciéon sobre una molécula
adicional o por accion adicional sobre él.

El resto citotéxico se puede seleccionar de, pero no se limita a, el grupo que comprende un agente
quimioterapéutico directamente citotoxico, un polipéptido directamente citotdxico, un resto que es capaz de convertir
un profarmaco relativamente no toxico en un farmaco citotdxico, un radiosensibilizador, un &acido nucleico
directamente citotdxico, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido directamente o indirectamente
citotdxico, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico, o un atomo radiactivo. Se prevé
que el atomo radiactivo pueda ser una cualquiera de fésforo-32, yodo-125, yodo-131, indio-111, renio-186, renio-188
0 itrio-90.

Los agentes quimioterapéuticos citotoxicos, tales como agentes antineoplasicos, incluyen: agentes alquilantes que
incluyen mostazas nitrogenadas tales como mecloretamina (HNz2), ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan (L-sarcolisina)
y clorambucilo; etileniminas y metilmelaminas tales como hexametilmelamina, tiotepa; alquilsulfonatos tales como
busulfan; nitrosoureas tales como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), semustina (metil-CCNU) y estreptozocina
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(estreptozotocina); y triazenos tales como decarbazina (DTIC; dimetiltriazenoimidazol-carboxamida); antimetabolitos
que incluyen analogos de acido félico tales como metotrexato (ametopterina); analogos de pirimidina tales como
fluorouracilo (5-fluorouracilo; 5-FU), floxuridina (fluorodesoxiuridina; FUdR) y citarabina (arabindsido de citosina); y
analogos de purina e inhibidores relacionados tales como mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP), tioguanina (6-
tioguanina; TG) y pentostatina (2'-desoxicoformicina). Productos naturales que incluyen alcaloides de la vinca tales
como vinblastina (VLB) y vincristina; epipodofilotoxinas tales como etopdsido y tenipdsido; antibidticos tales como
dactinomicina (actinomicina D), daunorubicina (daunomicina; rubidomicina), doxorubicina, bleomicina, plicamicina
(mitramicina) y mitomicina (mitomicina C); enzimas tales como L-asparaginasa; y modificadores de la respuesta
bioldgica tales como alfenomas de interferén. Diversos agentes que incluyen complejos de coordinacion de platino
tales como cisplatino (cis-DDP) y carboplatino; antracenodiona tal como mitoxantrona y antraciclina; urea sustituida
tal como hidroxiurea; derivado de metilhidracina tal como procarbazina (N-metilhidracina, MIH); y supresor
adrenocortical tal como mitotano (o,p'-DDD) y aminoglutetimida; taxol y analogos/derivados; vy
agonistas/antagonistas de hormona tales como flutamida y tamoxifeno.

Diversos de estos agentes se han unido previamente a anticuerpos y otros agentes de administracion a sitio diana, y
asi los compuestos de la invencion que comprenden estos agentes pueden ser faciimente preparados por el experto
en la técnica. Por ejemplo, se puede usar conjugaciéon de carbodiimida (Bauminger & Wilchek (1980) Methods
Enzymol. 70, 151-159) para conjugar una variedad de agentes, que incluyen doxorubicina, con anticuerpos.

Los péptidos citotoxicos o restos de polipéptidos incluyen cualquier resto que conduzca a muerte celular. Se
conocen bien en la técnica los restos de péptidos citotdxicos y de polipéptidos e incluyen, por ejemplo, ricina, abrina,
exotoxina de Pseudomonas, factor tisular y similares. También se conocen en la técnica métodos de unién a los
restos de direccionamiento, tales como anticuerpos. El uso de ricina como agente citotdxico se describe en Burrows
& Thorpe (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 8996-9000, y el uso de factor tisular, que conduce a la coagulacion
localizada de la sangre y el infarto de un tumor, se ha descrito por Ran et al. (1998) Cancer Res. 58, 4646-4653 y
Huang et al. (1997) Science 275, 547-550. Tsai et al. (1995) Dis. Colon Rectum 38, 1067-1074 describe la cadena A
de abrina conjugada con un anticuerpo monoclonal. Se describen otras proteinas inactivantes del ribosoma como
agentes citotdxicos en el documento de patente WO 96/06641. También se puede usar exotoxina de Pseudomonas
como resto de polipéptido citotoxico (véase, por ejemplo, Aiello et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 10457-
10461).

También pueden ser Utiles ciertas citocinas, tales como TNFa y IL-2, como agentes citotoxicos.

También pueden ser citotoxicos ciertos atomos radiactivos si se administran en dosis suficientes. Asi, el resto
citotéxico puede comprender un atomo radiactivo que, en uso, administra una cantidad suficiente de radiactividad al
sitio diana de manera que sea citotoxico. Los atomos radiactivos adecuados incluyen fésforo-32, yodo-125, yodo-
131, indio-111, renio-186, renio-188 o itrio-90, o cualquier otro isétopo que emita suficiente energia para destruir las
células vecinas, organulos o acido nucleico. Preferentemente, los isétopos y la densidad de atomos radiactivos en el
compuesto de la invencion son tales que se administra una dosis de mas de 4000 cGy (preferentemente al menos
6000, 8000 o 10000 cGy) al sitio diana y, preferentemente, a las células en el sitio diana y sus organulos,
particularmente el nucleo. El atomo radiactivo se puede unir al anticuerpo de formas conocidas. Por ejemplo, se
puede unir EDTA u otro agente quelante al anticuerpo y se usa para unir '"'In o °0Y. Se pueden marcar restos de
tirosina con 251 o 31|

El resto citotoxico puede ser un polipéptido indirectamente citotéxico adecuado. En una realizacién particularmente
preferida, el polipéptido indirectamente citotoxico es un polipéptido que tiene actividad enzimatica y puede convertir
un profdrmaco relativamente no téxico en un farmaco citotoxico. Cuando el resto de direccionamiento es un
anticuerpo, este tipo de sistema se denomina frecuentemente ADEPT (terapia de enzima-profarmaco dirigido a
anticuerpo). El sistema requiere que el resto de direccionamiento localice la porcién enzimatica en el sitio deseado
en el cuerpo del paciente (es decir, el sitio que expresa MR, tal como nuevo tejido vascular asociado a un tumor) y
después de dejar el tiempo para que la enzima localice el sitio, administrar un profarmaco que es un sustrato para la
enzima, siendo el producto final de la catalisis un compuesto citotdxico. El objeto del enfoque es maximizar la
concentracion de farmaco en el sitio deseado y minimizar la concentracion de farmaco en tejidos normales (véase
Senter, P.D. et al. (1988) "Anti-tumor effects of antibody-alkaline phosphatase conjugates in combination with
etoposide phosphate" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4842-4846; Bagshawe (1987) Br. J. Cancer 56, 531-2;
y Bagshawe, K.D. et al. (1988) "A cytotoxic agent can be generated selectively at cancer sites" Br. J. Cancer. 58,
700-703.)

La sustancia citotdxica puede ser cualquier farmaco antineoplasico existente tal como un agente alquilante; un
agente que se intercala en ADN; un agente que inhibe cualquier enzima clave tal como dihidrofolato reductasa,
timidina sintetasa, ribonucleétido reductasa, nucledsido cinasas o topoisomerasa; o un agente que efectia la muerte
celular interaccionando con cualquier otro constituyente celular. El etopdsido es un ejemplo de un inhibidor de la
topoisomerasa.

Los sistemas de profarmaco informados incluyen: un profarmaco de mostaza de fenol activado por una (-
glucuronidasa de E. coli (Wang et al., 1992 y Roffler et al., 1991); un profarmaco de doxorubicina activado por una 3-
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glucuronidasa humana (Bosslet et al., 1994); profarmacos de doxorubicina adicionales activados por a-galactosidasa
de grano de café (Azoulay et al., 1995); profarmacos de daunorubicina, activados por a-D-galactosidasa de grano de
café (Gesson et al., 1994); un profarmaco de 5-fluorouridina activado por una pB-D-galactosidasa de E. coli (Abraham
et al., 1994); y profarmacos de metotrexato (por ejemplo, metotrexato-alanina) activados por carboxipeptidasa A
(Kuefner et al., 1990, Vitols et al., 1992 y Vitols et al., 1995). Estos y otros se incluyen en la Tabla 1.

Tabla 1

Enzima

Profarmaco

Carboxipeptidasa G2

Derivados de mostazas de &cido L-glutdmico y acido benzoico, mostazas de anilina,
mostazas de fenol y mostazas de fenilendiamina; derivados fluorados de estos

Fosfatasa alcalina

Fosfato de etopésido

Fosfato de mitomicina

Beta-glucuronidasa

Mostaza de p-hidroxianilina-glucurénido

Epirubicina-glucurénido

Penicilina-V-amidasa

Adriamicina-N-fenoxiacetilo

Penicilina-G-amidasa

N-(4'-hidroxifenilacetil)palitoxina

Doxorubicina y melfalan

Beta-lactamasa

Mostaza nitrogenada-p-fenilendiamina de cefalosporina; derivados de doxorubicina;
derivado de vinblastina-cefalosporina, mostaza de cefalosporina; un derivado de taxol

Beta-glucosidasa

Acido cianofenilmetil-beta-D-gluco-piranosidurénico

Nitrorreductasa

5-(Azaridin-1-il-)-2,4-dinitrobenzamida

5-Fluorocitosina
Metotrexato-alanina

Citosina desaminasa
Carboxipeptidasa A

(Esta tabla esta adaptada de Bagshawe (1995) Drug Dev. Res. 34, 220-230, de la que se pueden obtener las
referencias completas para estos diversos sistemas; el derivado de taxol se describe en Rodrigues, M.L. et al. (1995)
Chemistry & Biology 2, 223).

Las enzimas adecuadas para formar parte de la porcidon enzimatica de la invencién incluyen: exopeptidasas, tales
como carboxipeptidasas G, G1 y G2 (para profarmacos de mostazas glutamilada), carboxipeptidasas A y B (para
profarmacos basados en MTX) y aminopeptidasas (para profarmacos de 2-a-aminocil MTC); endopeptidasas, tales
como, por ejemplo, trombolisina (para profarmacos de trombina); hidrolasas, tales como fosfatasas (por ejemplo,
fosfatasa alcalina) o sulfatasas (por ejemplo, arilsulfatasas) (para profarmacos fosfilados o sulfatados); amidasas,
tales como amidasas de penicilina y arilacilamidasa; lactamasas, tales como B-lactamasas; glucosidasas, tales como
B-glucuronidasa (para antraciclinas de B-glucuronomida), a-galactosidasa (para amigdalina) y B-galactosidasa (para
antraciclina de B-galactosa); desaminasas, tales como citosina desaminasa (para 5FC); cinasas, tales como
urocinasa y timidina cinasa (para ganciclovir); reductasas, tales como nitroreductasa (para CB1954 y analogos),
azoreductasa (para mostazas de azobenceno) y DT-diaforasa (para CB1954); oxidasas, tales como glucosa oxidasa
(para glucosa), xantina oxidasa (para xantina) y lactoperoxidasa; DL-racemasas, anticuerpos cataliticos y
ciclodextrinas.

El profarmaco es relativamente no téxico en comparaciéon con el farmaco citotdxico. Normalmente, tiene menos de
10 % de la toxicidad, preferentemente menos de 1 % de la toxicidad, como se mide en un ensayo de citotoxicidad in
vitro adecuado. Es probable que el resto que es capaz de convertir un profarmaco en un farmaco citotoxico sea
activo en aislamiento del resto del compuesto, pero solo es necesario que sea activo cuando (a) esté en
combinacién con el resto del compuesto y (b) el compuesto se una a, sea adyacente a o sea internalizado en células
diana.

Cuando cada resto del compuesto es un polipéptido, las dos porciones se pueden unir juntas por cualquiera de las
formas convencionales de reticulacion de polipéptidos, tales como las generalmente descritas en O'Sullivan et al.
(1979) Anal. Biochem. 100, 100-108. Alternativamente, el compuesto se puede producir como un compuesto de
fusion por técnicas de ADN recombinante por las cuales una longitud de ADN comprende regiones respectivas que
codifican los dos restos del compuesto de la invencién, ya sean adyacentes entre si o separadas por una region que
codifica un péptido conector que no destruye las propiedades deseadas del compuesto. Posiblemente, las dos
porciones del compuesto se pueden solapar completa o parcialmente.

El resto citotdxico puede ser un radiosensibilizador. Los radiosensibilizadores incluyen fluoropirimidinas, analogos de
timidina, hidroxiurea, gemcitabina, fludarabina, nicotinamida, pirimidinas halogenadas, 3-aminobenzamida, 3-
aminobenzodiamida, etanixadol, pimonidazol y misonidazol (véanse, por ejemplo, McGinn et al. (1996) J. Natl.
Cancer Inst. 88, 1193-11203; Shewach & Lawrence (1996) Invest. New Drugs 14, 257-263; Horsman (1995) Acta
Oncol. 34, 571-587; Shenoy & Singh (1992) Clin. Invest. 10, 533-551; Mitchell et al. (1989) Int. J. Radiat. Biol. 56,
827-836; lliakis & Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 1235-1241; Brown (1989) Int. J. Radiat.
Oncol. Biol. Phys. 16, 987-993; Brown (1985) Cancer 55, 2222-2228).

Por tanto, la administracion de genes a células puede radiosensibilizarlas, por ejemplo, la administraciéon del gen p53

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 856 T3

o ciclina D (Lang et al. (1998) J. Neurosurg. 89, 125-132; Coco Martin et al. (1999) Cancer Res. 59, 1134-1140).

El resto adicional puede ser uno que se vuelve citotdxico, o libera un resto citotdxico, tras la irradiacion. Por ejemplo,
el isétopo de boro-10, cuando se irradia apropiadamente, libera particulas a que son citotdxicas (véanse, por
ejemplo, el documento de patente US 4.348.376 de Goldenberg; Primus et al. (1996) Bioconjug. Chem. 7, 532-535).

Similarmente, el resto citotéxico puede ser uno que es Util en terapia fotodinamica, tal como fotofrina (véase, por
ejemplo, Dougherty et al. (1998) J. Natl. Cancer Inst. 90, 889-905).

El resto citotoxico puede ser una molécula de acido nucleico que es directamente o indirectamente citotoxica. Por
ejemplo, la molécula de &cido nucleico puede ser un oligonucledtido antisentido que, tras la localizacién en el sitio
diana, es capaz de entrar en las células y conducir a su muerte. El oligonucleétido, por tanto, puede ser uno que
previene la expresion de un gen esencial, 0 uno que conduce a un cambio en la expresion génica que provoca
apoptosis.

Ejemplos de oligonucledtidos adecuados incluyen los dirigidos a bcl-2 (Ziegler et al. (1997) J. Natl. Cancer Inst. 89,
1027-1036), y ADN polimerasa a y topoisomerasa lla (Lee et al. (1996) Anticancer Res. 16, 1805-1811.

Pueden ser Utiles los acidos nucleicos peptidicos en lugar de los acidos nucleicos convencionales (véase Knudsen &
Nielsen (1997) Anticancer Drugs 8, 113-118).

En una realizacion del compuesto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo vy el
resto citotoxico pueden ser polipéptidos que estan fusionados. Asi, se describe en el presente documento un
polinucledtido que codifica dicho compuesto.

En una realizaciéon adicional, el resto adicional puede ser un resto facilmente detectable. Se prevé que el resto
facilmente detectable pueda comprender una cantidad adecuada de uno cualquiera de yodo-123, yodo-131, indio-
111, fldor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, tecnecio-99m, gadolinio, manganeso o hierro.

Por un "resto facilmente detectable" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno que,
cuando se localiza en el sitio diana tras la administracién del compuesto de la invencién a un paciente, se puede
detectar, normalmente no invasivamente desde el exterior del cuerpo y localizar el sitio de la diana. Asi, los
compuestos de esta realizacion de la invencion son Utiles en obtencién de imagenes y diagnostico.

Normalmente, el resto facilmente detectable es o comprende un atomo radiactivo que es util en obtencion de
imagenes. atomos radiactivos adecuados Los incluyen tecnecio-99m o yodo-123 para estudios escintigraficos. Otros
restos facilmente detectables incluyen, por ejemplo, etiquetas de espin para imagen por resonancia magnética (IRM)
tales como yodo-123 otra vez, yodo-131, indio-111, fluor-19, carbono-13, nitrdgeno-15, oxigeno-17, gadolinio,
manganeso o hierro. Claramente, el compuesto de la invencién debe tener suficiente de los isétopos atdmicos
apropiados con el fin de que la molécula sea facilmente detectable.

Se pueden incorporar radiomarcas u otras marcas en el compuesto de la invencion de formas conocidas. Por
ejemplo, si el anticuerpo es un polipéptido se puede biosintetizar o se puede sintetizar por sintesis quimica de
aminoacido usando precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de
hidrégeno. Marcas tales como %mTc, 123], 186Rh, 88Rh y ''In se pueden unir, por ejemplo, mediante restos de
cisteina en el anticuerpo. El itrio-90 se puede unir mediante un resto de lisina. Se puede usar el método IODOGEN
(Fraker et al. (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57) para incorporar yodo-123. La referencia
("Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy", J-F Chatal, CRC Press, 1989) describe otros métodos con detalle.

Se describe en el presente documento un vector que comprende cualquier polinucleétido de la invencion.

Los plasmidos de vectores procariotas tipico son: pUC18, pUC19, pBR322 y pBR329 disponibles de Biorad
Laboratories (Richmond, CA, EE.UU.); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 y pRIT5 disponibles de Pharmacia
(Piscataway, NJ, EE.UU.); vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A,
pNH46A disponibles de Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.).

Un plasmido de vector tipico de células de mamifero es pSVL disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, EE.UU.).
Un ejemplo de un vector de expresion de mamifero inducible es pMSG, también disponible de Pharmacia
(Piscataway, NJ, EE.UU.).

Los vectores de levadura plasmidicos utiles son pRS403-406 y pRS413-416 y generalmente estan disponibles de
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.). Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son
plasmidos de integracion en levadura (Ylps) e incorporan los marcadores de seleccién de levadura HIS3, TRP1,
LEU2 y URAS3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos centromeros de levadura (YCps).

Se pueden usar métodos bien conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
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contienen la secuencia codificante y, por ejemplo, controles transcripcionales o traduccionales apropiados.

Ademas, se describe en el presente documento una célula hospedadora que comprende cualquier polinucleétido o
vector descrito en el presente documento.

Se conocen muchos sistemas de expresion, que incluyen sistemas que emplean: bacterias (por ejemplo, E. coli y
Bacillus subtilis) transformadas con, por ejemplo, bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN de
plasmido o césmido; levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) transformadas con, por ejemplo, vectores
de expresion en levadura; sistemas de células de insecto transformados con, por ejemplo, vectores de expresion
virales (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células de planta transfectados con, por ejemplo, vectores de
expresion virales o bacterianos; sistemas de células de animal transfectadas con, por ejemplo, vectores de
expresion de adenovirus.

Los vectores pueden incluir un replicon procariota, tal como Col E1 ori, para propagacién en un procariota, aunque el
vector se use para la expresion en otros tipos de células no procariotas. Los vectores también pueden incluir un
promotor apropiado tal como un promotor procariota capaz de dirigir la expresion (transcripcion y traduccion) de los
genes en una célula hospedadora bacteriana, tal como E. coli, transformada con ellos.

Un promotor es un elemento de control de la expresién formado por una secuencia de ADN que permite que ocurra
la union y la transcripcion de ARN polimerasa. Las secuencias promotoras compatibles con hospedadores
bacterianos a modo de ejemplo normalmente se proporcionan en vectores plasmidicos que contienen sitios de
restriccion convenientes para la insercidon de un segmento de ADN descrito en el presente documento.

Se puede expresar el polinucleétido en una célula hospedadora adecuada para producir el anticuerpo o compuesto
de la invencidn. Asi, el polinucleétido se puede usar segun técnicas conocidas, apropiadamente modificadas en vista
de las ensefianzas contenidas en el presente documento, para construir un vector de expresién, que entonces se
usa para transformar una célula hospedadora apropiada para la expresién y produccion del anticuerpo o compuesto
de la invencion. Dichas técnicas incluyen las desveladas en las patentes de EE.UU. N° 4.440.859; 4.530.901;
4.582.800; 4.677.063; 4.678.751; 4.704.362; 4.710.463; 4.757.006; 4.766.075; y 4.810.648.

El polinucledtido se puede unir a una amplia variedad de otras secuencias de ADN para introduccion en un
hospedador apropiado. EI ADN acompafante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de introduccion
del ADN en el hospedador, y si se desea mantenimiento episémico o integracion.

Generalmente, el polinucleétido se inserta en un vector de expresién, tal como un plasmido, en orientacion
adecuada y marco de lectura correcto para la expresion. Si fuera necesario, el ADN se puede unir a las secuencias
de nucleétidos de control reguladoras transcripcionales y traduccionales apropiadas reconocidas por el hospedador
deseado, aunque dichos controles generalmente estan disponibles en el vector de expresion. Asi, la insercion de
ADN se puede unir operativamente a un promotor apropiado. Los promotores bacterianos incluyen los promotores
lacl y lacZ de E. coli, los promotores T3 y T7, el promotor gpt, los promotores PR y PL del fago A, el promotor pHoA y
el promotor trp. Los promotores eucariotas incluyen el promotor temprano inmediato del CMV, el promotor de
timidina cinasa de VHS, los promotores tardios y tempranos SV40 y los promotores de LTR retrovirales. Otros
promotores adecuados seran conocidos por el experto. Las construcciones de expresion también contendran
deseablemente sitios para el inicio y la terminacion de la transcripcién, y en la regién transcrita, un sitio de unién al
ribosoma para la traduccion (Hastings et al., patente internacional N° WO 98/16643, publicada el 23 de abril de
1998)

Entonces, el vector se introduce en el hospedador mediante técnicas convencionales. Generalmente, no todos los
hospedadores se transformaran por el vector y, por tanto, sera necesario seleccionar las células hospedadoras
transformadas. Una técnica de seleccion implica incorporar en el vector de expresion un marcador de secuencia de
ADN, con cualquier elemento de control necesario, que codifique un rasgo de seleccion en la célula transformada.
Estos marcadores incluyen dihidrofolato reductasa, G418 o resistencia a neomicina para cultivo celular eucariota, y
tetraciclina, kanamicina o genes de resistencia a ampicilina para cultivar en E. coli y otras bacterias.
Alternativamente, el gen para dicho rasgo de seleccién puede estar en otro vector, que se usa para co-transformar la
célula hospedadora deseada.

Entonces, las células hospedadoras que han sido transformados por el ADN recombinante se cultivan durante un
tiempo suficiente y en condiciones apropiadas conocidas por los expertos en la técnica en vista de las ensefianzas
desveladas en el presente documento para permitir la expresién del polipéptido, que entonces se puede recuperar.

El anticuerpo o compuesto se puede recuperar y purificar de cultivos celulares recombinantes por métodos bien
conocidos que incluyen precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion con acido, cromatografia de
intercambio anionico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. Lo mas preferentemente, se
emplea cromatografia liquida de alta resolucion ("HPLC") para la purificacion.
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Se describe aun mas en el presente documento una linea estable de células hospedadoras que produce un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera aspecto precedente o un compuesto de la
invencién resultante de la incorporacién en la linea celular de un polinucleétido exégeno o vector descrito en el
presente documento.

La célula hospedadora puede ser cualquier procariota o eucariota. Las células bacterianas son las células
hospedadoras procariotas preferidas y normalmente son una cepa de Escherichia coli tal como, por ejemplo, las
cepas CH5 de E. coli disponibles de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, EE.UU., y RR1 disponible
de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) de Rockville, MD, EE.UU. (N° ATCC 31343). Las células
hospedadoras eucariotas preferidas incluyen levadura y células de mamifero, preferentemente células de
vertebrados tales como las de un ratén, rata, mono o linea de células fibroblasticas humanas. Las células
hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que generalmente estan disponibles de
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU.. Las células hospedadoras de mamifero preferidas
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de ATCC como CCL61, células NIH/3T3 de embridn
de ratéon NIH Swiss disponibles de ATCC como CRL 1658, y células COS-1 derivadas de rifidn de mono disponibles
de ATCC como CRL 1650.

Ademas de las propias células hospedadoras transformadas, la presente divulgacion también contempla un cultivo
de las células, preferentemente un cultivo monoclonal (clonalmente homogéneo), o un cultivo derivado de un cultivo
monoclonal, en un medio nutritivo.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona una composicion/formulacion farmacéutica que
comprende un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un
polinucledtido segun la invencion, o un compuesto segun la invencion, en mezcla con un excipiente, adyuvante,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por "farmacéuticamente aceptable" se incluye que la formulacion es estéril y libre de pirégenos. Se conocen bien en
la técnica de la farmacia los vehiculos farmacéuticos adecuados. El (Loa) vehiculo(s) deben ser "aceptables”, en el
sentido de ser compatibles con el compuesto de la invencién y no perjudiciales para los receptores del mismo.
Normalmente, los vehiculos seran agua o solucion salina que sera estéril y libre de pirdgenos; sin embargo, se
pueden usar otros vehiculos aceptables.

En una realizacion, la composicion/formulacion farmacéutica de la invencién puede comprender ademas un principio
activo adicional, es decir, un agente terapéuticamente activo distinto del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo de la invencion. Se prevé que uno o mas agentes activos adicionales puedan aumentar la eficacia de la
composicion/formulacion farmacéutica contra la enfermedad dirigida segun convenga. En una realizacion, el
principio activo adicional puede ser un agente terapéutico seleccionado de un agente implicado en reducir la
cicatrizacion de tejido, reducir los ovillos neurofibrilares y/o reducir la resistencia a quimioterapia.

En una realizacion preferida, la composicion/formulacion farmacéutica se puede formular para administracion
intravenosa, intramuscular o subcutanea a un paciente.

Se prefiere que la composicién/formulacion farmacéutica comprenda una cantidad del anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno de la invencion eficaz para tratar las diversas afecciones descritos anteriormente y adicionalmente
mas adelante.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un kit de partes que comprende un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencién, o un polinucleétido segun la invencion, o un
compuesto de la invencién; y uno o mas agentes adicionales. Se prevé que los agentes adicionales puedan ser uno
cualquiera de los principios activos adicionales descritos anteriormente, o cualquier otro agente adecuado.

Se describe ademas en el presente documento una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invencion, o un
compuesto, composicién/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, para su uso en medicina.

TG2 es claramente una enzima multifuncién y se ha asociado a un intervalo de funciones celulares que incluyen
estabilizacion y transporte nuclear [28, 29], endocitosis [30, 31], sefializacion de GTPasa [32-34], apoptosis [35, 36],
adhesion celular [37-39], integridad citoesquelética [28, 29] y estabilizacion de ECM [9]. Un inhibidor de molécula
pequefia pude impedir todas estas funciones ya que en general tienen acceso libre al espacio extracelular y el
interior de la célula. Un anticuerpo no puede entrar en la célula y como tales no se afectarian las funciones
intracelulares de TG2 por el anticuerpo especifico de TG2 administrado in vivo.

Y, lo que es mas importante, la mayoria de las funciones patoldgicas de TG2 parecen ser extracelulares, tales como
su funcién en la cicatrizacion de tejido y fibrosis, celiaquia y cancer. Asi, el uso de un anticuerpo que se une
selectivamente a TG2 en medicina traeria un grado adicional de selectividad que prevendria los efectos
intracelulares no deseados que se podrian traducir en efectos secundarios no deseados de la terapia.
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Por tanto, los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos de la invencion ofrecerian ventajas
clinicas con respecto a los farmacos previamente disponibles, por ejemplo, en el bloqueo de TG2 en enfermedades
fibréticas y de cicatrizacion donde TG2 reticula proteinas de ECM, en celiaquia donde la gliadina se desamida en el
espacio extracelular y en quimiorresistencia en cancer donde la adhesion celular parece ser el factor protector.
Ademas, los pequefos fragmentos de anticuerpos de la invencion, por ejemplo, los fragmentos Fab, podrian
atravesar la barrera hematoencefalica e inhibir TG2 en el cerebro y posiblemente ofrecer terapias eficaces para
patologias neuroldgicas con participacion de TG2.

Asi, se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun
cualquier aspecto de la invencién, o un polinucleétido de la invencién, o un compuesto, composicién/formulacion
farmacéutica, o kit de partes de la invencion, para su uso en reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un
individuo en necesidad del mismo.

Se describe ademas en el presente documento el uso de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
segun cualquier aspecto de la invencién, o wun polinucledtido de la invencion, o un compuesto,
composicion/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, en la fabricacion de un medicamento para
reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un individuo en necesidad del mismo.

También se describe en el presente documento un método de reduccion o inhibicién de la actividad enzimatica de
TG2 en un individuo en necesidad del mismo, comprendiendo el método la etapa de administrar un anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo, o una variante, fusién o su derivado segun cualquier aspecto de la
invencién, o un polinucledtido de la invencidon, o un compuesto, composiciéon/formulacion farmacéutica, o kit de
partes de la invencion, al individuo.

Se describe ademas en el presente documento una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invencién, o un
compuesto, composicion/formulacién farmacéutica, o kit de partes de la invencion, para su uso en el tratamiento y/o
diagnodstico de celiaquia, curacion anormal de heridas, cicatrizacion, esclerodermia, queloides y cicatrices
hipertréficas, cicatrizacion ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracion macular, oftalmopatia de
Graves, ergotismo inducido por farmacos, psoriasis, enfermedades relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis
hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis
cardiaca, fibrosis de la piel, mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial),
aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
neurodegenerativas/neurolédgicas (por ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana,
ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa) y/o cancer (por ejemplo,
glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma esporadico, melanomas
malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda, sindrome
mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Hansen, colitis
colagenosa).

También se describe en el presente documento el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la
invencién, o un compuesto, composiciéon/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, en la fabricacion
de un medicamento para tratar y/o diagnosticar celiaquia, curacién anormal de heridas, cicatrizacién, esclerodermia,
queloides y cicatrices hipertroficas, cicatrizacién ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracion
macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo inducido por farmacos, psoriasis, enfermedades relacionadas con la
fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad
pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y
fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades neurodegenerativas/neurologicas (por ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-
rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa),
y/o cancer (por ejemplo, glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma
esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena
aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecolégico, sarcoma de Kaposi, enfermedad
de Hansen, colitis colagenosa).

Se describe ademas en el presente documento un método de tratamiento de y/o diagnéstico de celiaquia, curacion
anormal de heridas, cicatrizacion, esclerodermia, queloides y cicatrices hipertroficas, cicatrizacion ocular,
enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracion macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo inducido por
farmacos, psoriasis, enfermedades relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal
como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel,
mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis,
enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por
ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por
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poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2,
3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa) y/o cancer (por ejemplo, glioblastomas tales como
glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas
ductales pancredticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome
mieloproliferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Hansen, colitis colagenosa) en un
paciente, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invencién, o un
compuesto, composicién/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, al paciente.

Por "tratamiento" los presentes inventores incluyen tanto el tratamiento terapéutico como profilactico de un
sujeto/paciente. El término "profilactico” se usa para englobar el uso de un anticuerpo, medicamento, compuesto,
composicion, o kit descrito en el presente documento que o bien previene o bien reduce la probabilidad de aparicion
o desarrollo de una afeccion o trastorno (tal como un trastorno relacionado con fibrosis) en un individuo.

Se prefiere que el paciente sea un ser humano, pero el paciente puede ser cualquier otro mamifero que se pueda
beneficiar del tratamiento. Por ejemplo, el paciente puede ser un ratén, una rata, un hamster, un conejo, un gato, un
perro, una cabra, una oveja, un mono o un primate superior.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz", o "cantidad eficaz", o "terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente
documento, se refiere a la cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afecciéon y pauta de
administracion dadas. Esta es una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir un efecto
terapéutico deseado en asociacién con el aditivo y diluyente requeridos, es decir, un excipiente o vehiculo de
administracion. Ademas, pretende significar una cantidad suficiente para reducir o prevenir un déficit clinicamente
significativo en la actividad, funcion y respuesta del hospedador. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente
eficaz es suficiente para provocar una mejora en una afeccion clinicamente significativa en un hospedador, por
ejemplo, un mamifero.

Los agentes (es decir, anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, variante, fusion o su derivado), medicamentos,
compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invenciéon se pueden administrar usando un
sistema de administracién de farmacos inyectable de liberacion sostenida. Estos se disefian especificamente para
reducir la frecuencia de inyecciones. Un ejemplo de dicho sistema es Nutropin Depot que encapsula hormona de
crecimiento humana recombinante (rhGH) en microesferas biodegradables que, una vez inyectada, liberan rhGH
lentamente durante un periodo sostenido. Preferentemente, la administracion se realiza por via intramuscular (i.m.)
y/o por via subcutanea (s.c.) y/o por via intravenosa (i.v.).

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencion se
pueden administrar por un dispositivo quirirgicamente implantado que libera el farmaco directamente al sitio
requerido. Por ejemplo, Vitrasert libera ganciclovir directamente en el ojo para tratar retinitis por CMV. La aplicacion
directa de este agente toxico al sitio de enfermedad logra terapia eficaz sin los significativos efectos secundarios
sistémicos del farmaco.

Preferentemente, los medicamentos y/o composiciones/formulaciones farmacéuticas de la presente invencién son
una unidad dosificacién que contiene una dosis diaria o unidad, subdosis diaria o una fraccién apropiada de la
misma, del (de los) principio(s) activo(s).

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones farmacéuticas y kits de la invenciéon se administraran
normalmente por cualquier via parenteral, en forma de una composicion farmacéutica que comprende el (los)
principio(s) activo(s), opcionalmente en forma de un acido organico, o inorganico, no toxico, o base, sal de adicion,
en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y el paciente que se va a
tratar, asi como la via de administracién, se pueden administrar las composiciones a dosis variables.

En terapia humana, los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de
la invencién se pueden administrar solos, pero generalmente se administraran en mezcla con un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéutico adecuado seleccionado con respecto a la via de administracion prevista y la
practica farmacéutica estandar.

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencion se
pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, por via intrarterial, por via intraperitoneal,
por via intratecal, por via intramuscular o por via subcutanea, o se pueden administrar por técnicas de infusién. Se
usan mejor en forma de una solucion acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, sales
suficientes o glucosa parar hacer que la disolucidon sea isoténica con la sangre. Las soluciones acuosas deben ser
adecuadamente tamponadas (preferentemente hasta un pH de desde 3 hasta 9), si fuera necesario. La preparacion
de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se realiza facilmente por técnicas farmacéuticas
convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica.

Los medicamentos y las composiciones farmacéuticas adecuados para administracion parenteral incluyen
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soluciones para inyeccion estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que convierten la formulacién en isotdnica con la sangre del receptor previsto; y
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspensiéon y espesantes. Los
medicamentos y las composiciones farmacéuticas se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria o multi-dosis,
por ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en una condicion secada por congelacion
(liofilizada) que solo requiere la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua para inyeccion,
inmediatamente antes de uso. Se pueden preparar soluciones o suspensiones para inyeccion extemporanea a partir
de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo previamente descrito.

Para administracion parenteral a pacientes humanos, el nivel diario de dosificaciéon de los agentes, medicamentos y
composiciones farmacéuticas de la invencion sera normalmente desde 1 ug hasta 10 mg por adulto por dia
administrado en dosis Unicas o divididas. El médico determinara en cualquier caso la dosificacion real que sera la
mas adecuada para cualquier paciente individual y variara con la edad, peso y respuesta del paciente particular. Las
dosificaciones anteriores son a modo de ejemplo del caso medio. Puede haber, por supuesto, casos individuales
donde se merezcan intervalos de dosificacion mas altos o mas bajos, y dichos estan dentro del alcance de la
presente invencion.

Normalmente, los medicamentos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invenciéon contendran el
agente de la invenciébn a una concentracion de entre aproximadamente 2 mg/ml y 150 mg/ml o entre
aproximadamente 2mg/ml 'y 200mg/ml. En una realizacién preferida, los medicamentos,
composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencién contendran el agente de la invencién a una
concentracion de 10 mg/ml.

Generalmente, en seres humanos, la administracion parenteral de los agentes, medicamentos, compuestos,
composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencion es la via preferida, que es la mas conveniente.

Para uso veterinario, los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de
la invencion se administran como una formulacion adecuadamente aceptable segun la practica veterinaria normal y
el veterinario determinara la pauta posoldgica y la via de administracion que sera la mas apropiada para un animal
particular.

La presente invencion también incluye composiciones/formulaciones farmacéuticas que comprenden sales de
adicion de acido o de base farmacéuticamente aceptables de los restos de union de polipéptido de la presente
invencién. Los acidos que se usan para preparar las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de base anteriormente mencionados Utiles en la presente invencién son los que forman sales de adicion
de acido no toxicas, es decir, sales que contienen aniones farmacoldgicamente aceptables, tales como las sales
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, acetato, lactato, citrato, citrato
acido, tartrato, bitartrato, succinato, maleato, fumarato, gluconato, sacarato, benzoato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato [es decir, 1,1'-metileno-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)],
entre otras.

También se pueden usar sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables para producir formas de sal
farmacéuticamente aceptables de los agentes (es decir, anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo)
segun la presente invencion.

Las bases quimicas que se pueden usar como reactivos para preparar las sales de base farmacéuticamente
aceptables de los presentes agentes que son &cidos en la naturaleza son las que forman sales de base no téxicas
con dichos compuestos. Dichas sales de base no todxicas incluyen, pero no se limitan a, las derivadas de dichos
cationes farmacoldgicamente aceptables tales como cationes de metal alcalino (por ejemplo, potasio y sodio) y
cationes de metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio y magnesio), sales de adicién de amonio o de amina solubles
en agua tales como N-metilglucamina-(meglumina), y el alcanolamonio inferior y otras sales de base de aminas
organicas farmacéuticamente aceptables, entre otras.

Los agentes y/o restos de unién de polipéptido de la invencién se pueden liofilizar para el almacenamiento y
reconstituir en un vehiculo adecuado antes de uso. Se puede emplear cualquier método de liofilizacion adecuado
(por ejemplo, secado por pulverizacion, secado de la torta) y/o técnicas de reconstitucion. Se apreciara por los
expertos en la técnica que la liofilizacién y la reconstitucién pueden conducir a grados variables de pérdida de
actividad del anticuerpo (por ejemplo, con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener
mayor pérdida de actividad que los anticuerpos IgG) y esos niveles de uso puede tener que ser ajustados al azar
para compensar. En una realizacion, el resto de unién de polipéptido liofilizado (secado por congelacién) pierde no
mas de aproximadamente 20 %, o no mas de aproximadamente 25 %, o no mas de aproximadamente 30 %, o no
mas de aproximadamente 35 %, o no mas de aproximadamente 40 %, o no mas de aproximadamente 45 %, o no
mas de aproximadamente 50 % de su actividad (antes de la liofilizacién) cuando se rehidrata.

Preferentemente, la invencién proporciona un anticuerpo, compuesto, composicion/formulacion farmacéutica, kit, uso
o método en el que la cantidad eficaz del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo es entre
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aproximadamente 0,0001 mg/kg y 50 mg/kg del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo.

Como se aprecia por los expertos en la técnica, la cantidad precisa de un compuesto puede variar dependiendo de
su actividad especifica. Las cantidades de dosificacién adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de
composicion activa calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el diluyente requerido.
En los métodos y uso para la fabricacion de composiciones de la invencion, se proporciona una cantidad
terapéuticamente eficaz del componente activo. El médico o veterinario experto habitual puede determinar una
cantidad terapéuticamente eficaz basandose en las caracteristicas del paciente, tales como edad, peso, sexo,
afeccion, complicaciones, otras enfermedades, etc., como se conoce bien en la técnica.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método in vitro de reduccion o inhibicion de la actividad
enzimatica de TG2, comprendiendo el método administrar un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucleétido segun la invenciéon, o un compuesto o kit de la
invencion, a una muestra que comprende TG2.

La "muestra" puede ser cualquier muestra obtenida de una fuente apropiada, por ejemplo, una fuente de mamifero.
Por ejemplo, la muestra puede ser una muestra de tejido o de células que comprende TG2. Los tejidos a modo de
ejemplo incluyen tejido obtenido del cerebro de un paciente, tubo gastrodigestivo, pulmén, pancreas, higado, piel,
rifidn, ojo, corazon, vasos sanguineos, ganglios linfaticos, columna vertebral y masculo esquelético o liso.

También se describe en el presente documento un método de reduccion o inhibicion de la actividad enzimatica de
TG2 en un individuo en necesidad del mismo, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un
polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la
invencion, al individuo.

Se describe ademas en el presente documento el uso de un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, en la fabricacién de un medicamento para
reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un individuo en necesidad del mismo.

La invencion también proporciona un método in vitro de reduccién o inhibicién de la actividad enzimética de TG2,
comprendiendo el método administrar un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, a una muestra que comprende TG2, por ejemplo, una muestra
de tejido o de células que comprende TG2.

También se describe en el presente documento un método de producciéon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno segun la invencion, o un compuesto de la invencién que comprende un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno segun la invencion, comprendiendo el método expresar un polinucleétido de la invencion, o cultivar una
linea estable de células hospedadoras descrita en el presente documento.

Se describe en el presente documento un método de seleccidon de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método la etapa de
seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente al polipéptido que
comprende una regién de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que no comprende un barril o dominio
de sandwich de transglutaminasa.

Se describe en el presente documento un método de seleccién de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo, o un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, comprendiendo el
método la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno del mismo que se une
selectivamente a una secuencia de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos
143 a 473 de TG2 humana o un fragmento de la misma.

El método se puede llevar a cabo usando presentacion en fagos de anticuerpos. Se prefiere que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo sea un anticuerpo inhibidor que inhibe la actividad catalitica de la proteina
transglutaminasa.

Se describe ademas en el presente documento un método de producciéon de un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método
administrar a un animal no humano un compuesto que comprende:

i) un polipéptido que comprende una regién de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que no
comprende un barril o dominio de sandwich de transglutaminasa, o un fragmento de la misma; vy,
opcionalmente,

ii) un adyuvante.

Se prevé que el polipéptido que comprende una region de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que
no comprende un barril o dominio de sandwich de transglutaminasa, comprendera la triada catalitica descrita
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anteriormente, y opcionalmente, también el sitio de union a GTP de la proteina transglutaminasa.

El método puede comprender ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo basandose en su unién selectiva a una proteina transglutaminasa.

Se describe en el presente documento un método de seleccidon de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método la etapa de
seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente a una secuencia
de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana o un
fragmento de la misma.

Se describe en el presente documento un método de produccion de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
que comprende administrar a un animal no humano un compuesto que comprende:

i) una secuencia de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de
TG2 humana o un fragmento de la misma; y opcionalmente,
ii) un adyuvante.

El método puede comprender ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo basandose en su unidn selectiva a TG2, por ejemplo, TG2 humana.

Se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo obtenible
por cualquiera de los métodos precedentes de produccion o seleccidon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo.

Por "adyuvante" los presentes inventores incluyen cualquier agente farmacolégico o inmunolégico que potencie la
respuesta inmunitaria del receptor al polipéptido de la invencion. Se afiaden adyuvantes inmunolégicos a las
vacunas para estimular la respuesta del sistema inmunitario al antigeno diana, pero por si mismos no confieren
inmunidad. Los ejemplos de adyuvantes incluyen emulsiones de aceite, compuestos inorganicos tales como sales de
aluminio, por ejemplo, hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, compuestos organicos tales como escualeno,
virosomas, o cualquier otro compuesto o compuestos adecuados como seria entendido por un experto en la técnica.

Se describe en el presente documento un polipéptido aislado que consiste en:

i) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana;

ii) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana;
iii) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 351 a 365 de TG2 humana;
iv) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 450 a 467 de TG2 humana; o
un fragmento, derivado o peptidomimético del mismo.

También se describe un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido del aspecto inmediatamente precedente.

Se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para su uso en el
tratamiento de una afeccidon asociada a actividad de TG2 sustancialmente como se describe en el presente
documento con referencia a la descripcion y figuras.

Se describe en el presente documento el uso de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
sustancialmente como se describe en el presente documento con referencia a la descripcion y figuras.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un”, "una”, "el" y "la" incluyen referentes plurales, a
menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, referencia a "un anticuerpo” incluye una
pluralidad de dichos anticuerpos y referencia a "la dosificacion" incluye referencia a una o mas dosificaciones y
equivalentes de las mismas conocidos para los expertos en la técnica, etc.

La invencion se describe ahora con mas detalle como referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes.
Figura 1: Generacién de una proteina recombinante TG2 humana

A: Se generdé por PCR el ADNc del nucleo catalitico de TG2 a partir del vector pClineo-hTG2 y se insertd
en el plasmido pET 21a. Tras la amplificacion en E. coli este se digirid6 con Nhe | y Hind Il para liberar el
ADNCc del nucleo de TG2 y se ejecutd en un 1 % de gel de agarosa (carril 3). Las bandas se dimensionaron
como referencia a una escalera de 100 pb (carril 1) y un marcador de peso molecular de ADN A (carril 2).

B: Se uso el vector de nucleo de TG2pET21a para transformar la cepa de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL. La expresién se indujo usando IPTG durante 4 horas. La proteina del nucleo TG2 formé cuerpos
insolubles que se recuperaron de los lisados por centrifugacion. Estos se resolubilizaron, y el nucleo de
TG2 marcado con His de 37 kDa se purifico en una columna de niquel. Se separaron 10 ng por SDS-
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PAGE, se sometieron a transferencia Western y se sondaron con el anticuerpo anti-TG2 CUB7402 (carril 2)
con referencia a un marcador de peso molecular Precision Plus (carril 1).

Figura 2: Respuesta inmunolégica en ratones a proteina del nacleo rhTG2

A: Se tomaron muestras de sangre de prueba de 4 ratones inmunizados con nucleo catalitico el dia 45
después de la primera inmunizacion y 10 dias después del segundo refuerzo. Se diluy6é sucesivamente
suero y se comprobd la reactividad por ELISA contra proteina de nucleo TG2 inmovilizada.

B: La reactividad se comprobé adicionalmente por cribado contra rhTG2 humana y dominio de nucleo
catalitico de rhTG2. Se fraccionaron 20, 40, 80 ng de proteina por SDS PAGE y se sometieron a
transferencia Western sobre una membrana de PVDF. Esta se inmunosondé con una dilucion 1:1000 de
suero. La union de anticuerpo se revelé usando HRP especifica de cadena y anti-raton. Para la referencia
de tamafo se usé un marcador de peso molecular Precision Plus.

Figura 3: Reactividad de hibridomas contra los miembros de la familia TG

A: Se llevaron a cabo ELISA usando placas recubiertas con TG recombinante (100 ng /pocillo) para
determinar la especificidad del tipo de TG en 109 sobrenadantes de hibridoma que mostraron buena
reactividad con TG2. La unién de anticuerpo se reveld usando HRP especifica de cadena y anti-ratén. Se
muestra una seleccion al azar de los cribados que incluyen EF4, CG9 y FD8 que mostraron reactividad
cruzada.

B: Se clonaron doblemente nueve hibridomas seleccionados. Se purificé IgG y se probd para la reactividad
a 0,1 ug/ml contra TG1, TG2, TG3, TG7 humana recombinante y factor Xllla usando ELISA con placas
recubiertas con 100 ng de cada TG. Los datos representan el valor de DO media de 3 ELISA separados +
EEM.

El factor Xllla se indica en los graficos como TG13.

Figura 4: Identificacion de hibridoma con actividad inhibidora contra TG2

Se cribé medio acondicionado de 32 pocillos de hibridoma con especificidad por TG2 para sus efectos en 100 ng de
actividad de rhTG2 usando el ensayo de incorporacion de 3H-putrescina. Se usoé el inhibidor quimico de pan TG2
cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tio]imidazolio como control positivo para la inhibicion. Se usé RPMI (medio sin
acondicionar) como control negativo. Se incluyeron 500 ng de un anticuerpo inhibidor de TG2 dirigido por Quark
Biotechnology para la comparacion. Los datos representan CPM medias incorporadas en 30 min a partir de al
menos tres experimentos hechos por duplicado + EEM. Las barras mostradas en gris muestran inhibicion
significativa de TG2 (p<0,05).

Figura 5: Mapeo de epitopes de anticuerpos inhibidores

Se unié cada anticuerpo monoclonal inhibidor a una placa de ELISA y se inmunopurificé contra una biblioteca de
fagos de TG2 humana. Se rescatoé la unidn del fago al anticuerpo, se amplificd y se sometid a 4 rondas adicionales
de inmunopurificacion. Entonces se secuenciaron los fragmentos de bibliotecas de TG2 en el fago y se usaron las
secuencias solapantes para determinar el epitope para cada anticuerpo. Entonces se usaron secuencias comunes
entre los anticuerpos para determinar una secuencia consenso para un epitope inhibidor particular y los anticuerpos
se agruparon en consecuencia. Se identificaron 3 epitopes inhibidores.

Figura 6: Localizacién estructural de epitopes inhibidores con el nacleo catalitico de TG2

Se entré la secuencia de aminoacidos de TG2 en Pymol y se generd una representacion grafica 3D de la estructura
en su estado activado abierto de Ca?* con sitios de union de calcio putativos (turquesa) y se mostré la triada
catalitica (gris) para referencia (panel izquierdo). Entonces se afiadieron los epitopes inhibidores consenso en azul
(Grupo 1 de anticuerpos - sitio AB1), rojo (Grupo 2 de anticuerpos - sitio DF4) y amarillo (Grupo 3 de anticuerpos,
sitio DD9).

Figura 7: Secuencia VL de anticuerpos inhibidores

Se extrajo ARN de cada hibridoma inhibidor, se transcribié de forma inversa y se amplific6 por PCR usando
cebadores degenerados FR1, cebadores MH1 y MH2 y 3 cebadores de la regién constante para amplificar los genes
VH. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes para AB1.

Figura 8. Eficacia de AB1 para inhibir la actividad de TG2 en un homogeneizado celular

A: Se lisaron células Hep2G y se mezclaron 45 ug de proteina con 750 ng de IgG de AB1, DH2, DD9, BB7,
DC1 y EH6 durante 20 minutos. Esto se ensayd posteriormente usando el ensayo de actividad de TG por
incorporaciéon de 3H-putrescina con muestreo durante 1 hora. Se calcul6 la velocidad de reaccion y se
expres6 como un porcentaje del mismo lisado incubado con un anticuerpo al azar (MAB002). Los datos
representan la inhibicion media en porcentaje + EEM de 2 experimentos separados hechos por duplicado. *
p<0,05

B: Se expusieron células HepG2 a concentraciones crecientes de glucosa durante 96 horas para regular
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por incremento la expresion de TG2. Se recogieron las células, se lisaron y 25 ug de lisado se fraccionaron
por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y luego se inmunosondaron con 1 ng/ml de
solucién de IgG AB1 usando un punto final quimioluminiscente.

Figura 9. (Tabla 1): Valores comparativos de CI50 para anticuerpos inhibidores de TG2

Para determinar un valor de CI50 para cada anticuerpo contra humano, rata y ratén, se usé el ensayo de 3H-
putrescina. Se usaron 100 ng de TG2 humana o 25 ng de TG2 de raton y de rata para generar una reaccion
donde aproximadamente 3000 cpm de putrescina se incorporaron por hora en 10 ul de la mezcla de reaccion.
Entonces se aplicaron diluciones sucesivas de cada anticuerpo a partir de afadir 500 ng (concentracién final
5 ug/ml) a la mezcla de reaccién y se incubaron con la TG2 durante 20 minutos antes de activar la reaccion. Se
calcularon los valores de CI50 determinando la concentracion a la que la velocidad de reaccién enzimatica se
redujo el 50 % usando un ajuste de curva apropiado en GraphPad Prism. Los valores se expresan como la
cantidad de IgG en mg/ml en la reaccién que inhibiria 1 ng de TG2.

Figura 10. Actividad de TG extracelular en células HK2 en respuesta a la inhibicién de TG2.

Se sembraron sobre fibronectina células HK2 y se incubaron durante 2 horas en presencia de biotina cadaverina
0,1 M con ya fuera 4 ng/pl de anticuerpo anti-TG2 humana (AB1) (parte A), 4 ng/ul de anticuerpo anti-TG2
humana (DC1) (parte B) o 400 uM del inhibidor de pan TG especifico de sitio cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-
propil)tiolimidazolio. Se midi6 la actividad de TG extracelular por la incorporacién de biotina cadaverina en
fibronectina con incorporacion revelada usando extravadina-HRP y un sustrato TMB. Se midieron los cambios en
la densidad 6ptica a 450 nm en un lector de placas de 96 pocillos. Los datos representan la DO media a 450 nm
corregida hasta 1 mg de proteina celular. n = 6 pocillos por grupo experimental.

Figura 11. Comparacion de la inhibicion de TG2 por anticuerpo AB1 con un fragmento fab de anticuerpo
inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacion de 2H-putrescina

Se ensayaron 100 ng de hTG2 para la actividad de TG2 basandose en la incorporacion de 3H-putrescina en
dimetilcaseina durante un periodo de 60 minutos con la adiciéon de ya fuera 1 pg de un fragmento fab de un
anticuerpo descrito por Quark en el documento de patente W02006/100679 y sintetizado en la Universidad de
Sheffield o 500 ng de AB1. Los datos representan la actividad media de TG como la incorporacion de 3H-
putrescina (CPM) + EEM de 3 experimentos independientes hechos por duplicado.

Figura 12. Comparacion en porcentaje de la inhibicion de TG2 por el anticuerpo AB1 con un fragmento
fab de anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de *H-putrescina

Los datos de la Figura 11 se expresan alternativamente como un porcentaje de actividad de TG en cada
momento de tiempo para mostrar la inactivacion comparativa relativa de la actividad de TG2 por aplicacion de
AB1 y el fragmento fab de anticuerpo de Quark.

Figura 13. Comparacion de la inhibiciéon de TG2 por el anticuerpo AB1 con una IgG de rata recombinante
del anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de ®H-putrescina

Se ensayaron 100 ng de hTG2 para la actividad de TG2 basandose en la incorporacion de 3H-putrescina en
dimetilcaseina durante un periodo de 60 minuto con la adicion de ya fuera 500 ng de una versiéon recombinante
de rata de un anticuerpo inhibidor de TG2 descrito por Quark en el documento de patente WO2006/100679 y
sintetizado en Medical Research Council Technology o 500 ng de AB1. Los datos representan la actividad media
de TG como la incorporacion de 3H-putrescina (CPM) + EEM de 3 experimentos independientes hechos por
duplicado.

Figura 14. Comparacion en porcentaje de la inhibicion de TG2 por el anticuerpo AB1 con una IgG de rata
recombinante del anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de 3H-
putrescina

Los datos de la Figura 13 se expresan alternativamente como un porcentaje de actividad de TG en cada
momento de tiempo para mostrar la inactivacion comparativa relativa de la actividad de TG2 por aplicacion de
AB1 e IgG de rata recombinante de Quark.

Figura 15. Efecto de AB1 sobre los niveles de ECM en células HK2

Se midieron los niveles de coldgeno maduro en células HK-2 por la incorporacién de 3H-prolina en la ECM
durante un periodo de 76 horas ya fuera con o sin la adicién de anticuerpo inhibidor de TG2 AB1. Los datos
representan la incorporacion de 3H-prolina por mg de proteina celular expresados como un porcentaje del nivel
medio en células sin tratar £+ EEM. n=2.

Figura 16. ELISA de union de versiones humanizadas de anticuerpos.

Se ensayaron sobrenadantes de células HEK293F cotransfectadas con diferentes combinaciones de vectores de
cadenas ligeras y cadenas pesadas humanizadas en un ELISA anti-lgG humana para determinar la
concentraciéon y en un ELISA anti-huTG2. Cada sobrenadante se ensayd por triplicado y se determiné CI50. Se
selecciond la combinacion mas potente para estudios adicionales y como el anticuerpo humanizado candidato.

Figura 17. Ensayo de MRC Quark CTD190 en TG2 humana por ELISA.
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Se sembraron placas de 96 pocillos con hTG2 (1 ug/ml) en tampdn carbonato durante la noche y se realizd
deteccion por ELISA usando 100 ng/ml de anticuerpo primario. La deteccion se realizé usando anti-IgG de ratén
(SIGMA 3673) para CUB y anti-IgG de rata (SIGMA A5795) para Quark (ambos 1:5000). El anticuerpo de Quark
preparado por MRC T reacciona con TG2 humana.

Figura 18: Se extrajo ARN del hibridoma de AB1, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la regién constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 19: Se extrajo ARN del hibridoma de BB7, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la region constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 20: Se extrajo ARN del hibridoma de DC1, se transcribié de forma inversa y se amplificd por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la regién constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 21: Se extrajo ARN del hibridoma de JE12, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCG1, o usando el cebador de
secuencia sefial MKV1 con un cebador de la region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las
secuencias VH y VK resultantes.

Figura 22: Se extrajo ARN del hibridoma de EH6, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando el cebador de
secuencia sefial MKV con un cebador de la regién constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las
secuencias VH y VK resultantes.

Figura 23: Se extrajo ARN del hibridoma de AG9, se transcribié de forma inversa y se amplificd por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV7 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando una mezcla de cebadores de secuencia sefal degenerada MKV1 - 11 con un cebador de la
region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 24: Se extrajo ARN del hibridoma de AH3, se transcribioé de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV7 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCG2B, o usando el cebador de secuencia sefial MKV1 con un cebador de la regién constante de la cadena
ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 25: Se extrajo ARN del hibridoma de DD9, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la regién constante de la cadena pesada MHCG2A, o usando el cebador de
secuencia sefial degenerada MKV5 con un cebador de la regién constante de la cadena ligera kappa MKC. Se
muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 26: Se extrajo ARN del hibridoma de DH2, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando el cebador de
secuencia sefial degenerada MKV45 con un cebador de la region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se
muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 27: Se extrajo ARN del hibridoma de DD6, se transcribié de forma inversa y se amplificd por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la regidn constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando una 5' RACE
PCR con un cebador de la region constante de la cadena ligera lambda MLC. Se muestran las secuencias VH y
VL resultantes.

Figura 28: Se extrajo ARN del hibridoma de 1A12, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV9 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada CL14 con un cebador de la regidn constante de la
cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 29. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicién enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 quiméricos, (a) cAB003, (b) cBB001, (c) cDC001, (d) cDD9001, (e)
cDHO001 vy (f) el anticuerpo de TG2 comercial CUB7402. Los valores de CI50 son la media de 3 experimentos
independientes.

Figura 30. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicion enzimatica de TG2 de mono
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cinomolgo recombinante por anticuerpos anti-TG2 quiméricos (a) cDCO001 y (b) el anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402.

Figura 31. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicién enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 humanizados, (a) hBBO01AA, (b) hBB001BB, (c) hAB00S5 y (d) hAB004.

Figura 32. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicién enzimatica de TG2 de mono
cinomolgo recombinante por anticuerpos anti-TG2 humanizados (a) hBBO1AA y (b) hAB0OO4.

Figura 33. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicién enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 monoclonales murinos, (a) mAB003, (b) mBB001, (c) mDC001, (d)
mDD9001, (e) mDH001 y (f) mDD6001.

Fig 34 - ELISA de union de versiones humanizadas de anticuerpos AB1.

Se ensayaron sobrenadantes de células HEK293F cotransfectadas con diferentes combinaciones de vectores de
cadenas ligeras de AB1 y cadenas pesadas de AB1 humanizadas en un ELISA anti-IgG humana para determinar
la concentracién y en un ELISA anti-huTG2. Cada sobrenadante se ensayd por triplicado y se determiné CI50.
Se selecciond la combinacion mas potente para estudios adicionales y como el anticuerpo humanizado
candidato.

Figura 35. Curvas de union de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
humana (a) anticuerpos quiméricos cDD9001, cDH001, cDCO001, anticuerpo de TG2 comercial CUB7402 y
control del mismo isotipo, (b) anticuerpo quimérico cBB001 y control del mismo isotipo y (c) anticuerpo quimérico
cABO003 y control del mismo isotipo.

Figura 36. Curvas de unién de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
de mono cinomolgo (a) anticuerpos quiméricos cDD9001, cDH001, cDCO001, anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402 y control del mismo isotipo, (b) anticuerpo quimérico cBB001 y control del mismo isotipo y (c)
anticuerpo quimérico cAB0O03 y control del mismo isotipo.

Figura 37. Curvas de unién de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
humana (a) anticuerpos humanizados hBBO01AA, HBB001BB, anticuerpo de TG2 comercial CUB7402 y control
del mismo isotipo y (b) anticuerpo humanizado hAB004.

Figura 38. Curvas de union de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la union de anticuerpos a TG2
de mono cinomolgo (a) anticuerpos humanizados hBBO01AA, HBB001BB, anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402 y control del mismo isotipo y (b) anticuerpo humanizado hAB004 y control del mismo isotipo.

Figura 39: Actividad de unién de AB1 humanizado con TG2 extracelular

Se ensayod la inhibiciéon de la actividad de TG2 extracelular producida por células HK2 usando un ELISA que
mide la incorporacion de biotina cadaverina en fibronectina. Se muestra una curva ejemplar que muestra la
inhibicion de actividad de TG2 por AB1 humanizado (hAB005) y la Cl obtenida.

Figura 40: Actividad de unién de BB7 humanizado con TG2 extracelular.

Se ensayo la inhibicién de la actividad de TG2 extracelular producida por células HK2 usando un ELISA que
mide la incorporacion de biotina cadaverina en fibronectina. Se muestra una curva ejemplar que muestra la
inhibicion de actividad de TG2 por versiones de BB7 humanizado (hBBO0O1AA y hBB001BB) y las Cl obtenidas.

Figura 41: Resultados del ensayo de rascado con los controles citocalasina D, R281 y ZDON y resultados
del ensayo de rascado con anticuerpo comercial CUB7402.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado de heridas usando la célula WI-38, después de sembrar y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyd con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se represent6 la densidad relativa de la herida frente al tiempo para los
controles citocalasina D, R281 y Z -Don (panel A) y el anticuerpo comercial CUB7402 y citocalasina (panel B).

Figura 42: Resultados del ensayo de rascado para BB7 humanizado.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando la célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyd con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se representé la densidad relativa de la herida frente al tiempo para el AA
hBB001 humanizado y el control citocalasina D (panel A) y hBBO01BB y el control citocalasina D (panel B).

Figura 43: Resultados del ensayo de rascado para AB1 humanizado.
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Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyd con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se represent6 la densidad relativa de la herida frente al tiempo para hAB005
humanizado y el control citocalasina D

Figura 44: Resultados del ensayo de rascado para DC1 quimérico.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyd con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se representd la densidad relativa de la herida frente al tiempo para el
anticuerpo quimérico cDCO001 y el control citocalasina D

Figura 45: Unién de TG2 humana a anticuerpo cABO003 inmovilizado por Biacore. Se muestran a la
izquierda las fases de asociacion de inyecciones de TG2 humana sobre el biosensor recubierto con cAB003 a
25, 50, 100 y 200 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se recogieron dos
fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas negras
continuas y los resultados se muestran en la Tabla 25.

Figura 46: Unién de TG2 de mono cinomolgo a anticuerpo hAB004 inmovilizado por Biacore. Se muestran
a la izquierda las fases de asociacion de inyecciones de TG2 de mono cinomolgo sobre el biosensor recubierto
con hAB004 a 25, 50, 100, 200 y 400 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se
recogieron dos fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas
negras continuas y los resultados se muestran en la Tabla 26.

Figura 47: Union de TG2 humana a anticuerpo cDH001 inmovilizado por Biacore en ausencia de calcio. Se
muestran a la izquierda las fases de asociaciéon de inyecciones de TG2 humana sobre el biosensor recubierto
con cDHO01 a 25, 50, 100 y 200 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se
recogieron dos fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas
negras continuas y los resultados se muestran en la Tabla 25.

Ejemplo 1: Desarrollo de un anticuerpo inhibidor de TG2 adecuado para uso terapéutico en el hombre con la
identificacion de 3 epitopes inhibidores especificos.

La transglutaminasa tipo 2 (TG2) cataliza la formacion de un enlace isopeptidico de e-(y-glutamil)-lisina entre
péptidos o proteinas adyacentes que incluyen los de la matriz extracelular (ECM). TG2 extracelular elevado conduce
a la deposicion acelerada de ECM vy la reducida eliminacion que subyace a la cicatrizacion de tejido y fibrosis.
También se asocia a celiaquia, trastornos neurodegenerativos y algunos canceres. Aunque se han desarrollado
numerosos compuestos que inhiben las transglutaminasas, ninguno de estos es especifico para TG2, inhibiendo
todas las transglutaminasas de algun modo. Aunque estos han permitido estudios de prueba de principio para la
funcion de TG2 en estas patologias, la falta de especificidad por isoforma ha impedido su aplicacion en el hombre.
Para tratar esto, los presentes inventores plantearon desarrollar un anticuerpo especifico de TG2 de alta afinidad
TG2 que inhibiera solo la actividad de TG2.

Se produjo en Escherichia coli una proteina recombinante que englobaba los aminoacidos 143 a 473 del nucleo de
TG2 humana, se replegd y se inyectaron 100 ug en 4 ratones con refuerzos a las 2, 5, 7 y 10 semanas. Se
recuperaron los bazos 4 dias después del refuerzo final y los esplenocitos se fusionaron con células de mieloma
Sp2/0-Ag-14. Setenta y cinco sobrenadantes de hibridoma mostraron especificidad por TG2. Estos sobrenadantes
de hibridoma se cribaron para su capacidad para inhibir la actividad de TG2 en un ensayo de incorporacién de
putrescina que contenia 100 uyg de TG2. Diez sobrenadantes especificos de TG2 fueron inhibidores. Estos se
clonaron doblemente posteriormente. Usando presentacion en fagos para cribar una biblioteca de fragmentos de
TG2, se maped cada anticuerpo con un epitope preciso en el dominio de nucleo de TG2 y se determinaron 3
epitopes inhibidores distintos. Se determiné la cantidad de anticuerpo para reducir al 50 % la actividad desde 100 ng
de TG2.

Los 2 anticuerpos mas eficaces, AB1 y DC1, se unieron a los aminoacidos 304 a 327 y tuvieron una CI50 de
1,1 x 105 mg/ml de IgG porng de TG2 recombinante. La aplicaciéon de AB1 y DC1 fue capaz de inhibir TG2
satisfactoriamente en células Hep2G humanas y TG2 extracelular en células HK-2 humanas cuando se aplico a los
medios de cultivo.

Asi, la inmunizacion de ratones con el dominio de nucleo de TG2 permiti6 sorprendentemente la generacién de

anticuerpos monoclonales que se dirigian previamente a epitopes no informados dentro del nucleo catalitico. Estos
anticuerpos son especificos, inhiben la actividad de TG2 eficazmente y son adecuados para aplicacion in vivo.
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Materiales y métodos
Produccién de dominios de nucleo catalitico de transglutaminasa 2

Se expreso el dominio de nucleo catalitico de TG2 humana (restos Cys143 - Met 473 de TG2), se replegd y se
purificd para permitir la inmunizacién en ratones. Se cloné el dominio de nucleo catalitico (cebador de sentido directo
de PCR GCG CGC GCT AGC TGC CCA GCG GAT GCT GTG TAC CTG GAC, sentido contrario GCG CGC AAG
CTT CAT CCC TGT CTC CTC CTT CTC GGC CAG) en el vector de expresion pET21a(+) y se expres6 como
cuerpos de inclusion insolubles en la cepa de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (Agilent Technologies). En
resumen, se transformaron 50 pl de células BL21 (DE3) pLysS competentes con 1 pl del plasmido de expresion
(30 ng/ul) y se sembraron en placas de LB-agar que contenian los antibiéticos selectivos (100 ug/ml de ampicilina,
34 pg/ml de cloranfenicol) y 1 % de glucosa y se incubaron durante la noche a 37 °C. Se recogié una unica colonia
para sembrar 10 ml de medio LB fresco que contenia 100 pg/ml de ampicilina, 34 pg/ml de cloranfenicol y 1 % de
glucosa en estufa de incubacion con agitacion a 37 °C y a 200 rpm. Después del crecimiento durante la noche, los
cultivos se transfirieron a 100 ml de medios 2xYT con 1 % de glucosa y crecieron hasta una DOeoonm de 0,8 y
entonces se transfirieron a 1 | de medio 2xYT hasta que la DOsoonm alcanzoé 0,8 otra vez. Después de 4 horas de
induccién bajo IPTG 1 mM para estimular la expresion, se sedimentaron y las bacterias se lisaron por sonicacién en
tampodn A (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; DTT 10 mM; PMSF 1 mM; 0,5 mg/ml de comprimidos de inhibidor de proteasas
lisozimas (Roche), pH 8,0). Se recogieron por centrifugacioén a 40.000 x g los cuerpos de inclusién y se lavaron tres
veces en tampon de lavado B (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; DTT 10 mM; 2 % de desoxicolato de sodio, pH 8,0) antes
de un lavado final en agua desionizada.

Se solubilizaron los cuerpos de inclusiéon en 3,5 ml de tampon de resolubilizacion (Tris-HCI 40 mM, urea 8 My DTT
10 mM a pH 12) y se replegaron durante un periodo de 16 horas en tampdn de replegamiento (Tris HCI 40 mM; NaCl
150 mM; 20 % de glicerol; cisteina 5 mM; cistina 0,5 mM a pH 8) a 4 °C en la oscuridad.

Los cuerpos de inclusion resolubilizados se cargaron sobre una columna de niquel de 1 ml. Brevemente, la columna
se equilibré previamente con tampén de unién (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 10 mM) y se aplicaron los
cuerpos de inclusion. Se lavé ampliamente la columna (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 30 mM). La proteina
recombinante se eluyé por tampdn imidazol de alta concentracion (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 300 mM). Se
reunieron las fracciones que contenian la proteina eluida y se dializaron durante la noche contra un tampon
apropiado (Tris 40 mM; NaCl 300 mM a pH 8). La proteina se evalué usando el ensayo Bradford de proteinas.

Cultivo celular y lisados de HepG2

Las células HepG2 fueron amablemente suministradas por Richard Ross (Universidad de Sheffield). Las células se
cultivaron rutinariamente a 37 °C en una atmoésfera humidificada al 95 % de 5 % de CO2 en DMEM/4,5 g por litro de
glucosa complementada con 10 % de suero bovino fetal (FCS), 100 Ul de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, I-
glutamina 2 mM (todos de GIBCO). Se sembraron dos millones células en placas de 10 cm y se cultivaron durante
48 horas. Las células se lisaron en 250 pl de tampoén STE (sacarosa 0,32 M, Tris 5 mM, EDTA 1 mM que contiene
inhibidores de la proteasa fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1 mM), benzamidina (5 mM) y leupeptina (10 yg/ml) y se
sonicaron sobre hielo para producir un lisado celular utilizable en el ensayo de actividad de TG2.

Células renales humanas 2 (HK2):

Se compraron células HK-2 (epitelio tubular proximal de rifién) de la Coleccién Europea de Cultivos Celulares en el
pase 3. Las células se cultivaron rutinariamente a 37 °C en una atmésfera humidificada al 95 % de 5 % CO:2 en
medio libre de suero de queratinocito (KSFM, Gibco 17005-042) con L-glutamina complementada con EGF
recombinante (0,1-0,2 ng/ml) y extracto de pituitaria bovina (20-30 ug/ml). Para el pase, se retiré el medio y se lavo
una vez con 1 x PBS antes de tripsinar con 1 ml de 0,25 % de tripsina/EDTA (matraz T75) durante 1 minuto a 37 °C.
Las células se resuspendieron en 10 ml de KSFM y se centrifugaron a 400 g durante 1 minuto. Se retiré el medio y
las células se sembraron en KSFM (es normal la divisién 1:3 a 1:5). Las células se usaron experimentalmente en los
pases 5-14. Las células crecieron normalmente bien hasta 95 % de confluencia.

Tincién con Coomassie y transferencia Western

Se comprobd la pureza de las proteinas recombinantes ejecutando 5 ug de la proteina recuperada sobre un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10 % (p/v) y tincion con solucion de tincion Coomassie Brilliant Blue R (Sigma).

La confirmacion de la sintesis de proteinas del nucleo TG2, asi como los niveles de reactividad de TG2 y de nucleo
de TG2 tras la inmunizacion, se midieron todos por transferencia Western. Se cargaron proteinas recombinantes (10
a 80 ng) sobre un gel desnaturalizante o no desnaturalizante de poliacrilamida al 10 % (p/v) segun se requiriera y se
transfirieron sobre membranas de PVDF (Transblot SD, Biorad, RU) durante una hora a 100 V. Las membranas se
bloquearon durante la noche a 4°C con 3 % (p/v) de BSA en TBS/0,1 % (v/v) de Tween 20. Entonces, las
membranas se lavaron y se sondaron con anticuerpos monoclonales anti-transglutaminasa de ratén en TBS/Tween
que contenia 1 % de BSA.
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Para probar la proteina de nucleo TG2 recombinante y como control positivo para el cribado de anticuerpos, se us6
el anticuerpo comercial Cub7402 (Neomarkers) a una dilucién 1:1000. Se detecté la union de anticuerpo primario
con el anticuerpo secundario unido a anti-HRP de cadena gamma de ratdon (Sigma, Pool, RU). Las bandas se
visualizaron usando sistema de deteccién quimioluminiscente ECL (Amersham, RU).

Inmunizacion de ratones y fusién

Se inmunizé cada ratén con una mezcla de 50 ug de antigeno (enrasado hasta 50 ul con PBS estéril) y 50 pl de
adyuvante completo de Freund. Se inyectaron cuatro ratones BALB/C (8-12 semanas de edad). Se llevaron a cabo
dos inmunizaciones de refuerzo (dia 14 y dia 35) usando el mismo procedimiento, con la excepcion de que se uso
adyuvante incompleto de Freund para estas inyecciones. En el dia 45, se tomaron muestras de sangre de todos los
animales y se evaluaron para reactividad a TG2 por ELISA.

Los dos mejores respondedores se reforzaron adicionalmente por inyeccion de 100 ug de proteina de nucleo (en
PBS) nuevamente mezclada con adyuvante incompleto de Freund a las 10 semanas, y 4 dias después los animales
se sacrificaron para la recuperacion de esplenocitos y fusion con células de mieloma Sp2/0-Ag-14. A partir de esta
fusion, se cribaron aproximadamente 1000 pocillos para reactividad a proteina TG2 por ELISA.

Cribado para la especificidad de TG2

Se probaron medio acondicionado o IgG purificada para reactividad a los miembros de la familia de
transglutaminasa. Se determiné la capacidad de cada uno para unirse a cada transglutaminasa (TG1, TG2, TGS,
TG5, TG7 y factor Xllla; todos de Zedira) usando un ensayo de unién a placa. Se recubrieron placas de
microtitulacion (Costar, Cambridge, RU) con TG recombinante (Zedira, Darmstadt, Alemania) en 50 ul de tampon
bicarbonato/carbonato 0,1 M (pH 9,6) durante la noche a 4 °C. Las placas se bloquearon durante 2 h a 37 °C con
200 yl de PBS que contenia 3 % p/v de BSA. Se lavaron tres veces las placas con PBS que contenia 0,05 % de
Tween 20 (tampodn de lavado) y 100 pyl de medio acondicionado diluido (diluciéon 1:5 a 1:20) o se afiadieron mAbs
anti-nucleo catalitico de TG2 purificados. Las placas se incubaron durante 1 h adicional a temperatura ambiente. Se
repitio la etapa de lavado y se afiadié anti-cadena gamma de raton-peroxidasa de rabano picante (1:5000) en PBS
que contenia 0,05 % de Tween 20 (viv) y 1 % de BSA (w:v) (Sigma, Pool RU) durante 1 h. Después de ocho
lavados, se reveld la union con 50 ul de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina. La reaccion se detuvo afiadiendo
25 pl de H2S04 0,1 M y se determind la absorbancia a 450 nm.

Cribado para lainhibicion de TG2

Se mide la actividad de TG por la incorporacion dependiente de Ca?* de 3H-putrescina en N',N'-dimetilcaseina. Se
preincubé TG2 humana recombinante (100 ng) durante veinte minutos a temperatura ambiente con la muestra de
prueba (medio acondicionado o IgG purificada) antes del comienzo de la reaccién. Se afadieron veinticinco pl de
mezcla de reaccion (5 ul de CaClz 25 mM, 5 ul de ditiotreitol 40 mM, 5 uyl de mezcla 3H-putrescina y 10 pl de
25 mg/ml de N,N'-dimetilcaseina (sustituir CaClz 25 mM con EDTA 100 mM para un control no enzimatico) para
empezar la reaccion y las muestras se incubaron a 37 °C durante hasta 1 hora. Se aplicaron alicuotas de 10 ul sobre
una tira de papel de filtro 3 MM Whatman y se sumergieron inmediatamente en 10 % de acido tricloroacético (TCA)
frio en hielo para precipitar las proteinas reticuladas normalmente en el tiempo 0, 10, 30 y 60 minutos en la reaccion.
Después de tres amplios lavados en 5 % de TCA frio en hielo, seguido por 3 aclarados con 95 % de etanol frio en
hielo, se conté el filtro secado al aire en 2 ml de fluido de centelleo (Ultima Gold Packard, Perkin Elmer). Se calcul6
la velocidad de reaccién. 1 unidad de TG es equivalente a la incorporacién de 1 nmol de putrescina por hora a 37 °C.

Se uso el mismo protocolo para evaluar la inhibicion de TG en lisados celulares reemplazando los 25 pl de proteina
recombinante con 25 pl de lisado celular.

Clonacion y purificacion de hibridomas de anticuerpos a partir de medio acondicionado

Se realizé el aislamiento de anticuerpos monoclonales a partir de los hibridomas inhibidores clonados. Se clonaron
doblemente los pocillos de hibridomas inicialmente identificados por un proceso de dilucidon limitante (para garantizar
la estabilidad y clonalidad) segun métodos convencionales (Loirat MJ et al., 1992) con subclones probados como se
describe por cribados de ELISA y de actividad. Se expandieron los clones productores de anticuerpos seleccionados
en matraces de 25 y 75 cm? y se alimentaron con medio libre de suero (Hyclone, Fisher Scientific, Loughborough,
RU). A medida que se expandieron las células, se recogié medio acondicionado para la purificacién de IgG usando
cromatografia de afinidad en columna de proteina G (Amersham Life Sciences). Se diluyé el medio acondicionado
en un volumen igual de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,25, y se aplicé a la columna de proteina G a un caudal de 1,0
a 2,0 ml/min. La columna se lavé ampliamente con 10 volimenes de columna del mismo tampén. Se eluyo el
anticuerpo unido en solucion de glicina (0,1 M; pH 2,7) y se neutralizé por 0,15 % de volumenes de Tris / HCI 1 M a
pH 9. Las muestras se dializaron contra 1000 volimenes de solucion salina de tampén fosfato durante 24 horas con
2 cambios de tampén.
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Mapeo de presentacion en fagos de epitopes de anticuerpos

Se amplificé la secuencia codificante de TG2 humana de longitud completa por reaccion en cadena de la polimerasa
usando los siguientes cebadores; TG2-FL-1 &' ATGGCCGAGGAGCTGGTCTTAGAGA 3' y TG2-FL-2 &
GGCGGGGCCAATGATGACATTCCGGA 3'. Se purifico el producto de amplificacién de aproximadamente 2 kb
usando el kit Quiagen PCR cleanup (Qiagen) y se digirid en fragmentos aleatorios usando RQ DNAse | (Promega).
La reaccion de RQ DNAse se traté con fragmento de Klenow de ADN polimerasa | y ADN polimerasa T4 para
generar fragmentos de extremos romos. Estos se purificaron por electroforesis en gel, y los fragmentos en el
intervalo de 50-150 pb se extrajeron usando el kit de recuperacion en gel de Qiagen (Qiagen, Crawley UK).

Se digirid6 un vector de presentacion en fagos con EcoRV, se tratd con fosfatasa alcalina y se purificé por
electroforesis en gel y el kit de recuperacion en gel de Qiagen. Se ligaron 100 ng de vector purificado a 15 ng de
fragmentos romos preparados de ADNc de TG2 humana. La ligacién resultante se sometié a electroforesis en
células electrocompetentes XL1-Blue (Agilent Technologies) y se rescatd la biblioteca de fragmentos con fago
auxiliar VCSM13 (Agilent). Las particulas de fagos se precipitaron con 2 % de glucosa y 4 % de PEG 6000 y se
resuspendieron en PBS 0,1 % de Tween 20 (v:v) 1 % de BSA (w:v).

Se llevo a cabo el mapeo de epitopes usando el siguiente procedimiento. Se recubrieron pocillos de ELISA durante
la noche a 4 °C con 30 pg de anticuerpo monoclonal en 100 pl de tampdn de recubrimiento. El pocillo recubierto se
lavo con PBS/Tween y se bloqued con 400 pl de 3 % de BSA en PBS (p:v) durante 1 h a temperatura ambiente. Se
afiadieron aproximadamente 10'C particulas de fago (100 ul) al pocillo bloqueado y se incub6é a temperatura
ambiente durante 1 h. El pocillo se lavd 8 veces con 400 uyl de PBS/0,5 % de Tween (v:v) y el fago adherente se
eluyé con glicina 0,2 M a pH 2,2. Se usd el fago eluido para infectar 1 ml de hospedador XL1-Blue y las muestras se
sembraron en LB-agar (60 ug/ml de ampicilina, 15 pg/ml de tetraciclina), el hospedador restante se afadié a 100 ml
de medio LB (60 pg/ml de ampicilina, 15 ug/ml de tetraciclina) y se cultivé durante la noche a 37 °C en una estufa de
incubacién con agitacion a 200 rpm para generar la biblioteca enriquecida de fragmentos seleccionados. Este
proceso de enriquecimiento se repiti6 5 veces y se seleccionaron colonias aleatorias de la ronda final para la
secuenciacion.

Determinacion de la secuencia de la region VL de anticuerpo
Cebadores

Cebadores de sentido directo de cadena pesada - Se combinaron un par de cebadores FR1 altamente degenerados,
MH1 y MH2 (Wang et al. 2000), con 3 cebadores de la regién constante para amplificar genes VH.

MH1 5' CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGTC 3'

MH2 5'CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3'

Raton-G1 5' AGGCGCAGTACTACAATCCCTGGGCACAATTTTCTTGTCCACC 3'
Raton-G2a 5' AGGCGCAGTACTACAGGGCTTGATTGTGGGCCCTCTGGG 3'
Ratén-G2b 5 AGGCGCAGTACTACAGGGGTTGATTGTTGAAATGGGCCCG 3'

Cebadores de kappa

VK1 5' CGCTGCGAGCTCGATATTGTGATGACBCAGDC 3'

VK2 5' CGCTGCGAGCTCGAGRTTKTGATGACCCARAC 3'

VK3 5' CGCTGCGAGCTCGAAAATGTGCTCACCCAGTC 3'

VK4 5' CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAGTC 3'

VK5 5' CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACACAGAC 3'

VK6 5' CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGCTSACYCARTC 3'

VK7 5' CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACYCARTC 3'

VK8 5' CGCTGCGAGCTCCAAATTGTTCTCACCCAGTC 3'
K-CONST 5' GCGCCGTCTAGAATTAACACTCATTCCTGTTGAA 3'

Se extrajo ARN total de células de hibridoma monoclonales (~ 10° células) usando Trizol (GIBCO) segun el
protocolo del fabricante y se cuantificé por Azeonm. Se sintetizo ADNc usando transcriptasa inversa ImProm Il
(Promega) y cebadores hexameros aleatorios. La mezcla de reaccion fue del siguiente modo; 1 ug de ARN total,
0,1 pg de oligonucledtido (dN)s, 12 pl de tampdén ImProm 11, 1 pyl de dNTPs 10 mM (Promega), 8 ul de MgClz 25 mM,
4 pl de transcriptasa inversa ImProm Il (Promega), H20 tratada con DEPC hasta volumen de reaccion total de 60 pl.
Se calentd el ARN y la mezcla de cebadores aleatorios hasta 70 °C durante 10 min y luego se puso sobre hielo. Se
afadieron los componentes de reaccion restantes y entonces se incubaron a 20 °C durante 10 min, luego a 40 °C
durante 40 min adicionales.

La amplificacién de genes VH y VK se llevd a cabo con polimerasa GoTaq (Promega). Cada 50 pl de reaccion

contuvieron lo siguiente; ADNc 2 ul, 20 pmoles de cebadores de sentido directo y de sentido contrario, 10 uyl de
tampon de reaccion GoTaq, 1 yl de dNTPs 10 mM, 5 pl de MgCl2 25 mM, 2,5 u de polimerasa GoTaq, H20 hasta un
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volumen final de 50 ul. Las reacciones se sometieron a 35 ciclos usando las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min; desnaturalizacion 94 °C 1 min, hibridacion 56 °C 1 min, extension 72 °C 1 min.
Se analizaron los productos de PCR por electroforesis en gel y se clonaron usando el kit de clonacion TOPO TA
(Invitrogen). Se seleccionaron minipreparaciones aleatorias de productos de PCR de cadena pesada y ligera para la
secuenciacion.

Medicion de la actividad de TG extracelular

Se midié la actividad de TG extracelular por ELISA de células modificado. Se recogieron células epiteliales HK-2
usando EDTA 0,1 M o0 0,25 % de tripsina/EDTA y se sembraron a una densidad de 81 x 10* células/pocillo en medio
libre de suero sobre una placa de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 100 pl/pocillo de
fibronectina (5 pg/ml en Tris-HCI 50 mM a pH 7,4) (Sigma, Pool RU). Se dej6é que las células se unieran durante
25h a 37°C en presencia de biotina cadaverina 0,1 mM [4cido N-(5 aminopentilbiotinamida)trifluoroacético]
(Molecular Probes, Eugene OR, EE.UU.). Las placas se lavaron dos veces con EDTA/PBS 3 mM y las células se
retiraron con 0,1 % (p/v) de desoxicolato en EDTA/PBS 5 mM. Se recogi6é el sobrenadante y se uso para la
determinacién de proteina. Se lavaron las placas con Tris-HCI 50 mM y se incorporé biotina cadaverina revelada
usando 1:5000 de extravidina HRP (Sigma, Pool, RU) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido por un sustrato
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina). La reaccién se detuvo con 50 yl de H2SO4 2,5 M y se leyd la absorbancia a
450 nm.

Medicién de los niveles de colageno por radiomarcado

Se sembraron células a una densidad de 3,75x10'/10 cm? de placa de Petri o 1x108/pocillo de una placa de 6
pocillos. Se evalu6 colageno de ECM por marcado con 20 iCi de 3*H prolina (1,0 mCi/ml, ICN). El marcado se
realizé durante 72 h en condiciones estandar de cultivo celular. Tras el marcado, se retiré el medio, las células se
lavaron con PBS y se retiraron con 2 ml de hidréxido de amonio 0,25 M en Tris 50 mM a pH 7,4 a 37 °C durante
10 min. Se recogi6 la fraccion soluble y se determind la concentracion de proteina usando el ensayo de acido
bicinconinico (BCA). Las placas se lavaron ampliamente con volimenes crecientes de PBS antes de que ECM se
solubilizara con 2 ml de 2,5 % (p/v) de SDS en Tris 50 mM a pH 6,8. Se raspé la placa para garantizar la completa
retirada de ECM y se midi6é 200 il para radioactividad en un contador de centelleo beta. Los recuentos se corrigieron
por mg de proteina de célula solubilizada y se expresaron como un porcentaje del valor de control medio.

Generacion de IgG de Quark recombinante ratificado

Se gener6 para fines experimentales un anticuerpo quimérico humano-rata a partir de secuencia de un Fv
monocatenario 'humano' de un anticuerpo contra transglutaminasa humana tipo Il. El anticuerpo se denomina
QPCDTGII (abreviado QCT), y las secuencias de las regiones variables estan disponibles en el documento de
patente WO 2006/100679A2.

Se seleccion6 una subclase y2a de rata para las regiones constantes de la cadena pesada, retirando el sitio de
glucosilacién para reducir la probabilidad de una reaccion de ADCC en los animales de prueba de rata. La region
constante de rata seleccionada para la cadena pesada fue 013593 (Bruggemann, M. Gene 74: 473-482
(1988); Bruggemann, M., Free, J., Diamond, A., Howard, J., Cobbold, S. y Waldmann, H. Proc. Natl. Acad. Sci USA
83: 6075-6079 (1986)) de la base de datos de Kabat (Kabat, E. A., Wu, T. T., Perry, H. M., Gottesman, K. S. y
Foeller, C. Sequences of Proteins of Immunological Interest. (NIH National Technical Information Service, 1991)).
Aquella para la cadena ligera kappa fue 013718 (Sheppard, H. W. y Gutman, G. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:
7064-7068 (1981)) de Kabat.

En resumen, se generaron secuencias codificantes de la cadena pesada y cadena kappa por sintesis de ADN (se
adapté el uso de codones a una preferencia codénica de mamifero).

Se amplificé por PCR el producto de sintesis del gen de la cadena pesada usando los cebadores QCT_Hindlll y
QCT_H_rev. Se cort6 el producto de PCR con Hindlll y NgoMIV y se ligé en el vector de expresion MRCT. Los
clones de bacterias DH5a competentes transformados quimicamente por el producto de ligacion se cribaron por
PCR usando los cebadores HCMVi y rata_gamma1. Se secuenciaron tres clones que generaron un producto de
PCR del tamafio predicho.

Se amplificd por PCR el producto de sintesis del gen de la cadena kappa usando los cebadores QCT_Hindlll y
QCT_L_rev. Se corto el producto de PCR con Hindlll y PpuMI y se ligd en el vector de expresion pKN100. Los clones
de bacterias DH5a competentes transformados quimicamente por el producto de ligacion se cribaron por PCR
usando los cebadores HCMVi y rata_kappa. Se secuenciaron tres clones que generaron un producto de PCR del
tamanfo predicho.

Se generd un vector de expresion de inserto doble que codificaba tanto las cadenas pesadas como kappa y se

transfectd en células HEK 293T. Se reunié el sobrenadante de cultivo celular de dos transfecciones de HEK293T a
gran escala y se purificaron por afinidad en una columna de 1 ml de L-agarosa de proteina usando un sistema de
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cromatografia AKTA Explorer, segun el protocolo del fabricante. Eluyé un tnico pico a DO 280 nm con tampén de
elucion de IgG, y se dializé contra dos cambios de PBS. Este se ensayé tanto por absorcion de UV a 280 nm, como
por ELISA de 1gG2a de rata. El rendimiento total fue aproximadamente 700 pg (por DOz2sonm); 303,5 ug (por ELISA).

Humanizacién de anticuerpo AB1
Bases de datos de ADNc de VH y VK humano

Se usaron las secuencias de proteinas de inmunoglobulinas humanas y de ratén de International Immunogenetics
Database 2009'"'y Kabat Database Release 5 of Sequences of Proteins of Immunological Interest (Ultima
actualizacioén 17-Nov-1999)'92 para compilar una base de datos de secuencias de inmunoglobulina humana en un
alineamiento de Kabat. La base de datos de los presentes inventores contiene 10.606 secuencias VH y 2.910 VK.

Modelo molecular de AB1

Se ha calculado un modelo de homologia de las regiones variables del anticuerpo AB1 de ratén usando el programa
Modeller'® ejecutado en modo automatico. Las coordenadas atomicas de 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb y 1MQK.pdb fueron
los moldes de secuencia de mayor identidad para la interfase, VL y VH, respectivamente, como se ha determinado
por andlisis Blast de la base de datos de estructuras Accelrys antibody pdb. Estos moldes se usaron para generar 20
modelos iniciales, el mejor de los cuales se refind modelando cada bucle de CDR con sus 3 mejores moldes de
bucle.

Seleccidn de laregion estructural de hAB1

Se uso el programa de analisis de secuencias, gibsSR, para interrogar las bases de datos de VH y VK humanas con
las secuencias de proteinas de VHc, VKc y VKc1 de AB1 usando diversos criterios de seleccion. Se identificaron
restos de FW dentro de 5 A de un resto de CDR (definicién de Kabat) en el modelo de homologia de anticuerpo AB1
de ratén, y se designaron los restos "Proximidad 5 A".

Se eligi6 AF06220 como FW sobre el que basar la construccién inicial de VHc de AB1 humanizado. La Tabla 1
muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF06220 para Ab1 murino. La Tabla 2 muestra la envoltura de
proximidad 5 A de las secuencias. AF062260 solo tiene 1 mutacion somatica lejos de su gen VH de la linea germinal
212347 (Tabla 3).

Se eligid AY247656 como FW sobre el que basar la construccion inicial de VKc de AB1. El alineamiento y la
identidad de restos con AB1 murino se muestran en la Tabla 4; la Tabla 5 muestra la envoltura de proximidad 5 A de
las secuencias. La secuencia muestra 5 mutaciones soméaticas de su gen VK de la linea germinal X93620 (Tabla 6).

Se eligi6 AF193851 como FW sobre el que basar la construccién inicial de VKc1 de AB1. El alineamiento y la
identidad de restos con AB1 murino se muestran en la Tabla 7. La Tabla 8 muestra la envoltura de proximidad 5 A
de las secuencias. La secuencia no muestra mutaciones somaticas de su gen VK de la linea germinal J00248
(Tabla 9).

ELISA de unién

Se cotransfectaron células HEK 293F con combinaciones de diferentes vectores de la cadena ligera humanizada en
asociacion con diferentes vectores de la cadena pesada humanizada. Se usé TG2 humana recombinante para medir
la unién de anticuerpo por ELISA. Los resultados indicaron que la version de cadena pesada RHA (Tabla 10), en
combinacién con cualquier de las versiones de cadena ligera RKE y RKJ (Tabla 11) (que representan las diferentes
versiones de la cadena ligera humanizada) mostraron unién éptima (Figura 16).

La version de cadena pesada RHA es un injerto no modificado de regiones CDR de ratdn del anticuerpo AB1 en la
secuencia de donante humano. Sin embargo, ambas versiones de cadena ligera RKE y RKJ tienen la misma
retromutacién que reside solo en la proximidad 5 A, F72 (numeracién de Kabat - mostrada en verde). Esta
retromutacion se encuentra fuera de los restos de Vernier'%4, Canonicos'? o de Interfase 1% (véase la Tabla 11).

101. Lefranc, M.P. IMGT, the international ImMunoGeneTics database(R). Nucleic Acids Res. 31, 307-310
(2003).

102. Kabat, E.A., Wu, T.T., Perry, H. M., Gottesman, K. S. & Foeller, C. Sequences of Proteins of
Immunological Interest. NIH National Technical Information Service, (1991).

103. Eswar, N. et al. Comparative protein structure modeling using Modeller. Curr. Protoc. Bioinformatics.
Chapter 5: Unit 5.6., Unit (2006).

104. Foote, J. & Winter, G. (1992). Antibody framework residues affecting the conformation of the hypervariable
loops. J Mol. Biol. 224, 487-499.

105. Morea, V., Lesk, A. M. & Tramontano, A. (2000). Antibody modeling: implications for engineering and
design. Methods 20, 267-279.
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106. Chothia, C., Novotny, J., Bruccoleri, R. & Karplus, M. (1985). Domain association in immunoglobulin
molecules. The packing of variable domains. J Mol. Biol. 186, 651-663.
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RESULTADOS
Generacion de proteina de nucleo rhTG2.

Para forzar la generacion de anticuerpos que fuera mas probable que eligieran como diana epitopes criticos para la
actividad de TG2, en vez de sitios favorecidos en la molécula de TG2, los presentes inventores inmunizaron ratones
con el nucleo catalitico de TG2 en vez de la molécula de TG2 de longitud completa. Para generar el dominio de TG2
recombinante, se generd una construccion de PCR ejecutando desde las bases 329 hasta 1419 y se insert6 en el
vector Pet21+(a) (Figura 1A). La insercidén y expresion de este vector en bacterias BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL
produjo la generacion de una proteina insoluble que abarcaba los aminoacidos 143 a 473 que engloban todo el
nucleo catalitico. Esta proteina se solubilizd y replegé en Tris HCI 40 mM; NaCl 150 mM; 20 % de glicerol; cisteina
5 mM; cistina 0,5 mM a pH 8. Se ejecutaron 10 ng de esta en un gel de poliacrilamida no reductor, se realiz6
transferencia Western y se inmunosondé con CUB7402. Fue visible una banda clara a 37 kDa que esta de acuerdo
con el tamafo predicho del nucleo de TG2 (Figura 1B). También fueron inmunorreactivas bandas mas grandes para
CUB7402, que lo mas probablemente representan agregados de la proteina de nucleo ya que estos no estaban
presentes cuando se ejecutd un gel reductor (datos no mostrados).

Inmunizacion y fusion.

Se inmunizaron cuatro ratones con 50 pg de nucleo de rhTG2. Aproximadamente cinco y nueve semanas después
de la inmunizacién, se tomé6 una muestra de suero de cada raton y se probd para la reactividad contra rhTG2 por
ELISA usando una diluciéon sucesiva del suero. Todos los ratones mostraron una fuerte reaccién inmunitaria al
nucleo de rhTG2, incluso a la mayor dilucion usada (1:51.000) (Figura 2A). Para confirmar que los anticuerpos
también reconocerian la TG2 de longitud completa, se ejecutaron rhTG2 y proteina de nucleo rhTG2 sobre un gel no
desnaturalizante, se realizé transferencia Western y se inmunosondaron con una dilucién 1 en 1000 de suero de
raton (Figura 2B). Se reforzé el raton con la reactividad mas fuerte (raton C) contra ambas proteinas y se
recuperaron los esplenocitos para la fusién usando el Servicio de Hibridomas de la Universidad de Sheffield,
Bioserv.

Seleccion de hibridoma positivo y clonacién.

De los 400 pocillos de hibridomas seleccionados por Bioserv como los mas positivos, los sobrenadantes de 109
mostraron reactividad persistente a TG2, sin embargo solo 34 no reaccionaron con otros miembros clave de la
familia de TG cuando se probaron en ELISA (ejemplos representativos mostrados en la Figura 3A). Se cribd el
sobrenadante de los que fueron especificos para TG2 por ensayo de incorporacién de 3H-putrescina para la
capacidad para inhibir la actividad de TG2 resultante de 100 ng de TG2 (Figura 4). Este cribado inicial indicé que los
10 sobrenadantes de hibridomas fueron capaces de inhibir la actividad de TG2 (AB1; DC1; BB7; EH6; DH2; DD9;
JE12; AG9; AH3; DF4). Nueve de los diez se clonaron satisfactoriamente por dilucién limitada. Para el clon DF4,
aunque los clones se aislaron después de la clonacion, no parecié que fueran inhibidores. Después de la clonacion,
se purificd IgG de hibridoma clonado y se volvié a probar para reactividad selectiva a TG2 (Figura 3B).

Potencial inhibidor de TG2.

Se probd la IgG de cada hibridoma clonado para actividad inhibidora de TG2 contra TG2 humana, de rata y de ratén
y se calcularon las CI50 basandose en la cantidad de IgG requerida para inhibir 1 ng de TG2. Hubo
aproximadamente un intervalo de 12 veces en los valores de CI50 contra TG2 humana que varié desde el mas
eficaz AB-1 a 1,1x10° mg/ml de IgG hasta el menos eficaz JE12 a 12,3 1,1x10® mg/ml de IgG (Figura 9; Tabla 1).
De forma interesante, los presentes inventores solo fueron capaces de determinar una CI50 para 4 anticuerpos
(DH2, DD9, EH6 y BB7) contra TG2 de rata, teniendo el mejor, DH2, una CI50 de 2,23 x 10 mg/ml de I1gG que es
unas 6 veces menos activo que contra TG2 humana y comparativamente 38 veces menos activo que el mejor
inhibidor de AB-1 contra TG2 (Figura 9; Tabla 1). Ninguno de los anticuerpos inhibidores fue capaz de inhibir TG2 de
ratén, probablemente debido a la inmunotolerancia.

Mapeo de los epitopes de anticuerpos inhibidores

Para establecer qué epitopes en TG2 fueron inmunoldgicamente Unicos para TG2 a la vez que inhibidores, asi como
establecer si estos 10 anticuerpos se dirigieron al mismo sitio o diferentes sitios, se maped cada anticuerpo usando
presentacion en fagos. Se construyé una biblioteca de fagos de TG2 y se inmunopurificéd contra cada mAb. Entonces
se determino el epitope por secuenciacion consenso de los fagos de unién.

AB1, AG1, AH1, BB7, DC1, EH6 y JE12 todos parecen unirse en total o parte a un Unico epitope (Figura 5) que
engloba los aminoacidos 304 a 326 y parece que se sientan en frente del sitio activo dentro de un sitio de union a
sustrato (Figura 6). Los presentes inventores denominaron esta region el sitio AB-1 y denominaron los anticuerpos
que se dirigen a este sitio los anticuerpos del Grupo 1.

DF4 se dirigié Unicamente a una secuencia que va desde el aminoacido 351 hasta 365 (Figura 5) que va desde la
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parte delantera hasta la posterior del nicleo que engloba Asp 358 en la triada catalitica (Figura 6). Los presentes
inventores denominaron esto el Grupo 2.

DH2 y DD9 se unieron a una secuencia que abarcaba los aminoacidos 450 a 467 (Figura 5). Estos anticuerpos del
Grupo 3 se unen a una region en la parte posterior del nucleo cerca de la interseccion con el barril 1 B, que los
presentes inventores denominaron el sitio DH2. El epitope engloba un sitio de unién de calcio putativo (Figura 6).

Secuenciaciéon de anticuerpos

Para establecer la secuencia de la cadena ligera variable para cada anticuerpo, se extrajo ARN de cada hibridoma
inhibidor, se transcribié de forma inversa y se amplific6 por PCR usando un par de cebadores FR1 altamente
degenerados, combinandose los cebadores MH1 y MH2 con 3 cebadores de la regién constante para amplificar
genes VH.

Se muestran las secuencias VH y VK resultantes en la Figura 7 para AB1.
La capacidad de AB1 para inhibir la actividad de TG2 en una mezcla de proteinas in vitro

El anticuerpo inhibidor mas potente contra TG2 recombinante es AB1. Para ser de valor terapéutico, debe ser capaz
de no solo inhibir la actividad de TG2 en una solucién pura, sino también en una solucidon compleja de proteinas y no
asociarse de ninguna forma con otras proteinas. Para probar esto, se preparé un homogeneizado de la linea celular
humana de hepatocitos HepG2. La aplicacién de 0,5 pg de AB1 fue capaz de inhibir 70 % de la actividad de TG2
(Figura 8A). Sin embargo, BB7 produjo una inhibicion significativamente rebajando 90 % la actividad de TG2. El
inmunosondeo de 25pug de este lisado con AB1 no mostr6 asociacion inespecifica con una uUnica banda
inmunorreactiva a un tamano correspondiente a TG2 (Figura 8B).

La capacidad de AB1y DC1 parainhibir la actividad de TG2 extracelular.

Para evaluar si estos anticuerpos podrian inhibir la actividad de TG2 en un sistema de células, se aplicaron AB1
(Figura 10a) y DC1 (Figura 10b) a células epiteliales tubulares de rifidn humano 2 (HK-2) en cultivo y se ensayo la
actividad de TG extracelular usando el ensayo de biotina cadaverina. AB1 fue capaz de lograr un 60 % de inhibicion
y DC1 un 55 % de inhibicion de la actividad cuando se aplicaron a 4 ng/ul en los medios de cultivo que fue
comparable al inhibidor quimico de pan TG cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tio]imidazolio aplicado a 400 uM.

Comparacion del anticuerpo AB1 con otros anticuerpos inhibidores conocidos

Para probar la eficacia de AB1 en comparacién con otros anticuerpos inhibidores de TG2 conocidos, se probaron
tanto fragmentos fab (Figuras 11, 12) como IgG completas (Figuras 13, 14) de un anticuerpo como se describe por
Quark Biotechnology en la solicitud de patente nimero WO2006/100679 para inhibir la actividad de TG2 en el
ensayo de incorporacion de 3H-putrescina. Se pudo inhibir 60 a 80 % de la actividad de 100 ng de TG2 humana por
500 ng de AB1. En comparacion, ninguno del fragmento fab o la IgG completa del anticuerpo de Quark pudo inhibir
TG2 significativamente en este ensayo.

Discusioén

Existe una clara necesidad de validar TG2 como diana terapéutica en el hombre a través de una variedad de
enfermedades donde estudios experimentales han sugerido su participacion. Estos incluyen cicatrizacion de tejido,
celiaquia, enfermedades neurodegenerativas y quimiorresistencia en algunos canceres. La limitacion de esto ha sido
la falta de compuestos verdaderamente especificos de TG2 que pudieran inhibir selectivamente la actividad de TG2
en el hombre.

En este estudio, los presentes inventores han inmunizado por primera vez ratones con un fragmento de TG2 con el
objetivo de ser capaces de aislar un intervalo mas amplio de anticuerpos anti-TG2 contra el nucleo catalitico de la
enzima en la busqueda de un epitope inhibidor. Esto provoco una buena respuesta inmunitaria con anticuerpos que
reconocen tanto el nucleo de rhTG2 como TG2 nativo, pero no otras TG.

10 de los anticuerpos aislados mostraron actividad inhibidora. Estos se mapearon posteriormente con 3 epitopes
especificos de TG2, pero inhibidores. Estos anticuerpos se han clonado, secuenciado y aislado, calculandose los
valores de CI50. Tres anticuerpos (AB1, DC1 y BB7) que se dirigen a un sitio de sustrato demostraron ser
inhibidores particularmente eficaces. Y, lo que es mas importante, estos anticuerpos también funcionaron bien tanto
en un lisado celular como en cultivo celular, que indica que estos anticuerpos tienen el potencial de funcionar en un
entorno rico en proteinas que es critico para la aplicacion in vivo.

Los presentes inventores creen que un elemento clave en la generacidon satisfactoria de estos anticuerpos

inhibidores ha sido la decisidon de inmunizar con solo la proteina de nucleo. Que sepan los presentes inventores,
ninguno de los anticuerpos de TG2 comerciales tiene potencial inhibidor de cualquier significancia. Los propios
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intentos de los presentes inventores para usar TG2 de longitud completa produjeron un gran nimero de anticuerpos,
algunos de los cuales fueron especificos para TG2 y ninguno de los cuales fue inhibidor. Esto pareceria ser debido a
una clara preferencia inmunogénica por bucles de proteina dentro de TG2 de longitud completa, muchos de los
cuales caen en la parte posterior del nucleo catalitico en posiciones similares a las del anticuerpo anti-TG2 mas
ampliamente usado, CUB7402 (aa447 aa478).

Es sorprendente que el enfoque de los presentes inventores haya conducido a la produccion de anticuerpos mucho
mas eficaces. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, los presentes inventores creen que produciendo
simplemente anticuerpos para una proteina mas pequefia que cubre solo el nucleo central, no solo eliminan algunos
de los epitopes inmunolégicos favorecidos, sino que también fuerzan al direccionamiento del nicleo. Esto solo
aumenta la variedad de anticuerpos disponibles para la seleccion y asi cobertura mas amplia del nucleo. Sin
embargo, el inmunizar con solo el nucleo significa que se pierde gran parte del plegamiento del nucleo y asi algunos
de los epitopes que quizds puedan estar menos disponibles dentro de una molécula de TG2 total puedan ser
epitopes mas atractivos con el nucleo en este formato. Dado que los 10 anticuerpos reconocieron epitopes lineales
(es decir, unidos a TG2 sobre un gel reductor), mientras que 80 % de los anticuerpos que los presentes inventores
aislaron previamente usando TG2 de longitud completa como inmunogén fueron dependientes de la conformacion,
sugiere que esto puede ser un factor importante.

Ha habido previamente otros estudios que han postulado la idea de un anticuerpo inhibidor de TG2 para aplicacion
humana. Esposito y colaboradores desarrollaron anticuerpos recombinantes a partir de pacientes con celiaquia
donde se ha propuesto que los anticuerpos de TG2 pueden tener una funcién inhibidora [19]. Uno de estos
anticuerpos se desarrollé para aplicacion comercial por Quark Biotechnology y una solicitud de patente presentada
(WO2006/100679). Este anticuerpo demostré algunos primeros datos interesantes en la prevencion de fibrosis renal
en el modelo de rata UUO. Sin embargo, los presentes inventores produjeron una versiéon recombinante de este
anticuerpo y aunque reaccioné con TG2 en ELISA (Figura 17) y transferencia Western, lograron poca inhibicién
hasta 500 ng de IgG por ng de TG2 para este anticuerpo, a la que todos los anticuerpos desarrollados en este
estudio blogquean esencialmente toda la actividad de TG2. Ademas, el documento de patente W0O2006/100679
describe la generacion de una versién de raton de este anticuerpo humano, y como tal seria dificil la larga aplicacion
en modelos reconocidos de rata de enfermedad renal.

Es de notar en el presente estudio el mapeo de los 3 epitopes inhibidores dentro del niucleo de TG2. El epitope de
AB1 es, de lejos, el mas potente para elegir como diana, que es quizas sorprendente dada la posicion del epitope. El
examen de su posicién dentro de la estructura activa de TG2 predicha [20] sugiere que se une en el puerto de
entrada a la triada catalitica en lo que puede ser un sitio de sustrato. Dado que los sustratos que los presentes
inventores usaron en su ensayo de cribado son relativamente pequefios (putrescina y dimetilcaseina), es quizas
sorprendente que este sitio sea tan eficaz. Sin embargo, la posicién del epitope debe ser tal que la gran IgG
(150 kDa) se situe firmemente en el sitio catalitico. A partir de los datos de epitopes se puede predecir que el sitio de
DD9 puede ser mas eficaz, ya que estd asociado con un sitio de unién de calcio putativo [21]. Sin embargo, el
examen de la bibliografia sugiere 5 o mas sitios de unién de Ca?* putativos [21] y, aunque tiene claramente un
espectacular efecto, no es critico para toda la actividad de TG2.

El sitio de DF4 seria hipotéticamente el epitope mas eficaz, ya que el anticuerpo se une a 1 de los aminoacidos
esenciales en la triada catalitica. Sin embargo, no ha sido posible clonar satisfactoriamente DF4 que produce este
anticuerpo inhibidor y, como tal, no ha sido posible la producciéon de IgG suficiente para realizar adecuadamente
pruebas de CI50. De hecho, puede ser muy dificil clonar anticuerpos que tienen eficacia demasiado alta debido al
trabajo de Gunzler et al. (1982) FEBS Lett. 150(2): 390-6, que sugirié que los que linfocitos necesitaban actividad de
TG2 para proliferar y asi los anticuerpos con mejor potencial inhibidor solo podian ser posibles usando enfoques
recombinantes o un sistema de extraccion continua de 1gG.

Uno de los problemas mas frustrantes en la realizacion de este trabajo ha sido la aparente incapacidad de todos los
anticuerpos desarrollados para bloquear eficientemente la actividad de TG2 no humana, que es critico para las
pruebas preclinicas. Todos reaccionaron con TG2 de rata y de ratdn en tanto transferencia Western como ELISA, en
algunos casos con poca diferencia de intensidad. Sin embargo, de los 9 anticuerpos para los que los presentes
inventores produjeron IgG, solo fue posible determinar una CI50 para 4 en rata y ninguno en raton. Los 4 donde se
calcul6 una CI50 contra TG2 de rata mostraron una CI50 30 veces o mas baja contra TG2 de rata que AB1 contra
TG2 humana, que significa que cualquier dosis in vivo seria prohibitivamente grande. Ademas, ninguno inhibiria en
absoluto en un lisado celular de rata. Dada la reactividad en ELISA y transferencias Western, mas que existen solo 5
apareamientos entre especies para AB1 y 3 para DD9, fue sorprendente la significativa especificidad de especies
para la inhibicién y demuestra claramente la importancia critica de la afinidad para la inhibicién eficaz. Asi, habiendo
identificado estos epitopes inhibidores para TG2 humana, ahora es critico que se desarrollen anticuerpos analogos
para estos sitios en TG2 de rata si su valor se va a establecer en modelos preclinicos in vivo de enfermedad.

Est4 disponible un amplio intervalo de inhibidores de TG. En particular, los compuestos basados en tiomidazol
originalmente desarrollados por Merke Sharpe Dome [22], los analogos de CBZ-glutamilo desarrollados por Griffin y
colaboradores [23] que los presentes inventores han usado muy satisfactoriamente para tratar cicatrizacion de rifion
experimental [16], y los inhibidores de tipo dihidroisoxazol desarrollados por Khosla y colaboradores [24-27] usados
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satisfactoriamente en diversos modelos de cancer. Hay esperanza de que el continuo refinamiento de estos
compuestos pueda dar un inhibidor de TG2 humana viable, pero la reactividad cruzada de la familia de TG o la
potencial naturaleza téxica de los compuestos parece haber impedido esto. Mas recientemente, se han descrito
acilidenoxoindoles como una nueva clase reversible de inhibidores de TG2 [24], pero faltan datos referentes a su
reactividad cruzada con otros miembros de la familia de TG. En la conferencia de Gordon de 2010 sobre TG2 en
enfermedad humana, Pasternack y colaboradores de Zedira presentaron detalles de una gama de compuestos que
usan aceptores de Michael de la cadena lateral como inhibidores de TG2 con reivindicaciones de idoneidad para la
aplicacion invivo y selectividad de TG2, sin embargo, hasta la fecha no se ha materializado una publicaciéon
completa sobre esto. En la misma reunion, trabajo previo de Macdonald et al. demostré algunos desarrollos
interesantes en el disefio de un inhibidor de TG2 para el tratamiento de corea de Huntington, pero nuevamente
todavia se espera una publicacion completa. Indudablemente, seria altamente deseable un inhibidor de molécula
pequefia de TG2 en caso de que pudiera lograrse. La penetracion de tejido, la capacidad para cruzar la barrera
hematoencefalica, produccion, coste y facil dosificacion son solo algunos de los beneficios. Sin embargo, un
anticuerpo inhibidor como se ha desarrollado aqui puede ser en cierta forma preferible.

TG2 es claramente una enzima multifuncional y se ha asociado a una variedad de funciones celulares que incluyen
estabilizacion y transporte nuclear [28, 29], endocitosis [30, 31], sefializacion de GTPasa [32-34], apoptosis [35, 36],
adhesion celular [37-39], integridad citoesquelética [28, 29] y estabilizacién de ECM [9]. Claramente, un inhibidor de
molécula pequefia puede impedir todas estas funciones, ya que en general tienen acceso libre al espacio
extracelular y el interior de la célula. Un anticuerpo no puede entrar en la célula y como tales no se afectarian las
funciones intracelulares de TG2. Y, lo que es mas importante, la mayoria de las funciones patolégicas de TG2
parecen ser extracelulares, tales como su funcion en la cicatrizacién de tejido y fibrosis, celiaquia y cancer. Asi, el
uso de un anticuerpo traeria un grado adicional de selectividad que prevendria los efectos intracelulares no
deseados. Por tanto, un anticuerpo ofreceria ventajas en el bloqueo de TG2 en enfermedades fibréticas y de
cicatrizacion donde TG2 reticula proteinas de ECM, en celiaquia donde la gliadina se desamida en el espacio
extracelular y en quimiorresistencia en cancer donde la adhesion celular parece ser el factor protector. Sin embargo,
a menos que se pueda disefiar un pequefio fragmento Fab que pueda cruzar la barrera hematoencefalica, un
anticuerpo inhibidor de TG2 seria de poco uso en el tratamiento de patologias neuroldégicas.

En conclusion, los presentes inventores han sido capaces de desarrollar por primera vez anticuerpos inhibidores de
TG2 que se dirigen selectivamente a TG2. Los presentes inventores también han identificado 3 epitopes inhibidores
novedosos dentro del dominio de nucleo de TG2. La humanizacién del anticuerpo AB1 abrira la posibilidad por
primera vez de terapia dirigida de TG2 en el hombre.

Referencias

1. Tissue transglutaminase in normal and abnormal wound healing: review article. Verderio, E.A., T. Johnson,
and M. Griffin, Amino Acids, 2004. 26(4): p. 387-404.

2. Transglutaminase-mediated cross-linking is involved in the stabilization of extracellular matrix in human liver
fibrosis. Grenard, P., S. Bresson-Hadni, S. El Alaoui, M. Chevallier, D.A. Vuitton, and S. Ricard-Blum, J Hepatol,
2001. 35(3): p. 367-75.

3. Changes in transglutaminase activity in an experimental model of pulmonary fibrosis induced by paraquat.
Griffin, M., L.L. Smith, and J. Wynne, Br J Exp Pathol, 1979. 60(6): p. 653-61.

4. Cardiac specific overexpression of transglutaminase Il (G(h)) results in a unique hypertrophy phenotype
independent of phospholipase C activation. Small, K., J.F. Feng, J. Lorenz, E.T. Donnelly, A. Yu, M.J. Im, G.W.
Dorn, 2nd, and S.B. Liggett, J Biol Chem, 1999. 274(30): p. 21291-6.

5. Tissue transglutaminase and the progression of human renal scarring. Johnson, T.S., A.F. El-Koraie, N.J.
Skill, N.M. Baddour, A.M. El Nahas, M. Njloma, A.G. Adam, and M. Griffin, J Am Soc Nephrol, 2003. 14(8): p.
2052-62.

6. Thrombin upregulates tissue transglutaminase in endothelial cells: a potential role for tissue transglutaminase
in stability of atherosclerotic plaque. Auld, G.C., H. Ritchie, L.A. Robbie, and N.A. Booth, Arterioscler Thromb
Vasc Biol, 2001. 21(10): p. 1689-94.

7. Cross-linking of fibronectin to collagenous proteins. Mosher, D.F., Mol Cell Biochem, 1984. 58(1-2): p. 63-8.
8. Transglutaminases. Lorand, L. and S.M. Conrad, Mol Cell Biochem, 1984. 58(1-2): p. 9-35.

9. Modulation of tissue transglutaminase in tubular epithelial cells alters extracellular matrix levels: a potential
mechanism of tissue scarring. Fisher, M., R.A. Jones, L. Huang, J.L. Haylor, M. El Nahas, M. Griffin, and T.S.
Johnson, Matrix Biol, 2009. 28(1): p. 20-31.

10. Transglutaminase transcription and antigen translocation in experimental renal scarring. Johnson, T.S., N.J.
Skill, A.M. El Nahas, S.D. Oldroyd, G.L. Thomas, J.A. Douthwaite, J.L. Haylor, and M. Griffin, J Am Soc
Nephrol, 1999. 10(10): p. 2146-57.

11. Do changes in transglutaminase activity alter latent transforming growth factor beta activation in
experimental diabetic nephropathy? Huang, L., J.L. Haylor, M. Fisher, Z. Hau, A.M. El Nahas, M. Griffin, and
T.S. Johnson, Nephrol Dial Transplant, 2010. 25(12): p. 3897-910.

12. Expression induced by interleukin-6 of tissue-type transglutaminase in human hepatoblastoma HepG2 cells.
Suto, N., K. lkura, and R. Sasaki, J Biol Chem, 1993. 268(10): p. 7469-73.

13. TNF-alpha modulates expression of the tissue transglutaminase gene in liver cells. Kuncio, G.S., M.

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 856 T3

Tsyganskaya, J. Zhu, S.L. Liu, L. Nagy, V. Thomazy, P.J. Davies, and M.A. Zern, Am J Physiol, 1998. 274(2 Pt
1): p. G240-5.

14. Inhibition of transglutaminase activity reduces extracellular matrix accumulation induced by high glucose
levels in proximal tubular epithelial cells. Skill, N.J., T.S. Johnson, I.G. Coutts, R.E. Saint, M. Fisher, L. Huang,
A.M. El Nahas, R.J. Collighan, and M. Griffin, J Biol Chem, 2004. 279(46): p. 47754-62.

15. Transglutaminase inhibition reduces fibrosis and preserves function in experimental chronic kidney disease.
Johnson, T.S., M. Fisher, J.L. Haylor, Z. Hau, N.J. Skill, R. Jones, R. Saint, |. Coutts, M.E. Vickers, A.M. EI
Nahas, and M. Griffin, J Am Soc Nephrol, 2007. 18(12): p. 3078-88.

16. Transglutaminase inhibition ameliorates experimental diabetic nephropathy. Huang, L., J.L. Haylor, Z. Hau,
R.A. Jones, M.E. Vickers, B. Wagner, M. Griffin, R.E. Saint, 1.G. Coutts, A.M. El Nahas, and T.S. Johnson,
Kidney Int, 2009. 76(4): p. 383-94.

17. Tissue transglutaminase contributes to interstitial renal fibrosis by favoring accumulation of fibrillar collagen
through TGF-beta activation and cell infiltration. Shweke, N., N. Boulos, C. Jouanneau, S. Vandermeersch, G.
Melino, J.C. Dussaule, C. Chatziantoniou, P. Ronco, and J.J. Boffa, Am J Pathol, 2008. 173(3): p. 631-42.

18. GPR56, an atypical G protein-coupled receptor, binds tissue transglutaminase, TG2, and inhibits melanoma
tumor growth and metastasis. Xu, L., S. Begum, J.D. Hearn, and R.O. Hynes, Proc Natl Acad Sci USA, 2006.
103(24): p. 9023-8.

19. Anti-tissue transglutaminase antibodies from celiac patients inhibit transglutaminase activity both in vitro and
in situ. Esposito, C., F. Paparo, I. Caputo, M. Rossi, M. Maglio, D. Sblattero, T. Not, R. Porta, S. Auricchio, R.
Marzari, and R. Troncone, Gut, 2002. 51(2): p. 177-81.

20. Transglutaminase 2 undergoes a large conformational change upon activation. Pinkas, D.M., P. Strop, A.T.
Brunger, and C. Khosla, PLoS Biol, 2007. 5(12): p. e327.

21. Functional significance of five noncanonical Ca2+-binding sites of human transglutaminase 2 characterized
by site-directed mutagenesis. Kiraly, R., E. Csosz, T. Kurtan, S. Antus, K. Szigeti, Z. Simon-Vecsei, |.R.
Korponay-Szabo, Z. Keresztessy, and L. Fesus, Febs J, 2009. 276(23): p. 7083-96.

22. 3,5 substituted 4,5-dihydroisoxazoles as transglutaminase inhibitors. Syntex, US Patent 4, 912, 120,
1990. March.

23. Griffin M, Coutts | G, and S. R, Novel Compounds and Methods of Using The Same., in International
Publication Number WO 2004/113363,. 2004: GB patent PCT/GB2004/002569.

24. Acylideneoxoindoles: a new class of reversible inhibitors of human transglutaminase 2. Klock, C., X. Jin, K.
Choi, C. Khosla, P.B. Madrid, A. Spencer, B.C. Raimundo, P. Boardman, G. Lanza, and J.H. Griffin, Bioorg Med
Chem Lett. 21(9): p. 2692-6.

25. Transglutaminase 2 inhibitors and their therapeutic role in disease states. Siegel, M. and C. Khosla,
Pharmacol Ther, 2007. 115(2): p. 232-45.

26. Structure-based design of alpha-amido aldehyde containing gluten peptide analogues as modulators of
HLA-DQ2 and transglutaminase 2. Siegel, M., J. Xia, and C. Khosla, Bioorg Med Chem, 2007. 15(18): p. 6253-
61.

27. Novel therapies for celiac disease. Sollid, L.M. and C. Khosla, J Intern Med. 269(6): p. 604-13.

28. Transglutaminase 2: an enigmatic enzyme with diverse functions. Fesus, L. and M. Piacentini, Trends
Biochem Sci, 2002. 27(10): p. 534-9.

29. Transglutaminases: crosslinking enzymes with pleiotropic functions. Lorand, L. and R.M. Graham, Nat Rev
Mol Cell Biol, 2003. 4(2): p. 140-56.

30. Transglutaminase 2 is needed for the formation of an efficient phagocyte portal in macrophages engulfing
apoptotic cells. Toth, B., E. Garabuczi, Z. Sarang, G. Vereb, G. Vamosi, D. Aeschlimann, B. Blasko, B. Becsi, F.
Erdodi, A. Lacy-Hulbert, A. Zhang, L. Falasca, R.B. Birge, Z. Balajthy, G. Melino, L. Fesus, and Z. Szondy, J
Immunol, 2009. 182(4): p. 2084-92.

31. Transglutaminase is essential in receptor-mediated endocytosis of alpha 2-macroglobulin and polypeptide
hormones. Davies, P.J., D.R. Davies, A. Levitzki, F.R. Maxfield, P. Milhaud, M.C. Willingham, and I.H. Pastan,
Nature, 1980. 283(5743): p. 162-7.

32. GTP binding and signaling by Gh/transglutaminase Il involves distinct residues in a unique GTP-binding
pocket, lismaa, S.E., M.J. Wu, N. Nanda, W.B. Church, and R.M. Graham, J Biol Chem, 2000. 275(24): p.
18259-65.

33. The core domain of the tissue transglutaminase Gh hydrolyzes GTP and ATP. lismaa, S.E., L. Chung, M.J.
Wu, D.C. Teller, V.C. Yee, and R.M. Graham, Biochemistry, 1997. 36(39): p. 11655-64.

34. Gh: a GTP-binding protein with transglutaminase activity and receptor signaling function. Nakaoka, H., D.M.
Perez, K.J. Baek, T. Das, A. Husain, K. Misono, M.J. Im, and R.M. Graham, Science, 1994. 264(5165): p. 1593-
6.

35. Searching for the function of tissue transglutaminase: its possible involvement in the biochemical pathway of
programmed cell death. Fesus, L. and V. Thomazy, Adv Exp Med Biol, 1988. 231: p. 119-34.

36. Induction and activation of tissue transglutaminase during programmed cell death. Fesus, L., V. Thomazy,
and A. Falus, FEBS Lett, 1987. 224(1): p. 104-8.

37. Fibronectin-tissue transglutaminase matrix rescues RGD-impaired cell adhesion through syndecan-4 and
beta1 integrin co-signaling. Telci, D., Z. Wang, X. Li, E.A. Verderio, M.J. Humphries, M. Baccarini, H. Basaga,
and M. Giriffin, J Biol Chem, 2008. 283(30): p. 20937-47.

38. Regulated expression of tissue transglutaminase in Swiss 3T3 fibroblasts: effects on the processing of
fibronectin, cell attachment, and cell death. Verderio, E., B. Nicholas, S. Gross, and M. Griffin, Exp Cell Res,

61



10

15

20

25

30

35

ES 2728 856 T3

1998. 239(1): p. 119-38.

39. A novel RGD-independent cel adhesion pathway mediated by fibronectin-bound tissue transglutaminase
rescues cells from anoikis. Verderio, E.A., D. Telci, A. Okoye, G. Melino, and M. Giriffin, J Biol Chem, 2003.
278(43): p. 42604-14.

Ejemplo 2: Secuenciacion de novedosos anticuerpos inhibidores de TG2 de la invencion.
Secuenciaciéon de anticuerpos

Para establecer las secuencias de las regiones variables de cada anticuerpo de la invencion, se procesé un
sedimento de las células de hibridoma usando el kit Qiagen RNeasy Mini para extraer el ARN siguiendo los
protocolos del fabricante. EI ARN extraido se transcribié de forma inversa para producir un ADNc usando un kit de
sintesis de ADNc de la 12 hebra (GE Healthcare), usando un cebador Notl-dT1s, segun los protocolos del fabricante.
Se purificé la preparacion de ADNc usando el kit de purificacion de PCR de Qiagen, segun los protocolos del
fabricante.

Para determinar la secuencia de la cadena pesada, se amplificé el ADNc de ratén por PCR usando un conjunto de
cebadores degenerados (MHV1-12) con un cebador de la regién constante (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCG3,
o una mezcla de los cuatro) como se muestra en la Tabla 12. Similarmente, para determinar la secuencia de la
cadena ligera, se amplific6 el ADNc de ratéon usando un conjunto de cebadores degenerados (MVK1-11) con un
cebador de la region constante MKC como se muestra en la Tabla 13.

Si no se observaron productos de amplificacion usando el conjunto inicial de PCR de la cadena pesada, se llevo a
cabo una 5' RACE PCR (Invitrogen), usando el cebador Notl-dT1s para generar ADNc; y los cebadores de la regién
constante (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCG3, o una mezcla de los cuatro) y el cebador de ancla 5' RACE,
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG (donde | es la base para desoxiinosina) para la PCR.

Se ligaron las bandas de amplificacién resultantes en el vector pCR2.1®-TOPO® usando el kit TOPO-TA Cloning®
(Invitrogen) usando el protocolo del fabricante y se enviaron a GATC Biotech AG para la secuenciacion.

Tabla 12: Cebadores de PCR para clonar regiones variables de la cadena pesada de ratén

Nombre Secuencia

MHV1 ATGAAATGCAGCTGGGGCATCTTCTTC
MHV2 ATGGGATGGAGCTRTATGATOSYTCTT
MHV3 ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT
MHV4 ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT

MHV5 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT
MHV6 ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC
MHV7 ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT
MHV8 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG

MHV9 ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCCTG
MHV10 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG
MHV11 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG
MHV12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG
MHCG1 CAGTGGATAGACAGATGGGGG

MHCG2A CAGTGGATAGACCGATGGGGC

MHCG2b CAGTGGATAGACTGATGGGGG

MHCG3 CAAGGGATAGACAGATGGGGC
Cddigos de ambigiedad: R=A0G;Y=CoT,M=A0oC;K=GoT;S=GoC,W=AoT.

MHV indica cebadores que se hibridan con las secuencias conductoras de los genes de la regién variable de la
cadena pesada de ratén, MHCG indica cebadores que se hibridan con los genes de la region constante de raton.

Tabla 13: Cebadores de PCR para clonar regiones variables de la cadena ligera kappa de ratén

Nombre Tamafio Secuencia

MKV1 30-mero ATGAAGTTGWTGTTAGGCTGTTGGTGCTG

MKV2 29-mero ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG
MKV3 30-mero ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
MKV4 33-mero ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
MKV5 30-mero ATGGATTTWAGGTGCAGATTWTCAGCTTC

MKV6 27-mero ATGAGGTKCKKTGKTSAGSTSCTGRGG

MKV7 31-mero ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
MKV8 31-mero ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
MKV9 25-mero ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG
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(continuacién)

Nombre Tamafio Secuencia

MKV10 27-mero ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT
MKV11 28-mero ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
CL12A ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT
CL12B ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT
CL13 ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT
CL14 ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT
CL15 ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT
CL16 ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT
CL17A ATGAGGTGCCTARCTSAGTTCCTGRG
CL17B ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG
CL17C ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG
MKC 20-mero ACTGGATGGTGGGAAGATGG
Cédigos de ambigiiedad: R=A0G;Y=CoT;M=A0C;K=GoT;S=GoC;W=AoT.

MKYV indica cebadores que se hibridan con las secuencias conductoras de los genes de la region variable de la
cadena ligera kappa de ratén, MKC indica el cebador que se hibrida con el gen de la regién constante kappa de
raton.

Datos de secuencias

Se secuenciod el anticuerpo AB1, ademas de los anticuerpos BB7, DC1, JE12, EH6, AG9, AH3, DD9, DH2, DD6 y
IA12. Las secuencias se proporcionan en las Figuras 18 a 28.

Ejemplo 3: Construccidn y caracterizacion de novedosos anticuerpos anti-TG2 quiméricos y humanizados
de la invencion.

Para caracterizar adicionalmente los anticuerpos de la invencion y para permitir la clasificacion y la priorizacion de
anticuerpos para la humanizacién, se construyd un panel de anticuerpos de TG2 quiméricos (regiones variables
murinas e IgG1 humana y kappa humana). La metodologia usada para producir los anticuerpos quiméricos se
explica a continuacion.

Métodos

Bases de datos de ADNc de VH y VK humano

Se usaron las secuencias de proteinas de inmunoglobulinas humanas y de ratén de International Immunogenetics
Database 2009' y Kabat Database Release 5 of Sequences of Proteins of Immunological Interest (lltima
actualizacion 17-Nov-1999)? para compilar una base de datos de secuencias de inmunoglobulina humana en un
alineamiento de Kabat. La base de datos de los presentes inventores contiene 10.606 secuencias VH y 2.910 VK.

Modelo molecular de AB1

Como representante de los anticuerpos del Grupo 1 (es decir, anticuerpos que se unen al epitope que abarca los
aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana), se ha calculado un modelo de homologia de las regiones variables del
anticuerpo AB1 de raton usando el programa Modeller® ejecutado en modo automatico. Las coordenadas atomicas
de 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb y 1MQK.pdb fueron los moldes de secuencia de mayor identidad para la interfase, VL y VH,
respectivamente, como se ha determinado por analisis Blast de la base de datos de estructuras Accelrys antibody
pdb. Estos moldes se usaron para generar 20 modelos iniciales, el mejor de los cuales se refind modelando cada
bucle de CDR con sus 3 mejores moldes de bucle.

Seleccion de la regién estructural de hAB1

Se uso el programa de analisis de secuencias, gibsSR, para interrogar las bases de datos de VH y VK humanas con
las secuencias de proteinas de VHc, VKc y VKc1de AB1, VHc y VKc de BB7 y VHc y VKc de DC1 usando diversos
criterios de seleccién. Se identificaron restos de FW dentro de 5 A de un resto de CDR (definicién de Kabat) en el
modelo de homologia de anticuerpo AB1 de ratén, y se designaron los restos "Proximidad 5 A".

Se eligio AF06220 como FW sobre el que basar las versiones de cadena pesada humanizadas iniciales. La Tabla 14
muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF06220 para anticuerpos murinos. La Tabla 15 muestra la
envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. AF062260 solo tiene 1 mutacién somatica lejos de su gen VH de la
linea germinal Z12347 (Tabla 16).

Se eligid AY247656 como FW sobre el que basar la cadena ligera kappa humanizada de AB1 inicial. El alineamiento
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y la identidad de restos con la cadena ligera kappa del anticuerpo AB1 murino se muestran en la Tabla 17; la
Tabla 18 muestra la envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. La secuencia muestra 5 mutaciones somaticas
de su gen VK de la linea germinal X93620 (Tabla 19).

Se eligié AF193851 como FW sobre el que basar las otras construcciones de cadena ligera kappa humanizada. El
alineamiento y la identidad de restos con los anticuerpos murinos se muestran en la Tabla 20. La Tabla 21 muestra
la envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. La secuencia no muestra mutaciones somaticas de su gen VK de
la linea germinal J00248 (Tabla 22).

Generacion de vectores de expresion

La construccion de vectores de expresiéon quiméricos implica afiadir una secuencia conductora adecuada a VH y VL,
precedida por un sitio de restriccion Hind Il y una secuencia de Kozak. La secuencia de Kozak garantiza la eficiente
traduccion de la secuencia de la region variable. Define el correcto codén AUG a partir del cual un ribosoma puede
comenzar la traduccion, y la base mas critica es la adenina en la posicion -3, en la direccion 5’ del inicio AUG.

Para la cadena pesada, la construccion de los vectores de expresion quiméricos implica introducir un fragmento 5'
de la region constante y1 humana, hasta un sitio de restricciéon Apal natural, contiguo al extremo 3’ de la regién J de
la region variable. CH se codifica en el vector de expresion en la direccion 3’ de la secuencia VH insertada, pero
carece del intrén V-C.

Para la cadena ligera, se afade el sitio donante de corte y empalme natural y un sitio BamHlI en la direccion 3’ de la
region V. La secuencia donante de corte y empalme facilita el corte y empalme del intron V:C kappa que es
necesario para la union en marco de VL a la regiéon constante.

Se optimizaron y sintetizaron las secuencias de ADN de las regiones variables por GeneArt®. La secuencia
conductora se ha seleccionado como una que da buena expresion de anticuerpo en células de mamifero cultivadas.

Se escindieron las construcciones de la region variable de la cadena pesada del vector de clonacion usando
digestién con Hindlll + Apal, se purificaron y se ligaron en el vector de expresion de la cadena pesada MRCT
similarmente cortado y tratado con fosfatasa, y se usaron para transformar bacterias TOP10.

Se escindieron las construcciones de la region variable de la cadena kappa usando digestién con Hindlll + BamHl,
se purificaron y se ligaron en el vector de expresion de la cadena ligera kappa MRCT similarmente cortado y tratado
con fosfatasa, y se usaron para transformar bacterias TOP10.

Expresién de anticuerpos

Se generd un vector de expresion de inserto doble que codificaba tanto las cadenas pesadas como kappa y se
transfectd en células HEK293T. Se purificd sobrenadante de cultivo celular por cromatografia de afinidad en proteina
G-agarosa segun los protocolos del fabricante.

ELISA de unién

Se cotransfectaron células HEK 293F con combinaciones de diferentes vectores de la cadena ligera humanizada en
asociacion con diferentes vectores de la cadena pesada humanizada. Se usé TG2 humana recombinante para medir
la unién de anticuerpo por ELISA. Los resultados indicaron que la version de cadena pesada RHA (Tabla 23), en
combinacién con cualquiera de las versiones de cadena ligera RKE y RKJ (Tabla 24) (que representan las diferentes
versiones de cadena ligera humanizada), mostraron union 6ptima (Figura 34), y, por tanto, se seleccionaron para
caracterizacion adicional. Se usé un enfoque similar para identificar pares 6ptimos de cadenas pesadas y ligeras de
BB7 humanizadas, y cadenas pesadas y ligeras de DC1 humanizadas.

La version de cadena pesada RHA es un injerto no modificado de regiones CDR de ratdn del anticuerpo AB1 en la
secuencia de donante humano. Sin embargo, ambas versiones de cadena ligera RKE y RKJ tienen la misma
retromutacién que reside solo en la proximidad 5 A, F72 (Tabla 24). Esta retromutacién se encuentra fuera de los
restos de Vernier*, Canonicos® o de Interfase®.
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La siguiente Tabla A resume los anticuerpos quiméricos y humanizados producidos con una referencia cruzada a los
identificadores usados en las figuras.

Anticuerpo murino Anticuerpo quimérico Anticuerpo
humanizado
AB1 cABO001 hAB004
(hABOO1AE)
cAB003 hAB005
(hABOO1AJ)
BB7 cBB001 hBBO01AA
hBB001BB
DC1 cDCO001 hDCO01AA
hDC001BB
DD6 cDD6001
DD9 cDD9001
DH2 cDHO001

TABLAS

Canénicos®
Interfase®
Proximidad 5 A

La Tabla 14 muestran el alineamiento y la identidad de restos de AF062260 para los anticuerpos murinos. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las diferencias de restos, si procede.
Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o deleciéon de restos, si

procede.

Tabla 15

Restos de proximidad 5 A

La Tabla 15 muestran los restos de la regién estructural de la cadena pesada del anticuerpo que se encuentran
dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se
muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 16

Z12347 sec
AF062260.sec

La Tabla 16 muestra que AF062260 tiene 1 mutacién somatica lejos del gen VH de la linea germinal Z12347. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
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Tabla 17

Nameros de Kabat?

Vernier!
Canonicos®
Interfase
Proximidad 5 A

La Tabla 17 muestran el alineamiento y la identidad de restos de AY247656 para el anticuerpo AB1 murino. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

5 Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o deleciéon de restos, si
procede.

Tabla 18

Restos de proximidad 5 A

10 La Tabla 18 muestra los restos de la regién estructural de la cadena ligera kappa del anticuerpo AB1 que se
encuentran dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto
(.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 19
X93620.sec .
AY247656.sec
15
La Tabla 19 muestra que AY247656 tiene 5 mutaciones somaticas lejos del gen VK de la linea germinal X93620. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
Tabla 20
Nameros de Kabat?
Sandnicos?
Ipn’\,::::::“;a Wk Trhmevondmesmenes et sl S e L e
20
La Tabla 20 muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF193851 para los anticuerpos murinos. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercién o delecion de restos, si
procede.
25
Tabla 21
Restos de proximidad 5 A

La Tabla 21 muestra los restos de la region estructural de la cadena ligera kappa de anticuerpos que se encuentran
dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se
30 muestran las identidades de restos, si procede.
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Tabla 22

J00248.sec
AF193851.sec

La Tabla 22 muestra que AF193851 no tiene mutacion somatica lejos del gen VK de la linea germinal J00248. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 23

Numeros de Kabat

La Tabla 23 muestra los alineamientos de secuencias de las versiones humanizadas finales de las cadenas pesadas
de AB1, BB7 y DC1. Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o delecion
de restos, si procede.

Tabla 24

Nimeros de Kabat

La Tabla 24 muestra los alineamientos de secuencias de las versiones humanizadas finales de las cadenas ligeras
kappa de AB1, BB7 y DC1. Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o
delecion de restos, si procede.

TABLA 24A
La Tabla 24a resume la informacién de secuencias presentadas en las Tablas 23 y 24, mostrando en particular

la secuencia de las CDR, y las CDR con regiones flanqueantes, en las cadenas pesadas y ligeras de los
anticuerpos AB, BB-7 y DC-1.

Cadena _pesada -

CDR1

AB CAASGFTFSSSAMSWVR o FTFSSSAMSWVR o SSAMS.

BB7 RHB CAASGFTFSSSAMSWVR o FTFSSSAMSWVR o SSAMS.

BB7 RHA CAASGIIFSSSAMSWVR o IIFSSSAMSWVR o SSAMS.

DC1 RHA CAASGFTFSTHAMSWVR o FTFSTHAMSWVR o THAMS.

DC1 RHB CAASGFTLSTHAMSWVR o FTLSTHAMSWVR o THAMS.

Cadena pesada -

CDR2

AB WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o) TISVGGGKTYYPDSVKG.
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDN o WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR

BB7 RHB WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o) TISSGGRSTYYPDSVKG.
VSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR

BB7 RHA WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTL o TISSGGRSTYYPDSVKG.
WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDS o WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSR

DC1 RHA WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o) TISSGGRSTYYPDSVKG.
WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR

DC1 RHB WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o) TISSGGRSTYYPDSVKG.
WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR

Cadena pesada -

CDR3

AB YCAKLISLYWG o LISLY.

BB7 RHB YCAKLISPYWG o LISPY.

BB7 RHA YCAKLISPYWG o LISPY.

DC1 RHA YCAKLISTYWG o LISTY.
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(continuacién)

La Tabla 24a resume la informacién de secuencias presentadas en las Tablas 23 y 24, mostrando en particular
la secuencia de las CDR, y las CDR con regiones flanqueantes, en las cadenas pesadas y ligeras de los
anticuerpos AB, BB-7 y DC-1.

DC1 RHB FCARLISTYWG o LISTY.

Cadena ligera - CDR1

AB RKE TCKASQDINSYLTWY o KASQDINSYLT.

AB RKJ TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

BB7 RKB TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

BB7 RKA TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

DC1 RKA TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

DC1 RKB TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

Cadena ligera - CDR2

AB RKE LLIYRTNRLFDGVPSRF SGSGSGTDFF o LLIYRTNRLFDGVP o RTNRLFD
AB RKJ SLIYRTNRLFDGVPSRF SGSGSGTDFF o SLIYRTNRLFDGVP o RTNRLFD
BB7 RKB SLIYLTNRLMDGVPSRF SGSGSGTDFF o SLIYLTNRLMDGVP o LTNRLMD
BB7 RKA TLIYLTNRLMDGVPSRF SGSGSGQEFL o TLIYLTNRLMDGVP o LTNRLMD
DC1 RKA SLIYLVNRLVDGVPSRF SGSGSGTDFF o SLIYLVNRLVDGVP o LVNRLVD
DC1 RKB ILIYLVNRLVDGVPSRF SGSGSGQDYA o ILIYLVNRLVDGVP o LVNRLVD
Cadena ligera - CDR3

AB RKE YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

AB RKJ YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

BB7 RKB YCLQYVDFPYTFG o LQYVDFPYT.

BB7 RKA YCLQYVDFPYTFG o LQYVDFPYT.

DC1 RKA YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

DC1 RKB YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

Caracterizacion de anticuerpos guiméricos y humanizados

Se ensayaron Abs quiméricos y humanizados para unirse a TG2 humana y de mono cinomolgo y para la inhibicién
enzimatica de estas enzimas segun la metodologia descrita a continuacion.

METODOS
Ensayo de ELISA para la unién de TG2

Se determind la unién de anticuerpo a TG2 humana y de mono cinomolgo en un ensayo de ELISA. Se recubrieron
placas de 96 pocillos (Nunc) "Maxisorp" de poliestireno transparente con 50 ng de TG2 humana o de mono
cinomolgo purificado en 50 yl de tampoén carbonato-bicarbonato 0,05 M a pH 9,6 a 4 °C durante la noche. Se
recubrieron pocillos de control con 50 yl de 100 pg/ml de albdimina de suero bovino (BSA). Las placas se lavaron 3x
con 300 pl de solucién salina tamponada con fosfato a pH 7,4 (PBS) que contenia 0,1 % de Tween 20 (PBST) y se
bloquearon con 300 pl de 3 % p/v de leche desnatada Marvel en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar 3x con PBST, 50 pl de anticuerpos anti-TG2 quiméricos o humanizados purificados en proteina-A
o anticuerpo de control de isétopo kappa IgG1 humana o CUB7402 (Abcam) se diluyeron sucesivamente 4 veces
desde una concentracion superior a 50 nM en PBS, y se afiadieron a la placa por duplicado. Después de 1 hora a
temperatura ambiente, las placas se lavaron 3x en PBST y se incubaron con 50 ul de anti-lgG humana de cabra
conjugada con peroxidasa (Fc) (Serotec) diluida 1/5.000 en 3 % p/v de leche desnatada Marvel en PBS o para
pocillos que contenian anti-lgG de ratén de cabra conjugada con peroxidasa CUB7402 1/5.000 (Fc) (Sigma) durante
1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar 3x con PBST, las placas se desarrollaron con 50 yl de sustrato
TMB (Sigma) durante 5 min a temperatura ambiente antes de parar la reaccién con 25 pl de H2SO4 0,5 M y leer la
absorbancia a 450 nM en un lector de placas de microtitulacion (BioTek EL808). Se analizaron las curvas de
respuesta a dosis y se determinaron valores de CE50 y otros parametros estadisticos usando un ajuste logistico de
4 parametros de los datos (GraphPad Prism).

Ensayo de transglutaminasa basado en fluorescencia de la inhibicion de TG2 por anticuerpos de la invencién.

Se midieron las actividades de transglutaminasa de enzimas TG2 humanas (Zedira) o de mono cinomolgo
(Trenzyme) purificadas por incorporacion de lisina dansilada KxD (Zedira) en caseina N,N-dimetilada (DMC, Sigma).
Se diluyeron TG2 humana o de mono cinomolgo en tampdn de transamidacion (HEPES 25 mM a pH 7,4 que
contenia NaCl 250 mM, MgCl2 2 mM, CaClz 5 mM, DTT 0,2 mM y 0,05 % v/v de Pluronic F-127) a 1 nM y 10 nM,
respectivamente, y se mezclaron con diversas concentraciones de anticuerpos de TG2 murinos, quiméricos o
humanizados purificados en proteina A durante 180 min a temperatura ambiente en placas de microtitulacion negras
de 384 pocillos (Corning). Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de DMC y KxD a una concentracién final
de 10 uM y 20 uM, respectivamente, y un volumen de reaccion final de 30 ul, y se dej6 que avanzaran a TA durante
180 min y se monitorizd el aumento en fluorescencia (URF) (excitacion a 280 nm, emisiéon 550 nm) usando un lector
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de placas Tecan Safire?. Los datos se normalizaron al porcentaje de actividad donde % de actividad=(URF de
anticuerpo de prueba — URF de controles bajos)/ URF de controles altos - URF de controles bajos) x 100, donde los
controles bajos contuvieron todos los componentes, excepto enzima, y los controles altos contuvieron todos los
componentes, excepto anticuerpo.

Se representaron las curvas de respuesta a dosis de anticuerpo usando el software GraphPad prism y se ajustaron
usando un modelo logistico de 4 parametros para devolver CI50 y otros parametros estadisticos. Los resultados se
ilustran en las Figuras 29 a 33.

Resultados y discusién de la inhibicién enzimética y experimentos de uniéon de ELISA por anticuerpos anti-TG2
humanizados y murinos

Se determiné la capacidad de anticuerpos de TG2 quiméricos y humanizados para inhibir la transamidacién por TG2
humana por inhibicion dependiente de la dosis de la incorporacion dependiente de TG2 de lisina dansilada en
caseina N,N-dimetilada (ejemplificado en las Figuras 29 y 31). Tanto los anticuerpos quiméricos como humanizados
del Grupo 1 (por ejemplo, cAB003, cBB001, cDC001, hBBO0O1AA, hAB001BB, hAB0O05 y hAB004) muestran potente
inhibicion de la actividad de TG2 en el intervalo nanomolar bajo, de acuerdo con datos de ELISA que muestran la
union a TG2 humana inmovilizada en el mismo intervalo (Figuras 35 y 37). A diferencia, el anticuerpo comercial
CUB7402 dejo de inhibir actividades enzimaticas de TG2 humana o de mono cinomolgo (Figuras 29F y 30B), a
pesar de la unién comparable a anticuerpos del Grupo 1 en los ensayos de ELISA (Figuras 35A, 36A, 37A y 38A) de
acuerdo con el reconocimiento por CUB7402 de un epitope que no interferia con la funcion de transamidacion de la
enzima. Por tanto, los anticuerpos del Grupo 1 se pueden distinguir por su capacidad para inhibir la funcion
enzimatica de otros anticuerpos tales como CUB7402, que se unen, pero no tienen efecto sobre la actividad
enzimatica. Similarmente, anticuerpos murinos y quiméricos representativos del Grupo 3 (por ejemplo, mDD9001,
mDHO001, cDD9001 y cDHO001) inhibieron coherentemente la transamidacion de TG2 humana, pero con menor
potencia que los anticuerpos del Grupo 1 (Figuras 29 y 33). La inhibicion de TG2 humana por los anticuerpos
monoclonales murinos parentales ejemplificados del Grupo 1 y Grupo 3 (Figura 33) muestran potencias comparables
a sus versiones quiméricas y humanizadas, que indica que la potencia funcional de los anticuerpos murinos ha sido
retenida en las versiones humanizadas. Similarmente, los datos de uniéon de ELISA de TG2 humana para los
anticuerpos humanizados ejemplificados hBBO01AA, hBB0O01BB y hAB004 (Figura 37) muestran valores de CE50
comparables con los obtenidos para las versiones quiméricas cBB001 y cAB003, que indica que también se ha
preservado la afinidad de unidn en las versiones humanizadas. Los anticuerpos quiméricos y humanizados también
demuestran potente inhibicion de TG2 de mono cinomolgo (Figuras 30 y 32) y CE50 de ELISA comparables
(Figuras 36 y 38) a través de las especies, de acuerdo con la conservacion del epitope relacionado en TG2 de mono
cinomolgo, que tiene en total 99 % de identidad de secuencia. A diferencia, CUB7402 muestra unidon comparable a
TG2 de ambas especies como los anticuerpos del Grupo 1, pero no inhibe ninguna actividad enzimatica (Figuras 35-
38 y 29-30).

Ensayos basados en células

Se ensayo la union de anticuerpos de la invencion a TG2 extracelular de células epiteliales HK-2 usando el siguiente
protocolo.

Medicion de la actividad de TG extracelular

Se midié la actividad de TG extracelular por ELISA de células modificado. Se recogieron células epiteliales HK-2
usando Accutase y se sembraron a una densidad de 2x10* células/pocillo en medio libre de suero sobre una placa
de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 100 pul/pocillo de fibronectina (5 ug/ml en Tris-HCI
50 mM a pH 7,4) (Sigma, Pool RU). Se dej6 que las células se unieran durante la noche a 37 °C. El medio se
sustituyd con DMEM (Life Technologies) y se afadieron compuestos, anticuerpos o controles y se dejo que se
unieran a 37 °C. Se afadi6 biotina cadaverina 0,1 mM [acido N-(5 aminopentilbiotinamida)trifluoroacético] (Zedira) a
los pocillos y la placa se gir6 a 37 °C durante 2 horas. Las placas se lavaron dos veces con EDTA/PBS 3 mM y las
células se retiraron con 0,1 % (p/v) de desoxicolato en EDTA/PBS 5 mM. Se recogi6 el sobrenadante y se us6 para
la determinacién de proteina. Se lavaron las placas con PBS/Tween y se incorpord biotina cadaverina revelada
usando 1:5000 de extravidina HRP (Sigma, Pool, RU) durante 1 h a temperatura ambiente seguido por sustrato K
Blue (SkyBio). La reaccién se detuvo con Red Stop (SkyBio) y la lectura de absorbancia a 4 650 nm. Cada
anticuerpo se probo en al menos tres ocasiones separadas.

Los resultados se proporcionan en las Figuras 39 y 40 y muestran una curva ejemplar y tabla de valores de CI50
obtenida para los anticuerpos probados. La Figura 39 muestra los resultados con AB1 humanizado y la Figura 40
muestra los resultados con BB7 humanizado.

hABOO5 inhibié TG2 extracelular de las células HK2 con una CI50 de 71,85 nM y una inhibicion méaxima de
aproximadamente 30 % de actividad de control. hBBO0O1AA inhibié la actividad con una CI50 de 19,8 nM y una
inhibicion maxima de 40 % de actividad de control. hnBB0O01BB tuvo una CI50 menor de 4,9 nM, pero una inhibicion
maxima de aproximadamente 55 % de control.
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Ensayos de rascado

También se realizaron ensayos de herida por rascado para evaluar la actividad de unién de anticuerpos anti-TG2
humanizados y o quiméricos de la invencion.

Se ha mostrado que TG2 tiene una funcién importante en la fibrosis pulmonar y los ratones inactivados en TG2
muestran cicatrizacion reducida vy fibrosis en el modelo de bleomicina (Keith C. Olsen, Ramil E. Sapinoro, R. M.
Kottmann, Ajit A. Kulkarni, Siiri E. lismaa, Gail V. W. Johnson, Thomas H. Thatcher, Richard P. Phipps, and Patricia
J. Sime. (2011) Transglutaminase 2 and Its Role in Pulmonary Fibrosis. Am. J of Respiratory & Critical Care Med.
184 0699-707). Se redujo la migracion de células de ratones inactivados en TG2 en heridas en comparacioén con el
tipo no mutado. Se realizaron ensayos de herida por rascado para evaluar el efecto de anticuerpos anti-TG2
humanizados y/o quiméricos de la invencion sobre la velocidad de cierre de la herida en una capa de fibroblastos de
pulmoén normal (células WI-38).

Protocolo del ensayo de rascado:

Se sembraron células WI-38 (fibroblastos de pulmén humano normal ATCC, Cat N° CCL-75) en una placa de 96
pocillos Imagen Lock (Essen, Cat N° 4379) a 2 x 10%/pocillo en medio aMEM (Life Technologies, Cat N° 32561) con
10 % de FBS y se cultivaron durante la noche hasta >97 % de confluencia. Las células se lavaron 2X con medio
aMEM sin suero y se generd una herida por rascado usando un generador de heridas Essen y el protocolo de los
fabricantes. Se retir6 el medio y se sustituyd con 95 pl/pocillo de medio libre de suero. Se afiadieron controles y
anticuerpos de prueba a los pocillos. La placa se colocd en un Essen Incucyte y se analizé el cierre de la herida
usando el protocolo de heridas por rascado.

Se uso citocalasina D como control de ensayo a 0,1 yM. Se probé R281, un inhibidor de transglutaminasa no
especifico de molécula pequefia, a 100 yM. Se probé ZDON, un inhibidor de transglutaminasa no reversible de
péptido, a 10 uM y 100 pM. Se probo el anticuerpo de TG2 comercialmente disponible Cub7402 (Abcam, Cat N°
ab2386) a 5 ug/ml. Se probaron los anticuerpos de la invencion en al menos tres ocasiones a diversas
concentraciones como se indica. En todos los experimentos, los controles fueron citocalasina D a 0,1 uM y ZDON a
dos concentraciones para mostrar un efecto dependiente de la dosis.

Se muestran resultados ejemplares de los ensayos de rascado en las Figuras 41 a 44. Como se puede apreciar en
la Figura 41, la citocalasina D, R281 y ZDON inhibieron todo el cierre de heridas (se mostré que ZDON inhibié de
una manera dependiente de la dosis), pero el anticuerpo Cub7402 no inhibio el cierre de heridas. BB7 humanizado,
AB1 humanizado y DC1 quimérico inhibieron todos los cierres de heridas.

Afinidades de Abs anti-TG2 quiméricos y humanizados

Se evaluaron las afinidades de unién (Kd y constantes de disociacién) para un panel de Abs quiméricos y
humanizados de la invencion contra TG2 humana y TG2 de cinomolgo usando técnicas Biacore. Los protocolos y
resultados se describen a continuacion y se muestran en las Figuras 45 a 47.

Métodos de Biacore

Se obtuvo TG2 humana recombinante de Zedira GmbH (Cat N° TO002). Se obtuvo TG2 de mono cinomolgo
recombinante de Trenzyme. Se midié la resonancia de plasmones superficiales (SPR) en un instrumento Biacore
T200 (GE Healthcare). Se recubrieron chips CM5 (GE Healthcare, Cat N°: BR-1006-68) con anticuerpo anti-lgG1
humana de ratén monoclonal (Fc) (MAH) (GE Healthcare, Cat N°: BR-1008-39) por acoplamiento con amina como
se describe en las instrucciones del fabricante. Se compraron tampén HBS-EP+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, 0,05 % v/v de Tensioactivo P20) y tampén HBS-P+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M, 0,05 % de
Tensioactivo P20) de GE Healthcare como disoluciones madre 10x (Cat. N°: BR-1006-69 y BR-1006-71). Se obtuvo
solucién de cloruro de calcio de Sigma Aldrich (Cat N°: 21115).

El método empleado para determinar la afinidad de los anticuerpos anti-TG2 implico la captura de los anticuerpos
quiméricos o humanizados sobre un chip CM5 recubierto de MAH, seguido por la inyeccion de una serie de
muestras de TG2 en tampodn de electroforesis. El tampdn de electroforesis fue 1x HBS-P+ que contenia CaCl2 1 mM,
o 1x HBS-EP+ para experimentos libres de calcio. La captura de anticuerpos se llevo a cabo durante un tiempo de
contacto de 120 segundos a un caudal de 10 pl/min dando como resultado la captura de aproximadamente 40-
80 UR. Se inyect6 TG2 sobre el anticuerpo inmovilizado a concentraciones que variaban desde 25 nM hasta 400 nM
con un tiempo de contacto de hasta 600 segundos a un caudal de 30 pl/min. La disociacion de TG2 se midio
normalmente durante hasta 5400 segundos (1,5 horas). La regeneracion del chip se realizé6 entonces usando MgCl:
3 M, durante un tiempo de contacto de 60 segundos a un caudal de 30 pl/ml, seguido por un periodo de
estabilizacion de 300 s antes de la siguiente muestra. Para cada TG2 humana y de mono cinomolgo, se realizaron al
menos 5 inyecciones a una variedad de concentraciones en al menos dos experimentos separados.

Se exportaron los datos cinéticos del software de evaluacién Biacore T200 y se analizaron usando GraphPad Prism,
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donde las fases de asociacion y las fases de disociacion se analizaron por separado usando un modelo de
asociacion de una fase y modelo de desintegracion exponencial de una fase, respectivamente. Se calcularon las
constantes de asociacion (kas) para cada curva individualmente, y los valores de las velocidades de disociacion (kais)
a partir de los datos de la fase de disociacion larga recogidos. Si se calculé que los valores de kais eran < 1x10° s,
los valores se establecieron a 1x10° para el andlisis, ya que velocidades mas lentas que estas no podian ser
estimadas con exactitud. Los valores para kas y kdis S€ presentan en las Tablas a continuacion como las medias de
los valores calculados individuales para cada anticuerpo para cada especie de TG2 a partir de mudltiples
concentraciones +/- 1 desviacion estandar. Los valores de Kb se calculan como kdis media / kas media.

Resultados de experimentos Biacore

Tabla 25
Anticuerpo TG2 humana
kdis (s1) | desv. est. Kas (M1s) | desv. est. Kb (M)

cAB003 + Ca%t <10° - 1,7x105 3,2x10* < 6x10™M

- Ca% <10° - 8,6x10* 2,1x10* < 1x1010
cBB001 + Ca?* <10°% - 2,1x10% 6,9x104 < 5x10"

- Ca?* <10° - 1,5x105 1,8x104 < 7x10™M
hAB004 (hABOO1AE) 2,4x105 1,0x10° 2,0x10° 1,4x105 1,2x10710
hABO005 (hA BO01AJ) <10° - 1,9x105 6,8x104 < 5x10M
hBBOO1AA <10° - 2,7x105 1,1x105 < 4x10M
hBB001BB <10% - 2,4x10% 1,2x105 < 4x10M
cDC001 <10° - 3,2x10° 5,7x10* < 3x10M
cDH001 + Ca?t 1,8x10° 4,9x106 2,8x10* 1,3x104 6,4x10710

- Ca% 4,9x10* 1,6x10° 2,1x10* 1,2x104 2,3x108
<DD9001 + Ca% 1,3x10° 1,8x10 3,0x104 2,3x10* 4,3x10710

- Ca?* 7,1x10% 1,6x10 2,3x104 7,6x103 3,1x10°°

La Tabla 25 muestra los datos cinéticos obtenidos contra TG2 humana. Si se calculd que las velocidades kdis eran
inferiores a 10 s, los valores se establecieron a 10-° s*! para el analisis, ya que velocidades mas lentas que estas
no podian ser estimadas con exactitud.

Tabla 26
Anticuerpo TG2 de cinomolgo
kdis (s) | desv. est. Kas (M1s?) | desv. est. Kb (M)

cAB003 + Ca® 1,2x105 8,1x10® 2,4x10° 1,1x10° 5,0x10-"

-Ca%* 1,3x10° 1,5x106 1,4x105 1,9x104 9,3x10""
cBB001 +Ca?* <10° - 2,9x10° 9,0x104 < 3x10"

- Ca?* <10° - 1,9x10° 2,1x104 < 5x10"
hAB004 (hABOO1AE) 1,8x105 2,3x10° 1,6x10° 7,3x104 1,1x10"
hABQ05 (hAB 001AJ) 3,4x10° 4,6x10® 1,4x10° 4,1x10* 2,4x10710
hBBOO1AA <105 - 3,0x10° 1,4x10° < 3x10™
hBB001BB 3,7x10° 3,4x10°6 2,7x10° 1,3x10° 1,4x1010
cDCO001 <10° - 4,2x10° 3,3x10° 2,4x10"
cDH001 + Ca?* <10% - 1,5x10* 9,5x103 < 7x101°

- Ca** 6,3x10-° 1,2x10% 2,6x104 1,0x10* 2,4x10°
<DD9001 + Ca%t 1,6x10° 1,4x10° 3,1x104 1,6x104 5,2x10710

- Ca?* 4,1x10° 1,6x10°° 4,6x10* 1,3x10* 8,9x10710

La Tabla 26 muestra los datos cinéticos obtenidos contra TG2 de cinomolgo. Si se calculé que las velocidades Kais
eran inferiores a 10 s, los valores se establecieron a 10" s*! para el analisis, ya que velocidades mas lentas que
estas no podian ser estimadas con exactitud.

Las Figuras 45 a 47 proporcionan conjuntos de datos de Biacore de ejemplo. Como se puede apreciar, los
anticuerpos humanizados y quiméricos cAB003, cBB001, hAB004, hAB005, hBBO01AA, hBB0O01BB, cDC001 para
TG2 tienen excelente afinidad por TG2 humana y de cinomolgo, con valores Kp de 120 pM o mejores. Los
anticuerpos quiméricos cDH001 y cDD9001 presentan velocidades de disociacion mas lentas para TG2 humana y
de cinomolgo y afinidad total mas débil. El examen de una seleccién de anticuerpos en ausencia de calcio muestra
que existe poco o ningun efecto, excepto en el caso de cDH001 y cDD9001, donde la unién es mas débil debido a
velocidades de disociacion (kdis) mas rapidas.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente a un epitope dentro de
la region de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2) y que inhibe la reticulacién por TG2 humana de lisina y

5 glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina, en el que el anticuerpo o fragmento de union al antigeno
del mismo comprende las siguientes secuencias de aminoacidos:

(i) KASQDINSYLT (LCDR1);
LVNRLVD (LCDR2);
10 LQYDDFPYT (LCDR3);
THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISTY (HCDR3); o
(i) KASQDINSYLT (LCDR1);
15 LTNRLMD (LCDR2);
LQYVDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISPY (HCDR3); o
20 (iii) KASQDINSYLT (LCDR1);
RTNRLFD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); y
25 LISLY (HCDR3).

2. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo tiene:

30 (i) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTIS
SLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK, y una regién variable de la cadena pesada que comprende la

secuencia

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRD
35 NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS; o

(i) una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia

DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTI
SSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK, y una region variable de la cadena pesada que comprende la

secuencia
40 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRD
SSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS; o
(iii) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTIS
SLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, o}
45 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTI
SSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK, y una region variable de la cadena pesada que comprende la
secuencia

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS.
50
3. Un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente a un epitope dentro de
la region de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2) y que inhibe la reticulacién por TG2 humana de lisina y
glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina, que tiene:

55 (a) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGT
DFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWIGYINPYNDG AKYNE

60 KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS; o
(b) una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK, y una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia

65 EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGFINPYNDGTKYNEKFKGKATLTS
DKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS; o
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(c) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGT
DFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGA
RYNEKFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS; o

(d) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTI
SRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK, y una regién variable de la cadena pesada que comprende
la secuencia
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRITISKDS
SSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA; o

(e) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTI
SRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK, y una region variable de la cadena pesada que comprende la
secuencia
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKD
TSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA; o

(f) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAAL
TITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVTVLG, y una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGYINPKNGVIYYNQKFKGKATLTVN
RSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGQGTLVTVSA; o

(9) una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
DWMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGT
DFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYTFGGGTKLEIK, y una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWINTSSGVPTYADDFKGRFAFSLE
TSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA.

4. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion precedente, en el que:

(a) el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende o consiste en un anticuerpo intacto;
(b) el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo comprende o consiste en un fragmento de union
al antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un fragmento Fv, por ejemplo, un fragmento Fv
monocatenario o un fragmento Fv unido por disulfuro; un fragmento Fab; y un fragmento de tipo Fab, por
ejemplo, un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)z;

(c) el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo es una IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4.

5. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 y un resto adicional, por ejemplo, un resto facilmente detectable, y/o un resto directamente o
indirectamente citotoxico.

7. Una composicion/formulacion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 , o un polinucleétido segun la reivindicacion 5, o un compuesto
segun la reivindicacién 6, en mezcla con un excipiente, adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable, que opcionalmente comprende ademas uno o mas principios activos adicionales, preferentemente en el
que la composicidon/formulaciéon se formula para administraciéon intravenosa, intramuscular o subcutdanea a un
paciente.

8. Un kit de partes que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, o un polinucleotido segun la reivindicacion 5, o un compuesto segun la reivindicacién 6; y
un agente adicional.

9. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un
polinucledtido segun la reivindicacion 5, o un compuesto segun la reivindicacion 6, para su uso en medicina.

10. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un
polinucledtido segun la reivindicacion 5, o un compuesto segun la reivindicacion 6, para su uso en el tratamiento y/o
diagndstico de celiaquia, curacion anormal de heridas, cicatrizacion, cicatrices hipertroficas, cicatrizacién ocular,
enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracién macular, psoriasis, enfermedades relacionadas con la fibrosis
(por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar
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fibrotica, fibrosis cardiaca, mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial),
aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana,
ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa), glioblastomas tales
como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas
ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome
mieloproliferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Hansen y/o colitis colagenosa.

11. Un método in vitro de reduccién o inhibiciéon de la actividad enzimatica de TG2, comprendiendo el método
administrar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, o un polinucledtido segun la reivindicacion 5, o un compuesto segun la reivindicaciéon 6, a una muestra que
comprende TG2, por ejemplo, una muestra de tejido o de células que comprende TG2.

12. Un método de produccion de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4, o un compuesto segun la reivindicacion 6, comprendiendo el método expresar un
polinucledtido segun la reivindicacion 5.
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Grupo 1
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Anticuerpo AB-1

AB1VH
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAA

CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGC
CAGACTCCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAA
ACCCACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAG
AACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTAC
TGTGCAARACTAATCAGTCTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AB1LVH
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGK

THYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 VK
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTC

ACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAG
AAACCAGGGAARATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGG
GTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGC
AGCCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCG
TACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAATAAAA

AB1VK
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTHFQQOKPGKSPKTLI YRTNRLFDG

VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 7
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Anticuerpo AB-1

AB1 VH
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGGEGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
ACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCTGCARAT
GRAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAARACTAATCAGTCTCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AB1 VH

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCARASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPD
SVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 VK

GACATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGA
AATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCARAAC
TGGAAATAARA

AB1 VK
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRE
SGSGSGODFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 18
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Anticuerpo BB-7

BB7 VH
GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGARACTCTC

CTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AAAAGAGACTGGAGTGGGTCGCAACTATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTGCAAAT
GGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCARAACTAATCAGTCCCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

BBZ VH

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGITFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD
SVKGRFTVSRDSAKNTLYLOMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS

BBZ VK

GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCATCAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATTTAACCTGGTTCCAACAGAAACCAGGAA
AGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATGAAGATAT
GGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAAA

BB VK

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVESRF
SGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 19
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Anticuerpo DC-1

DC1 VH
GAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTC

CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAACT
GAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATCAGTACCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

DC1 VH
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVROTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD

SVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS

RC1 VK
GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAGAGAGAGTCACTAT

CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGARACCAGGGA
AATCTCCTAAGATCCTGATCTATCTTGTAAATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCARGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAARA

DC1 VK
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPSRE

SGSGSGRDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 20
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Anticuerpo JE-12

JE12 VH

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTARAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACAGATTCACTAGCTATGTTATGCACTGGGTGAAACAGAAGTCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAAGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACARATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTATT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

JE12 VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKOKSGQGLEWIGY INPYNDGAKYNE

KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

JE12 VK
GATGTTTTGATGACCCAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGAACATATTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAAGATCTGGGRATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

JE12 VK

DVLMTONPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWY LOKPGQSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 21
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Anticuerpo EH-6

EHé VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC

CTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTAGTTATGTTATGCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATTTATTAATCCTTACAATGATGGTACTAAGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACCTCAGACAAAGCCTCCACCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATTCTCCTCTGGGTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

EHE VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGFINPYNDGTKYNE

KFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS

EHSé VK
GATGTTTTGATGACCCARACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGTATTGTACATAGTAATGGARACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAATCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGT
GGGGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCCTTCAAGTTTCACATGTTCCTTTCACGTTCG
GCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAARA

EH6é VK
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG

VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK

FIG. 22
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Anticuerpo AG-9

AGS VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGTTGGTAARAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTTTCTAGTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AGS VH
EVRLOQSGPELVKPGASVEMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGY INPYNDGARYNE
KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

AG2 VK
GATGTTTTGATGACCCAAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGCGATCAGGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGAACATAGTAATGGAAACACCTATTTGGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATARRAA

AGY VK
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLOKPGOSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 23
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Anticuerpo AH-3

AH3 VH

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAAT CCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AH3 VH

EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGARYNE
KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGOGTTLTVSS

At VK |
GATGTTTTGATGACCCAAAATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAGGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGAACATAGTAATGGAAACACCTATTTGGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCARAGTTCCTGATCTACRAAGTTTCCARCCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

AH3 VK
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLOKPGQSPKFLIYKVSNRESG

VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 24
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Anticuerpo DD-9

DD9 VH
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC

TTGTTCTTTTTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCGGGTATGGGTGTGAGTTGGATTCGTCAGT
CCTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGATCACAATCTCCAAGGATTCCTCAAGCARCCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATATTACTGTGCTCGAAGTTGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTTCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DDO VH
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHI YWDDDKRYN

PSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWITAPFAFWGQGTLVTVSA

DD9 VK
CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCAT

GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAGATTACATGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGGGGGCTGAAGATGCTGC
CACTTATTACTGCCAACAGTGGAATAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCRAGCTGG
AGCTGAAA

D2 VK
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQOKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFES
GSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 25
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Anticuerpo DH-2

DH2 VH
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC

TTGTTCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGTCAGC
CTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGCAACCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGAAGTGGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTACTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DH2 VH
OVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHI YWDDDKRYN
PSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA

RH2 VK

CAAATTGTTCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCAT
GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAAT GGAGGCTGAAGATGCTGC
CACTTTTTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGG
AGCTGAAA

DH2 VK
QIVLTOSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRES
GSGSGTSYSLTISRMEAEDAATEYCQOWSSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 26
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Anticuerpo DD-6

DD6 VH
GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGGCCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACAGATTCACTGACTACAACATGCACTGGGTGAAGCAGAACCTTG
GAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAACCCTAAAAATGGTGTTATTTACTACAACCAG
AAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACAGTGAACAGGTCCTCCAACACAGCCTACATGGAGAT
CCGCAGCCTGACATCGGAAGATTCTGCAGTCTATTACTGTGCAACAGCTCTGACTTACTGGE
GACAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DD6 VH
EVQLQOSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGY INPKNGVIYYNQ
KFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGOGTLVTVSA

DD6 VL :
CAGGCTGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTCACACTCAC
TTGTCGCTCAAGTACTGGGGCTGTTGCAGCTAATAACTATGCCAACTGGATCCAAGARAAAC
CAGATCATTTATTCACTGGTCTGATAGCTGGTACCAACARAGCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCC
AGATTCTCAGGCTCCCTGATAGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGA
GGATGAGGCAATATATTTCTGTGCTCTATGGTACAGCAACTATTGGGTGTTCGGTGGAGGRA
CCRAAAGTGACTGTCCTAGGC

DDE VL
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPA

RFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVTVLG

FIG. 27
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Anticuerpo IA-12

1A12 VH
CAGATCCAGTTGGTACAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTC

CTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTCACAACCTATGGAATGACCTGGGTGAAACAGGCTCCAG
GAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTCCTCTGGAGTGCCAACATATGCTGAT
GACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGCAGAT
CAACAACCTCAAAAGTGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGCAAGACCGGAAGTTGCTTACT
GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

1A12 VH
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTEFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWINTSSGVPTYAD

DFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA

1A12 VK
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCTTTGGACAACCAGCCTCTAT

CTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATGATAATGGAAAGACTTATTTGCATTGGTTAT
TTCAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAGGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGA
GTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATTTGGGAGT TTATTACTGCGTGCAAGGTACACATTTTCCGTACACGTTCG
GAGGGGGGACCAAACTGGAAATAARAA

1A12 VK
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRLIYLVSKLDSG
VPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYTFGGGTKLELK

FIG. 28
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Absorbancia 450 nm
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Densidad relativa de herida v1.0 (porcentaje)
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Densidad relativa de herida v1.0 (porcentaje)
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Densidad relativa de herida v1.0 (porcentaje)
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Densidad relativa de herida v1.0 (porcentaje)

ES 2728 856 T3

07.03.13 Ensayo de rascado

e PBS aCitocalasinaD 0,1uM m ¢DCO001 20ug/ml
70 /{/ P
60 1

. %

| AT
40 e St
30 o

| o

A Y

20 / iﬁ"/ T
10 et

W%

| ‘l,:.l L1 L1 1 1 L1 1 1 L1 1 1 11 1 1 L1

0

5 1

0 15

Tiempo (horas)

FIG. 44

123

20

25




Respuesta
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