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DESCRIPCION
Anticuerpos a 32-glicoproteina | y usos terapéuticos de estos

La presente invencion proporciona anticuerpos recombinantes humanos o fragmentos de estos, segun se define en
las reivindicaciones adjuntas, para el tratamiento de pacientes afectados por sindrome antifosfolipido (APS). Mas
especificamente, la invencién proporciona un anticuerpo recombinante humano que tiene especificidad para la 2-
glicoproteina | (B2GPI), que comprende un VH de SEQ ID NO: 1 y un VL de SEQ ID NO: 2 y carece de un dominio
CH2, en la que dicho anticuerpo reconoce una region correspondiente al dominio DI de la 2-glicoproteina | (32GPI)
y se vuelve incapaz de fijarse a complemento, y el uso de dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo para el
tratamiento o prevencion de formacion de trombos, oclusion de vasos o pérdida del feto en un paciente afectado por
sindrome antifosfolipido (APS).

Antecedentes de la invencion

El sindrome antifosfolipido (APS) es una enfermedad autoinmune sistémica que se caracteriza por trombosis arterial
y/o venosa recurrente y morbilidad maternal en la presencia persistente de autoanticuerpos contra proteinas de unién
a fosfolipidos (aPL). El sindrome ocurre ya sea como trastorno primario o secundario con respecto a otros trastornos
autoinmunes tales como lupus eritematoso sistémico. EI APS tiene un impacto fuerte a nivel social y econémico que
afecta principalmente a personas jévenes e induce a incapacidad como una consecuencia de ataque cerebrovascular
o infarto de miocardio '. Unos pocos pacientes manifiestan una forma mortal de APS que se caracteriza por oclusion
trombdtica de pequefios vasos en diferentes 6rganos desarrollando y conduciendo a falla multiorganica en un breve
periodo de tiempo 2. La morbilidad maternal incluye abortos tempranos y tardios recurrentes, restriccion de crecimiento
intrauterino, prematuridad, y preeclampsia con costes sociales y econdémicos altos 2.

Los datos obtenidos a partir de estudios clinicos y modelos animales proporcionan argumentos en cuanto a la
participacion de anticuerpos en formacion de trombos y aborto en APS. A pesar de que varias proteinas de union a
PL se han identificado como dianas potenciales de un aPL, existe evidencia sélida en cuanto a que la 32-glicoproteina
| (B2GP1I) resulta el antigeno diana mas relevante 4.

Hemos informado recientemente en cuanto a un aumento significativo de pérdida del feto en ratas prefiadas que se
inmunizan con B2GPI humana continuando con inyeccion de proteina purificada etiquetada con fluorescencia que se
une selectivamente en sitios de implantacion del feto 8. Hemos descubierto también que el retiro de anticuerpos a
B2GPl a partir de aPL-IgG purificada de pacientes con APS mediante cromatografia por afinidad reduce
significativamente su efecto trombatico en la microcirculacion mesentérica de la rata °.

A pesar de que los anticuerpos divulgan una reactividad modesta con la molécula en la fase fluida, se acepta
ampliamente que se unen preferiblemente a B2GPI presente en la membrana de diferentes tipos de células que
incluyen células endoteliales, plaquetas, monocitos y el trofoblasto cumple un rol patogénico principal '°. En particular,
se ha sugerido recientemente que aPL patogénico reconoce un epitopo inmunodominante conformacional que se
forma en Dominio | (DI) de B2GPI 7. Los mecanismos de relacion de aPL con respecto a coagulacion sanguinea y
pérdida del feto abarcan inhibicién de anticoagulantes naturales y fibrindlisis, activacion de células endoteliales,
plaquetas y monocitos que dan como resultado una expresion de moléculas de adhesion y liberacion de factor tisular,
inhibicion de diferenciacion de sincitiotrofoblasto y promocion de inflamacion decidual '°. Sin embargo, estos efectos
mediados por aPL se han propuesto principalmente sobre la base de datos in vitro, pero la relevancia in vivo de estas
observaciones continlia pendiente der ser establecida por completo.

Se ha obtenido evidencia convincente en cuanto el rol critico que ejerce un complemento en APS en modelos animales
a partir del descubrimiento de Holers y colegas ! en cuanto a que ratones deficientes de C3 o tratados con un inhibidor
de la C3 convertasa se encuentran protegidos de reabsorcion fetal mediada por aPL y retraso del crecimiento. Estudios
posteriores condujeron a la identificacion de los productos de activacion de los C5a y MAC de via terminal como
mediadores de pérdida del feto y formacion de trombos usando animales con deficiencias de complemento selectivas
o tratados con inhibidores especificos '2. A pesar de que la mayoria de estas observaciones se realizaron con aPL de
especificidad indefinida, el rol del complemento en induccién de coagulaciéon sanguinea mediada por aPL y reabsorcion
fetal se ha confirmado también usando anticuerpos especificos a B2GPI 8°.

En los ultimos afios se han realizado mayores esfuerzos para controlar los efectos patoldgicos de aPL impidiendo el
desarrollo de trombos y abortos. Anticoagulantes tales como heparina o warfarina se usan actualmente para impedir
trombos vasculares y la combinacion de aspirina de dosis baja y heparina de bajo peso molecular representa el
tratamiento de primera linea para complicaciones obstétricas de APS. Sin embargo, a pesar del éxito de estos
enfoques terapéuticos en varios pacientes con APS, existe todavia una buena proporciéon de pacientes que varia entre
el 20 y 30% que no se benefician de estos tratamientos 131415,

El documento WO0001729 divulga péptidos que se unen a anticuerpos anti-B2GPI humanos aislados de pacientes
humanos e inhiben su unién a B2GPI. Los péptidos bloguean la capacidad de anticuerpos anti-B2GPI para mejorar la
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adhesion de monocitos con respecto a células endoteliales, impiden | induccion de APS en ratas prefiadas sin
tratamiento y se establece que resultan Utiles en el tratamiento de APS.

Di Simone N. et al (American Journal of Reproductive Immunology, 70, 299-308, 2013) divulga anticuerpos
antifosfolipidos dependientes de B2GPI policlonales, un anticuerpo anti-B2GPI monoclonal humano aislado de
paciente humano con APS y un péptido sintético que deriva a partir de citomegalovirus humano que imita el sitio de
union a fosfolipido de B2GPI y resulta capaz de impedir la reduccién de angiogénesis que se induce a partir de
anticuerpos anti-B2GPI. Se sugirio el uso potencial de este péptido para el tratamiento de APS.

Descripcion de la invencion

La invencion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos a la 2-glicoproteina | (B2GPI) y su uso para el
tratamiento o prevencion de formacion de trombos y pérdida del feto en un paciente afectado por sindrome
antifosfolipido (APS).

Los anticuerpos recombinantes humanos o fragmentos de acuerdo con la invencion reconocen una region
correspondiente al dominio DI de B2GPI (véanse referencias bibliograficas 40 y 41 para una definicién del dominio DI)
y se vuelven incapaces de activar complemento a continuacion de la union a B2GPI.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de este resulta capaz de desplazar unién de autoanticuerpos del paciente
a B2GPI en ensayos de unidon competitiva in vitro.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de este contiene cadenas VH y VL que tienen secuencias SEQ ID NO:
1y SEQ ID NO:2, respectivamente.

En otra realizacion, dichas cadenas VH y VL se codifican mediantes las secuencias de polinucledtidos que se
identifican por SEQ ID NOs: 4 y 5, respectivamente.

En una realizacion preferida, dicho anticuerpo es una inmunoglobulina IgG humana.

En una otra realizacion, el fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo de cadena unica (scFv), en la que
VL y VH se fijan de manera operativa mediante un enlace.

En una realizaciéon todavia adicional, el fragmento de anticuerpo es un scFv-Fc que comprende, ademas, una
secuencia de aminoacidos de una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina o un subdominio de una
region constante de cadena pesada de inmunoglobulina, en la que dicha regién constante de cadena pesada de
inmunoglobulina se selecciona preferiblemente a partir de la cadena pesada de IgG humana.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion o un fragmento de este, particularmente el fragmento scFv-Fc, se vuelve
incapaz de fijar complemento mediante eliminacion del dominio CH2 de IgG.

En otra realizacion preferida, los fragmentos scFv y scFv-Fc se codifican mediante las SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:3
de polinucledtidos, respectivamente. La secuencia de aminoacidos correspondiente del fragmento scFv-Fc se
identifica mediante SEQ ID NO: 6.

El anticuerpo o fragmento de este de acuerdo con la invencion puede comprender ademas una etiqueta de péptido
que se posiciona en el terminal C, en la que dicha etiqueta no altera la especificidad de unién a la B2GPI de dicho
anticuerpo.

Otro objeto de la presente invencidon es una composicion farmacéutica que contiene, como el ingrediente activo, el
anticuerpo recombinante o fragmento de este segun se define en la presente y un transportador farmacéuticamente
aceptable.

Descripcion detallada de la invencion
El alcance de la invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.
Aislamiento y caracterizacion de anticuerpo recombinante anti-B2GPI de humano.

El barrido de biblioteca de exhibicién de fagos humanos contra B2GPI humana nos permitié seleccionar un scFv
especifico que se disefid ademas en el formato scFv-Fc (MBB2) para contener la region bisagra, los dominios CH2 y
CH3 de IgG1 humana. Analisis adicionales de MBB2 que se une a 32GPI inmovilizada mediante ELISA revelaron una
fuerte reactividad del anticuerpo que result6 todavia capaz de detectar el antigeno diana a una concentracién de 20
ng/ml (Fig. 1A) y una interaccién modesta con B2GPI soluble (Fig. 2). El MBB2 no reaccioné con protrombina de unién
de fase sdlida. Debido a que nuestro objetivo consistié en usar el scFv-Fc en modelos animales, el anticuerpo se
evaluo también en cuanto a su capacidad para reconocer 32GPI de ratén y se probé su reaccién con la molécula de
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murina de igual manera como con la contraparte humana, lo que sugiri6 el reconocimiento de un epitopo compartido
(Fig. 1A). La reactividad de MBB2 con B2GPI a partir de otras especies de animales se evalué también usando el
ensayo de anticuerpo anticardiolipina convencional en el que las placas recubiertas de cardiolipina se tratan con
regulador de bloqueo que contiene suero a partir de varios animales. Los resultados que se presentan en la Fig. 4
muestran que el anticuerpo reacciona en varios grados con f2GPI de union a cardiolipina a partir de varias especies
que incluyen rata, ratén, cerdo, cabra y bovino fetal. Dominios Unicos recombinantes de la proteina B2GPI se usaron
luego para identificar el epitopo diana del MBBA, y evaluando cuatro de cinco dominios, descubrimos que el anticuerpo
se une al dominio DI (Fig. 1B). La unién de MBB2 a DI se confirmd posteriormente usando DI recombinante de unién
de fase solida segun se describe por loannou et al. 8.

Para determinar si MBB2 interactua con B2GPI de unién a células, HUVECs y BeWo se expusieron en primer lugar a
B2GPI purificada para permitir que la superficie se una a la proteina y se incubaron luego con el scFv-Fc. Segun se
muestra en las Figs. 1C y D, el MBB2, a diferencia del anticuerpo no relacionado, resulté capaz de unirse a los dos
tipos de células cargadas con B2GPI. La sefial modesta que se observd en BeWo con la mayor concentracion del
anticuerpo de control resulta compatible con la expresion del receptor de IgG en estas células .

Efecto in vivo de MBB2 en formacién de trombos y pérdida del feto.

Al descubrir que el MBB2 interactia con D1 de B2GPI, buscamos investigar la capacidad del anticuerpo para generar
coagulos sanguineos y pérdida del feto en modelos animales en vista de la relevancia clinica de anticuerpos con esta
especificidad en pacientes con APS. Con este fin, el anticuerpo se inyectd en ratas cebadas con LSP y su efecto
procoagulante se monitored en microvasos mesentéricos mediante microscopia intravital. Segun se muestra en la Fig.
3A, MBB2 indujo la formacién de coagulos que siguieron un patron bifasico con una fase temprana caracterizada por
microagregados de plaqueta-leucocito ya visibles 10 min después de infusién de anticuerpo. La oclusion de vaso
transitoria que se origind mediante estos agregados continué con una segunda fase caracterizada por un aumento
progresivo de tamafio de trombo que dio como resultado una oclusion permanente de los vasos sanguineos (Fig. 3A
y B). El MBB2 inyectado en ratas no cebadas origind conjugados leucocito-plaqueta pequefios que desaparecieron
después de 60 minutos, mientras que el anticuerpo de control resulté completamente inefectivo (Fig. 3A y B).

En un segundo conjunto de experimentos, buscamos el efecto de MBB2 en resultado de embarazo en ratas. Una
inyeccion unica de 10 pg de anticuerpo resulté suficiente para inducir una tasa significativa de reabsorcion fetal con
un valor medio del 60%, que resulté significativamente mayor que el valor del 10% que se observé en animales que
se trataron con una cantidad similar de scFv-Fc de control. Asimismo, se descubrié que el anticuerpo anti-B2GPI afecta
el crecimiento fetal originando una reduccion sustancial de peso fetal (Fig. 3C-D).

Se requiere complemento para el efecto in vivo de MBB2.

Para investigar la contribucion de complemento con respecto al efecto patogénico de MBB2, analizamos en primero
lugar la capacidad de unién de scFv-Fc a B2GPI inmovilizada para activar el complemento en la presencia de NHS
como una fuente de complemento. Se descubrié que el MBB2 activa la via clasica segun se sugiere por la union de
C1q y C4 y que promueve el montaje del complejo terminal que se revela mediante la deposicion de C9 (Fig. 5). El rol
de la fase efectora de activacion de complemento en el desarrollo de trombos inducido por MBB2 se evalué en ratas
deficientes de C6 cebadas con LPS. El anticuerpo tuvo un efecto procoagulante insignificante en estas ratas y el
analisis de los vasos mesentéricos revelaron depositos de IgG y C3 en la ausencia de C9 (Fig. 6A, E). La contribucion
de complemento a pérdida del feto inducida por MBB2 se analizé en ratas prefiadas que recibieron anticuerpo de
neutralizacion de C5 antes de la administracion del scFv-Fc anti-B2GPI. Este tratamiento dio como resultado inhibicién
de deposicion de C9 en sitios de implante que se asocian con una reduccion significativa de pérdida del feto y aumento
de peso fetal (Fig. 6 C-D).

Falla para inducir efecto in vivo de anticuerpo a B2GPI que no se fija a complemento.

Debido a que el dominio CH2 de IgG1 contiene el sitio de union para C1q, generamos una version modificada de
MBB2 scFv-Fc que carece de este dominio (MBB2ACH2) con el objetivo de confirmar ademas el rol de complemento
en la mediacion del efecto patogénico del anticuerpo matriz. Los resultados de ELISA en la Fig. 7A muestran que
MBB2ACH?2 interactia con B2GPI de la misma manera que MBB2 pero, una vez unido, resulta incapaz de activar
complemento (Fig. 7B). La molécula modificada que se inyectd en ratas normales que se pretrataron con LPS tuvo
actividad procoagulante insignificante con un patréon de efecto protromboético que se asemeja al observado en ratas
deficientes de C6, haciendo énfasis en la contribucion importante de activacion de complemento con respecto a los
eventos trombétic os (Fig. 7C). Asimismo, MBB2ACH2 no afectd el resultado de embarazo en cuanto a peso fetal y
pérdida del feto, que resultaron, en cambio, severamente comprometidos por MBB2 (Fig. 7E).

MBB2ACH2 impide el efecto in vivo inducido por Igs de pacientes.

El descubrimiento que el anticuerpo con CH2 eliminado falla en la activacion de complemento a pesar de la fuerte
interaccion con B2GPI inmovilizada nos condujo a considerar la posibilidad de que MBB2ACH2 puede competir con
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los anticuerpos a 2GPI de pacientes con APS, impidiendo, de este modo, su efecto patogénico. Con este fin, la
actividad procoagulante de IgG de pacientes en ratas cebadas con LPS se compard con aquella de una mezcla de
MBB2ACH2 e IgG anti-B2GPI. Segun se muestra en las Fig. 8A-B, el anticuerpo con CH2 eliminado resulté capaz de
reducir la formacion de trombos y oclusion de vasos a niveles que se obtuvieron previamente con IgG de control °. La
diferencia en formacién de trombos y oclusion de vasos entre ratas que reciben IgG aPL* solamente y el animal que
recibe tanto IgG aPL* como MBB2ACH2 alcanzé significado estadistico después de 45 min a partir de infusién. Se
descubrié que la misma molécula que se administra a ratas prefiadas reduce significativamente la muerte fetal que se
induce por IgG anti-B2GPI de pacientes con APS (Fig. 8C). No pudimos evaluar el efecto beneficioso del anticuerpo
en peso fetal debido a que este parametro clinico quedé sin efecto mediante la inyeccion de IgG de pacientes que se
evaluaron en la presente investigacion.

El uso de MBB2ACH2 como un agente terapéutico para impedir pérdida del feto mediada por APL deberia considerar
la observacion clinica en cuanto a que el APL circula en sangre al momento del implante embriénico cuando B2GPI
se detecta en la superficie de trofoblasto y células endoteliales deciduales 8. Esto sugiere que el MBB2ACH2 debe
desplazar anticuerpos ya unidos a B2GPI para ejercer su efecto beneficioso en pacientes con APS. Para lograr esta
cuestion, se incubd en primer lugar B2GPI inmovilizada con IgG de pacientes durante 30 min y se expuso
posteriormente a NDB2ACH2. El APL residual todavia unido a B2GPI se midié usando un anticuerpo secundario
dirigido contra el dominio CH2 de IgG que reconoce los anticuerpos de pacientes mientras que falla al revelar el
anticuerpo con CH2 eliminado. Los resultados que se presentan en la Fig. 8C muestran que el anticuerpo mutante
resultd capaz de retirar aproximadamente el 40-50% de IgG de pacientes. La falla para desplazar la totalidad de
anticuerpos de union puede explicarse mediante el hecho de que los anticuerpos policlonales que circulan en pacientes
con APS se dirigen probablemente contra otros epitopos de 32GPI.

Materiales y métodos
Purificacion y caracterizacion de 2GPIl humana y murina.

B2GPI se purifico a partir de suero humano agrupado que se obtuvo de donantes de sangre y suero de ratobn mediante
tratamiento con acido perclérico que continué con purificacion por afinidad en columna de heparina (HiTrap Heparin
HP, GE Healthcare, Milan, Italia) y mediante cromatografia de intercambio iénico (Resource-S, GE Healthcare). La
inmunodifusion radial se usé para identificar B2GPI, que se analizé adicionalmente para pureza mediante SDS-PAGE
y coloracion con azul de Coomassie y se evaluo para actividad de cofactor aPL mediante ELISA %°.

El clon de ADNc de cadena completa de B2GPI humana 38 que se clon6 en pBacPAK9 %° se us6 para la construccion
de los dominios individuales I, Il, IV y V de B2-GPI “°. Un dominio 1 recombinante (D1) se produjo también usando un
gen DI sintético que se obtuvo empleando un programa de ordenador denominado Juniper. El gen se clon6 en el
plasmido de expresion pET (26b) y se expreso en BL21(DE3) Escherichia coli (E. coli)*'.

Anticuerpos recombinantes.

La biblioteca Ab de exposicion de fagos que se usé para seleccion se derivo a partir de linfocitos sanguineos periféricos
que se obtuvieron de donantes sanos y se describieron anteriormente °. La seleccion se realizd en placas de 96 pozos
recubiertas con B2GPI (véase a continuacion para detalles experimentales) durante incubacion a la noche a 4 °C
segun se informa anteriormente . El procedimiento de panning se repitié dos veces. Después de la seleccion, se
seleccionaron 96 clones al azar y los fagos a partir de colonias Unicas se cultivaron en placas de 96 pozos. Un clon
positivo (B2) se identificdé mediante ELISA de fago y los genes V se secuenciaron y las familias VH y VL, asi como
también los segmentos de genes que se usaron, se evaluaron para identificacion usando la herramienta IMGT/V-
QUEST en the-IMGT®, the InMunoGeneTics information system® http://imgt.cines.fr.

Clonado y purificaciéon de anticuerpos recombinantes

El scFv B2 positivo se convirtié en un formato scFv-Fc humano (MBB2) mediante subclonaje de este en el vector '
pMB-SV5 que contiene el dominio bisagra-CH2-CH3 de IgG1 humana. Un procedimiento similar se siguié para generar
un scFv-Fc de raton que contiene TSA12/22 (Adienne, Pharma & Biotech) 32 anticuerpo anti-C5 (MBC5) y anti-CD20
de humano se usaron como un MB de control. Una version de CH2 eliminado del scFv-Fc (ACH2) se cred de acuerdo
con 33, Con este fin, la region CH3-SV5 de IgG1 humana se amplifico con cebadores de sentido Hu_CH3

5’ACGTGCTAGCCACACATGCCCACCGTGCGGTGGAGGCGGTTCA

GGCGGAGGTGGCTCTGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGS’

y anti Hu_CH3 TGCTAAGCTTTTAAGTACTATCCAGGCCCAGCAGTGGGTTTGG. Fragmento de PCR se cortd con
Nhel y Hindlll y se clon6 en B2 que contiene vector PMB-SV5 que se corta con las mismas enzimas creando un vector
pMB ACH2.
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Todos los anticuerpos recombinantes (MBB2, MBB2ACH2, MBC5 y MB de control) se subclonaron finalmente en
vector pUCOE 3* para expresion. Lineas celulares CHO-s estables transfectadas se obtuvieron mediante seleccion
con Hygromic B (500 ug/ml, Invitrogen). La produccion a gran escala de ambos fusion de scFv-Fc se llevaron a cabo
mediante cultivo de clones celulares seleccionados de manera estable en medio de CHO-SFM-II libre de suero, que
se complementa con L-glutamina, antibiéticos e Higromicina B en el CELLine System biorreactor desechable (BD
Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. El scFv-Fc se purificé a partir de al menos 40 ml de
sobrenadante de cultivo celular mediante el uso de una columna HiTrap Proteina G (GE Healthcare), cromatografia
por afinidad de columna en el sistema cromatografico de baja presion AKTAprime (GE Healthcare, Little Chalfont,
Inglaterra). Después de elucion, las preparaciones de scFv-Fc purificado se dializaron en regulador de fosfato BupHTM
(Thermo Scientific, Rockford, IL), se alicuotaron y se almacenaron a -80 °C.

Suero

El suero se obtuvo de pacientes con un historial de trombosis arterial y venosa o ambas y contenia alta titulacion de
anticuerpos anti-B2GPI de medio. Un grupo de suero fresco de 10 donantes de sangre se usé como una fuente de
complemento. Las muestras de suero se recolectaron ademas de diversas especies animales incluyendo ratén, rata,
cabra, cerdos, y bovino fetal. Las IgG se purificaron a partir de suero de paciente en una columna HiTrap Proteina G
(Pharmacia, Milan, ltalia).

Ensayos de union de anticuerpos

La interaccion de anticuerpos con B2GPI se midié mediante ELISA usando placas de poliestireno irradiado con y (Maxi-
Sorp Nunc-Immunoplates; VWR International) recubierta con B2GPI purificada de humano o ratén (10 pg/ml) en
regulador de bicarbonato durante la noche. Después de bloqueo con BSA al 1% (Sigma-Aldrich), se agregaron
diluciones de anticuerpos en serie a las placas y se incubaron durante 90 min a temperatura ambiente (RT). Los
anticuerpos de union se revelaron mediante IgG anti-humana conjugada con fosfatasa alcalina (AP) (Sigma-Aldrich)
diluida en 1:4.000 y la reaccion se desarrollé usando p-nitrofenilfosfato (PNPP) como sustrato (Sigma-Aldrich) y se
ley6 a 405 nm.

Un enfoque similar se siguio para investigar la especificidad de dominio del scFv-Fc anti-B2GPI usando dominios
recombinantes provistos amablemente por el Dr. P.G. De Groot (Amsterdam, NL).

Anticuerpos anti-cardiolipina se detectaron segin se describe por Tincani et al 3 con las Gnicas modificaciones
referidas a que la cardiolipina de unién de fase solida se expuso a suero al 10% de diversos animales continuando
con incubacién con MBB2 o MB de control (1ug/ml). Los anticuerpos de union se detectaron segun se indica
anteriormente.

Los anticuerpos anti-protrombina se revelaron usando el QUANTA Lite® aPS/PT IgG y IgM semicuantitativo (INOVA
Diagnostics) que detecta anticuerpos contra complejo fosfatidilserina/protrombina.

Desplazamiento de unién de anticuerpos de pacientes a f2GPI mediante MBB2ACH2

B2GPI humana (10 ug/mL) inmovilizada en placas de poliestireno irradiado con y se expuso en primer lugar a suero
de pacientes (1:200) durante 30 min a RT continuando con incubacién con MBB2ACH2 (2 ug/100 pl) durante 30 min
a RT. La cantidad de unién de anticuerpo de paciente residual a 2GPI se midi6 mediante ELISA usando una IgG
monoclonal murina (Clon MK1A6 AbD Serotec Raleigh USA; 1:1,000) que reconoce el dominio CH2 que se presenta
en el anticuerpo del paciente pero que se ausenta en MBB2ACH2 y se detectd por incubacion con IgG de cabra anti-
ratén conjugada con AP 1:10.000 (Sigma-Aldrich) durante 60 min a RT.

Unién de MBB2 a B2GPI de superficie celular

HUVECs y el BeWo de linea celular de trofoblasto recubiertos con B2GPI se usaron como dianas celulares para
evaluar la reactividad del anticuerpo con la molécula de union a célula. HUVECs se aislaron y se cultivaron segun se
publica anteriormente 3. Las células de BeWo (European Collection of Cell Cultures, ECACC, Salisbury, UK) se
cultivaron a 37 °C y aire al 95%/CO- al 5% en medio de RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen) que se complement6 con FCS
al 10% (Gibco, Invitrogen).

La union de MBB2 se evalud en crecimiento celular para converger en placas de cultivo tisular de 96 pozos (Costar,
Milan, Italia) y se expuso a B2GPI humana purificada (5 pg/ml) o FCS al 20% durante 90 min a 37 °C y aire al 95%/CO,
al 5%. Las células se incubaron luego con 100 pl de concentraciones en aumento de anticuerpo durante 1 h a RT
continuando con IgG de cabra anti-humana conjugada con AP (1:4.000) o Peroxidasa de rabano (HRP) (1:4.000)
(Sigma-Aldrich) para HUVEC y BeWo respectivamente. La reaccion enzimatica se desarrollé usando PNPP o 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB) ambos de Sigma-Aldrich como sustrato y se ley6 a 405 nm o 450 nm con un lector de ELISA
Titertek Multiskan (Flow Labs, Milan, ltalia).

Evaluacién de activacién de complemento
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La capacidad de scFv-Fc de unién para activar la via clasica de activacion de complemento se evalué con placas
recubiertas de poliestireno irradiado con y con 2GPI| humana (10 pyg/mL) continuando con incubacién con MBB2 (10
pg/mL) durante 90 min a RT. El anticuerpo de unién a B2GPI se expuso luego a 100 pl de suero fresco AB+ en 1:100
durante 30 min a 37 °C. La deposicién de C1q y C4 se detecté usando C1q o C4 de cabra anti-humano en 1:8.000
que se adquirio de Quidel (M-Medical, Milan, ltalia). La union de C9 se revel6 usando el anticuerpo monoclonal murino
aE11 a neoantigeno de C9 (1:1.000) provisto amablemente por Prof. T.E. Mollnes (Oslo, Noruega). La IgG anti-cabra
conjugada con AP (1:4.000) o IgG anti-raton (1:10.000) ambas de Sigma-Aldrich se emplearon como anticuerpos
secundarios. La reaccion enzimatica se desarrollé usando PNPP como sustrato y se ley6 a 405 nm.

Animales

Ratas masculinas (270-300 g) se usaron para los experimentos in vivo. Ratas Wistar se obtuvieron a partir de colonia
local conservada en la University Animal House. Ratas C6*/* PVG se adquirieron a partir de Harlan Italy (San Pietro
al Natisone, Italia), y ratas C67/- PVG fueron a partir de una colonia de ratas anteriormente informada ¥ que se
establecié en nuestra Animal House. Ratones BALB/c se adquirieron de Harlan Italy (San Pietro al Natisone, Italia).

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en cumplimiento de las normativas de leyes europeas
(86/609/EEC) y las italianas (D.L.116/92) y se aprobaron por la Italian Ministry of University and Research asi como
también por la Administration of the University Animal House.

Modelos de rata de trombosis

La formacién de trombos inducida por anticuerpos se evalud en ratas seguln se describe anteriormente en detalles °.
Brevemente, los animales recibieron inyecciones intraperitoneales de LPS de Escherichia coli 055:B5 (2,5 mg/kg de
peso corporal; Sigma-Aldrich) o solucion salina estéril, como un control, y 3 h después se anestesiaron con tiobarbital
sodico (Inactina; 80 mg/kg). La Rodamina 6G de coloracion vital fluorescente (Sigma-Aldrich), que tifie leucocitos y
plaquetas, se infundié lentamente en la vena femoral a una concentracion de 0,025 mg/kg/min y a una velocidad de
0,25 mi/h 30 min antes de infusién de 30 min de scFv-Fc (1 mg/ml de solucion salina) o IgG purificada de pacientes
con APS (10 mg/ml de solucion salina) en la arteria carétida. La capacidad de MBB2ACH2 para impedir la formacion
de trombos inducida por APL se investigé inyectando el scFv-Fc con CH2 eliminado (2 mg/ml de solucion salina/30
min) continuando con infusién de 30 min de IgG de paciente (10 mg/ml de solucién salina).

Al menos 3 areas microvasculares que contienen arteriolas, capilares, y vénulas postcapilares se analizaron en cuanto
a la formacioén de agregados fluorescentes de leucocitos y plaquetas que ocluyen parcialmente o completamente los
vasos. Los resultados se expresan como una proporcién entre el nimero de trombos y el nimero total de microvasos
examinados y también como un porcentaje de microvasos ocluidos.

Analisis de resultado de embarazo.

Las ratas hembras BALB/c (6-8 sem de vida) se alojaron con machos sementales adultos en una proporcion de 3:1y
se permitié el apareamiento de manera natural. El dia 0 de embarazo se define como el dia en el que se encontré un
tapon vaginal. El efecto proabortivo de anticuerpos se evalud en ratones que recibieron infusion en la vena de la cola
de ya sea scFv-Fc (10 ug/100 pl de solucion salina/ratén) o IgG de pacientes (50 ug/100 ul de solucién salina/ratén)
en el dia 0 y se sacrificaron en el dia 15. La eliminacion de complemento se logré en ratones mediante inyeccion
intraperitoneal de MBC5 de neutralizacion (100 pg/400 pl de solucion salina/raton) tres veces por semana. Los fetos
reabsorbidos se identificaron por su tamafio pequefio y apariencia necrética o hemorragica en comparacion con los
embriones normales. Los resultados se presentan como porcentaje de pérdida del feto. El peso de utero y fetos
individuales con placenta respectiva se registraron también. En experimentos dirigidos a evaluar el control de pérdida
del feto inducida por APL mediante MBB2ACH2, las ratas hembras recibieron IgG de pacientes i.v. (50 pug/100 ul de
solucion salina/ratén) en el dia 0 de embarazo e inyecciones intraperitoneales de MBB2ACH2 (50 ug/200 pl de solucion
salina/raton) en los dias 0, 5 y 10. Los fetos reabsorbidos se identificaron y se contaron. Los resultados se presentan
como porcentaje de pérdida del feto y peso de utero y fetos individuales.

Analisis de inmunofluorescencia

El tejido mesentérico se cosechd a partir de ratas asesinadas el final del experimento in vivo después de infusion
intracarétida de solucion salina estéril para retirar sangre segln se describe anteriormente °. El tejido disecado se
cortd en pequenfias piezas y se estiré en portaobjetos de vidrio tratados con polilisina (BDH Laboratory Supplies, Poole,
Reino Unido).

Se usaron secciones (7 ym) de muestras congeladas instantaneamente de placenta de ratén incluidas en medio de
OCT (Diagnostic Division, Miles, Inc.). La deposicién de tejido de C3 y C9 de ratdon se analizé mediante
inmunofluorescencia indirecta usando C3 de cabra anti-raton en 1:400 (MP Cappel, Solon, USA), y C9 de conejo anti-
raton en 1:200 (un amable regalo de Prof. M.D Daha, Leiden, NL) continuando con anticuerpos secundarios
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conjugados con FITC (Dako, Milan, Italia). Los portaobjetos se examinaron en microscopio DM2000 Leica fluorescente
(Leica, Milan, Italia).

Analisis estadistico

Analisis estadisticos se realizaron usando GraphPad Prism 5.0 para Windows. Los datos de reabsorcion fetal y
oclusion de vasos y los resultados de ELISA se analizaron con el ensayo de Mann-Whitney. Los pesos fetales se
analizaron usando el ensayo t-Student, Los datos se expresaron como desviacion estandar + media y un valor P menor
que 0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Descripcion de las Figuras

Figura 1. Analisis de union de MBB2 a 32GPI purificada. (A) 2GPI de humano o ratén (10 pg/mL) inmovilizada en
placas de poliestireno irradiado con y se incubaron con diferentes concentraciones de MBB2 o MB de control y el scFv-
Fc de unidn se revel6 mediante ELISA. (B) Unién de MBB2 a dominios de B2GPI humana (10 pg/mL) se analizé6 como
se informa en A. Los graficos en C y D muestran unién de MBB2 o MB de control a HUVEC o BeWo que se cultivan
para converger en placas de cultivo tisular de 96 pozos. Las células se incubaron con $2GPI (5 pg/ml) o FCS al 20%
antes de exposicion al scFv-Fc. Los anticuerpos de unién se revelaron mediante ELISA. Los resultados se expresan
como SD + media de experimentos que corren por triplicado.

Figura 2. Analisis del efecto inhibitorio de B2GPI soluble en la unién de MBB2 a molécula de unién de fase solida.
MBB2 (100 ng/100 pl) se incub6 con porcentaje en aumento de suero durante 2 h a 37 °C y la cantidad residual de
anticuerpo que resultaba todavia capaz de unirse a 2GPI inmovilizada se evaludé mediante ELISA.

Figura 3. Analisis de los efectos procoagulantes y proabortivos de MBB2. (A) Formacién de trombos y (B) oclusion de
vasos se monitorearon mediante microscopia intravital en diferentes intervalos de tiempo en ratas tratadas o sin tratar
con LPS y perfundidas con MBB2 o MB de control. (C) Porcentaje de pérdida del feto y (D) peso fetal en ratones que
se trataron con MBB2 o MB de control. (E) Secciones de tejido mesentérico de rata que muestra oclusion de vasos
con trombos en ratas que se tratan con LPS que reciben MBB2 y pequefios agregados de células en animales que se
tratan con MBB2 en la ausencia de LPS. Ambos trombos y agregados celulares resultaron no detectables en animal
que se traté con MB de control. (F) Ejemplos representativos de Uteros de una rata prefiada que se traté con MBB2
que muestra fetos reabsorbidos que se indican con flechas y de rata que se trata con MB no relacionada que contiene
crias vivas. El efecto procoagulante de los anticuerpos se evalud en tres ratas para cada protocolo de tratamiento y
su actividad proabortiva de MBB2 y control de MB se evalu6 en al menos 5 ratas prefiadas para cada anticuerpo. Los
resultados se expresan como SD * media *P <.05, **P<.01 versus MB de control.

Figura 4. Reconocimiento de 32GPI de diferentes especies mediante MBB2. Cardiolipina de union de fase sdlida se
incubo con suero animal al 10% y se expuso luego a ya sea MBB2 o control de MB. El anticuerpo de union se revel6
mediante ELISA.

Figura 5. Activacion de complemento mediante MBB2. B2GPI humana (10 uyg/mL) inmovilizada en placas de
poliestireno irradiado con y se incubd en primer lugar con MBB2 (1 pg/ml) o con IgG aPL* de un paciente con APS
durante 90 min a RT y después se lavo con suero humano fresco en 1:100 durante 30 min a 37 °C. Los neoantigenos
de union C1q, C4, y C9 se revelaron mediante ELISA usando anticuerpos de cabra a C1q y C4 y el anticuerpo
monoclonal aE11 a neoantigeno de C9. Los resultados de experimentos corren por triplicado y se expresan como SD
+ media.

Figura 6. Analisis del efecto procoagulante y proabortivo inducido mediante MBB2 en animales deficientes de
complementos o con complementos eliminados. La formacion de trombos (A) y oclusion de vasos (B) se monitorearon
mediante microscopia intravital en diferentes intervalos de tiempo en ratas C6+/+ y C6-/- PVG cebadas con LPS
perfundidas con MBB2. El porcentaje de pérdida del feto (C) y peso fetal (D) en ratones normales y con C5 eliminado
que se trataron con MBB2. Analisis inmunofluorescente de tejido mesentérico de rata (E) y sitios de implante fetal (F)
en animales normales y deficientes de complemento que se trataron con MBB2 para deposicion de scFv-Fc, C3 y C9.
Los efectos procoagulantes y los proabortivos de MBB2 se evaluaron y se expresaron segun se informa en la leyenda
de la Figura 3.

Figura 7. Andlisis y efecto in vivo de MBB2ACH2. 32GPI de humano o ratén (10 yg/mL) inmovilizada en placas de
poliestireno irradiado con y se incubaron con diferentes concentraciones de MBB2 o MB no relacionado y el minicuerpo
de union se reveld mediante ELISA. (A) Deposicion de C1q y C4 para unirse a MBB2ACH2 y MBB2 se evalud segun
se indica en la leyenda de la Figura 5 (B). La formacion de trombos (C) y oclusién de vasos (D) se monitorearon
mediante microscopia intravital en diferentes intervalos de tiempo en ratas normales cebadas con LPS perfundidas
con ya sea MBB2ACH2 o MBB2. (E) Porcentaje de pérdida del feto y peso fetal (F) en ratas prefiadas con ya sea
MBB2ACH2 o MBB2. Los efectos procoagulantes y los proabortivos de MBB2 se evaluaron y se expresaron en la
leyenda de la Figura 3.
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Figura 8. Control del efecto patogénico de APL mediante MBB2ACH?2.

La formacion de trombos (A) y oclusién de vasos (B) que se observan en ratas que reciben IgG (10 mg/ml) purificada
de 3 pacientes con APS y ya sea MBB2ACH2 (2 mg/ml) o MB de control. El porcentaje de pérdida del feto en ratas
prefiadas que reciben IgG de pacientes y MBB2ACH2 (C). Desplazamiento de unién de IgG de pacientes a 32GPI
mediante MBB2ACH2 se evalud segun se describe en Materiales y Métodos (D). Los efectos procoagulantes y los
proabortivos de MBB2 se evaluaron y se expresaron segun se informa en la leyenda de la Figura 3.
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Val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Trp

Arg

His

Val

Val

Tyr

80

Gly



5

10

15

20

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gln
1

Thr

Ser

Gly

Ser

65

Asp

Pro

Pro

Val

Trp

Lys

50

Ser

Glu

Val

<210> 3

<211> 1485

<212> ADN

Val

Arg

Tyr

Asn

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 3

Leu

Val

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Phe

ES 2729317 T3

Asp

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

Leu
105

12

Val
10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ser

Leu

Pro

Asp

Ser

75

Asp

Val

Val

Arg

vVal

Arg

60

Gly

Asp

Leu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Leu

Ser

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Leu

Gly
15

Tyr

Ile

Gly

Ser

Ser
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Gly



10

cagcctgtge
acatgccaag
caggcccctg
ttctctggcet
gatgaggctg
ggagggacca
tatacgaagt
gtccagecctg
catggcatgt
tggtctgatg
agagacaatt
gccgtatatt
ggccgtggaa
tgceccageac
gacaccctca
gaagaccctg

acaaagccgce

ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctce
agtggcaaac
<210> 4
<211> 363

<212> ADN

tgactcagga
gagacagcct
tacttgtcat
ccagctcggg
actatttctg
agctgaccgt
tatcctcgag
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccctggtcac
ctgaactcct
tgatctceceg
aggtcaagtt

gggaggagca

actggctgaa
tcgagaaaac
cceccateeeg
tctatcccag
agaccacgcce
tggacaagag
tgcacaacca

caatcccaaa

<213> Homo sapiens

ES 2729317 T3

ccctgetgtg
cagaagctat
ctatggtaaa
aaacacagct
tgcagegtgg
cctatccgga
cggtacccag
gagactctce
ccaggctcca
atactatgca
ggtgtatctt
agatcactat
cgtctecteca
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac

gtacaacagce

tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgee
tcecegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

cccactgcetg

tctgtggecet
tatgcaagct
aacaaccggc
tccttgacca
gacgacagcc
gggtcgacca
gtgcagctgc
tgtgcagcct
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ggtcegggtt
gctagcgaca
tcagtettee
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg

tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct

ggcctggata

13

tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcagtgggct
tgagtggtcc
taacttcgta
aggagtcggg
ctggactcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actggtactt
aaactcacac
tettececce
tggtggtgga
tggaggtgca

tggtcagegt

aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcect
agagcaatgg
gctcettett
tcttetcatg

ccectgteecce

gtact

agtcagggtc
gaagccagga
cccagaccga
ccagtccgag
ggtattcggc
taatgtatac
gggaggcttg
cttcagtaat
ggcagatata
caccatctcc
cgaggacacg
cgatctctgg
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag

cctcaccegte

caaagcccte
accacaggtg
gacctgcectg
gcagccggag
cctectatage
ctcegtgatg

gggtaaaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1485
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<400> 4
caggtgcagc
tcctgtgeag
ccaggcaagg
gcagactccg
cttcaaatga
tatggtccgg
tca

<210>5
<211> 324

<212> ADN

tgcaggagtc
cctctggact
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

gttactggta

<213> Homo sapiens

<400> 5

cagcctgtge
acatgccaag
caggcccctg
ttctectgget
gatgaggctg

ggagggacca

<210>6
<211> 495

<212> PRT

tgactcagga
gagacagcect
tacttgtcat
ccagctcggg
actatttctg

agctgaccgt

<213> Homo sapiens

<400> 6

Gln Pro Val Leu Thr Gln Asp
5

1

Thr Val Arg Val Thr Cys Gln

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

20

35

ES 2729317 T3

ggggggaggc

caccttcagt
ggtggcagat
attcaccatc
agccgaggac

cttecgatcte

ccctgetgtg
cagaagctat
ctatggtaaa
aaacacagct
tgcagcgtgg

ccta

ttggtccagc ctgggaggtc cctgagactc

aatcatggca tgtactgggt ccgccaggcet

atatggtctg atggaagtaa taaatactat

attccaagaa

tccagagaca cacggtgtat

acggccgtat attactgtge gagagatcac

gaaccctggt caccgtctce

tggggcegtyg

tctgtggect tgggacagac agtcagggtc

tatgcaagct ggtaccagca gaagccagga

aacaaccggc cctcagggat cccagaccga

tccttgacca tcagtggget ccagtccgag

gacgacagcc tgagtggtcc ggtattcggce

Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln
10 15

Gly Asp Ser Leu Arg
25

Ser Tyr Tyr Ala
30

Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
40 45

14

60
120
180
240
300
360

363

60
120
180
240
300

324



Gly

Ser

65

Pro

Thr

Thr

Arg

145

His

val

val

Tyr

Cys

225

Gly

Lys

50

Ser

Glu

val

Ile

Gln

130

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

210

Ala

Arg

Asn

Gly

Ala

Phe

Thr

115

Val

Leu

Met

Asp

Gly

195

Gln

Arg

Gly

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Gln

Arg

Tyr

Ile

180

Arg

Met

Asp

Thr

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Tyr

Trp
165

Trp

Phe

His

Leu
245

Pro

Ala

70

Phe

Gly

Asn

Gln

Ser

150

vVal

Ser

Thr

Ser

Tyr

230

val

ES 2729317 T3

Ser
55

Ser

Cys

Thr

Val

Glu

135

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

215

Gly

Thr

Gly

Ala

Lys

Tyr

120

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

200

Arg

Pro

vVal

Ile

Thr

Ala

Leu

105

Tyr

Gly

Ala

Ser

185

Arg

Ala

Gly

Ser

15

Pro

Ile

90

Thr

Thr

Gly

Ser

Pro

170

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser
250

Asp

Ser

75

Asp

val

Lys

Gly

155

Gly

Lys

Asn

Asp

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Asp

Leu

Leu

Leu

140

Leu

Lys

Tyr

Ser

Thr

220

Tyr

Ser

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

125

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

205

Ala

Phe

Asp

Ser

Gln

Gly

110

Ser

Gln

Phe

Leu

Ala

190

Asn

val

Asp

Lys

Gly

Ser

Ser

95

Gly

Ser

Pro

Ser

Glu

175

Asp

Thr

Tyr

Leu

Thr
255

Ser

Glu

80

Gly

Ser

Gly

Gly

Asn
160

Trp

Ser

val

Tyr

Trp

240

His



Thr

Phe

Pro

val

305

Thr

val

Cys

Ser

Pro

385

vVal

Gly

Asp

Trp

Cys

Glu

290

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

370

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
450

Pro

Phe

275

val

Phe

Pro

Thr

val

355

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

435

Gln

Pro

260

Pro

Thr

Asn

Arg

val

340

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

420

Phe

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

325

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

405

Asn

Phe

Asn

Pro

Lys

val

Tyr

310

Glu

His

Lys

Gln

Met

390

Pro

Asn

Leu

val
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Ala

Pro

val

295

val

Gln

Gln

Ala

Pro

375

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
455

Pro

Lys

280

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

360

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

440

Ser

Glu

265

Asp

Asp

Gly

Asn

345

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

425

Lys

Cys

16

Leu

Thr

val

val

Ser

330

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

410

Thr

Ser

Ser

Glu

315

Thr

Asn

Pro

Gln

val

395

val

Pro

Thr

val

Gly

His
300

val

Tyr

Ile

val

380

Ser

Glu

Pro

val

Met
460

Gly

Ile
285

Glu

His

Arg

Lys

Glu

365

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

445

His

Pro

270

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

350

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

430

Lys

Glu

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

335

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

415

Asp

Ser

Ala

Val

Thr

Glu

Lys

320

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

400

Asn

Ser

Arg

Leu



10

15

ES 2729317 T3

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Thr

465 470 475 480
Ser Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr
485 490 495

<210>7
<211> 1173
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400>7
cagcctgtge tgactcagga ccctgectgtg tectgtggect tgggacagac agtcagggtce 60
acatgccaag gagacagcct cagaagctat tatgcaagct ggtaccagca gaagccagga 120
caggcccectg tacttgtcat ctatggtaaa aacaaccgge cctcagggat cccagaccga 180
ttctetgget ccagetecggg aaacacaget tcecttgacca tcagtggget ccagtceccgag 240
gatgaggctg actatttctg tgcagcgtgg gacgacagecc tgagtggtcc ggtattcgge 300
ggagggacca agctgaccgt cctatccgga gggtcgacca taacttcgta taatgtatac 360
tatacgaagt tatcctcgag cggtacccag gtgcagectge aggagtceggg gggaggcettg 420
gtccagcctg ggaggtccct gagactctcce tgtgcagcct ctggactcac cttcagtaat 480
catggcatgt actgggtccg ccaggctcca ggcaaggggce tggagtgggt ggcagatata 540
tggtctgatg gaagtaataa atactatgca gactccgtga agggceccgatt caccatctcce 600
agagacaatt ccaagaacac ggtgtatctt caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg 660
gccecgtatatt actgtgcgag agatcactat ggtccgggtt actggtactt cgatctcectgg 720
ggccgtggaa ccctggtcac cgtctectca gectagecaca catgeccacce gtgecggtgga 780
ggcggttcag gcggaggtgg ctctgggcag ccccgagaac cacaggtgta caccctgece 840
ccatcceggg aggagatgac caagaaccag gtcagectga cctgectggt caaaggette 900
tatcccageg acatcgeccgt ggagtgggag agcaatgggce agccggagaa caactacaag 960
accacgcecte cegtgetgga ctecgacgge tecttettee tectatagcaa getcacegtg 1020
gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc ttctcatget ccgtgatgeca tgaggcectcectg 1080
cacaaccact acacgcagaa gagcctctcc ctgtccccgg gtaaaactag tggcaaacca 1140
atcccaaacc cactgcetggg cctggatagt act 1173

17
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo recombinante humano de unién a B2GPI, en el que:
i) el dominio CH2 se elimina segun lo cual dicho anticuerpo resulta incapaz de activar complemento,
ii) las cadenas VH y VL de dicho anticuerpo tienen las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:2, respectivamente.
2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, que se une al dominio DI de B2GPI.
3. El anticuerpo de las reivindicaciones 1-2, que es una IgG.

4. Un fragmento del anticuerpo de las reivindicaciones 1-3, que se selecciona a partir de scFv y scFv-Fc, en el que el
scFv-Fc carece de un dominio CH2.

5. El fragmento scFv de la reivindicacion 4, que se codifica mediante la SEQ ID NO:7 de polinucleétido.

6. El fragmento scFv-Fc de la reivindicacién 4, que se codifica mediante la SEQ ID NO:3 de polinucledtido.

7. El fragmento scFv-Fc de la reivindicacion 6, que se codifica mediante la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6.
8. Un anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 o un fragmento de anticuerpo de acuerdo con las
reivindicaciones 4-7, que resulta capaz de desplazar unién de autoanticuerpos a B2GPI de pacientes afectados por
sindrome antifosfolipido (APS) en ensayos de uniéon competitivos in vitro.

9. Una composicion farmacéutica que comprende, como un ingrediente activo, un anticuerpo de las reivindicaciones
1-3 o un fragmento de anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 4-7, y un transportador farmacéuticamente
aceptable.

10. Un anticuerpo de las reivindicaciones 1-3 o un fragmento de anticuerpo de las reivindicaciones 4-7 o una

composicion farmacéutica de la reivindicacion 9, para uso en el tratamiento o prevencion de formaciéon de trombos,
oclusion de vasos o pérdida del feto en pacientes afectados por sindrome antifosfolipido (APS).

18
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Figura 5 A o

y

02+
=

[ R S — S—

12G aPL+ MBB2 MB de control

O.D. (405nm)

1gG aPL+ MBB2 MB de control

C Copol

03

O.D. (405nm)
14 & 4

e

1gG aPL+ MBB2 MB de control

24



SIEN +THEW cHEN

¥

ugiETIU 30 SEndsSp SonuRL

d

=,

(B} =131 o=

iB
u

ES 2729317 T3

] ] G 08 Tk it
— T \.\.x.
e
!
..-\
\
o
7
»
n.\l\l.
l\..l..l..
e, o
l......\-\ T *
-— Il‘n\l

LA SEIE) <

" ¥
* ¥ - SRl =

SOAWN TN TaaW

¥¥

USISTUl 3p SENdSSP SOIUY

0 03 G [0 1 o

0 SOFEA B0 %

opin|

S

LA SEEL e

<610 SEJE) =

¥

14

b

[se]

"A.

]

g einbi4

214

n

=

B0 B

ILELEET

uge

L ——
Ui IE134

25

LN

20

"I (SCqUICH

3p

OPEUNUENS SOSEA

=



ES 2729317 T3

<adi
snid gO-nue uod
SOpEIR] Sauoley

|01U0D 3p gy 2p uonisodag

cHHIN uod
sopejel ssuoley

b 3 ".J..l.. .
Zddn ap uoisodag

Zzgaw snid

Sd uod sepelen g0
ap salUBIDIBP SElEY

(

<ddi
snjd S47 uood sepejel]
Saleulou SEJeY o

uolIoBeNUIIUOY) g Binbi4

26



ES 2729317 T3

THOVTGaN 99w

uoIsnjul ap sandsap solnuiw

o » oy «© ) °
R A
/4\\\”
* i
¥
CHOVZaaN =
p ZEEN -
e
»
AT

ZHOVZaan
cgan m

twusop) ‘00

(8) 1e134 osad

SOPINIO SOSeA 3p %

IHOVZESN a8y

*¥

uoIsnju; ap sandsap sornuiw

w » o o £ )
» 1
* {
§ X
! »x *
¥ THOVZEEN -
Z8EN -

et zHovzaan
SO0 100 00 we 1o e to 90 STy 82 <

S

ouewny ap _uoa -
Uneap 15078 -~

1A

or

20

)

[

(%) 1239} uoIIOSqEal Bp BIDUBNIALY

SOPEUIWEX3 SOSEA 3P "0JN/SOqUIOL] 3P "0IN

(wusop) 90

/ einbi4

27



ES 2729317 T3

941l g 4ldemBl b +EOB £ 4ldEnd] 2+ s L +1de b £ +1d 2 Db Z +da o [ =L a1t

| I | I
| | oZ e
|: I il
| I oF
g | i ]
i | | e I &7

X
Qo
]
[y
| (2]
i o
] °
| | T 52
| _ _ M
! i | 2 .
| I | L] 3 e
m _ | o
i | F
i I ¥
! i £ : e B0l - .
I [ [ZHovzaan-= Ol
THovTERM [ ' [ZHOvERBIE B
CHOR Zadwi+ | | .
821 !

uoIsnju; ap sandsap sojnuiw

uoIsnjul ap sandsap sornuiw

o6 gL 09 o oe EL

s

e

|
|
|
|
|
L.
/
Iy
r
1
\
§
|
SOPINIO SOSeA 3p %

£+ ] ——
gy cHOVZagW:EHIdE DO
- 7+ 10 )
ZHOVZagN~ £+ e 5|
+1d
08 zHOvzaaw * 1+ ol

d Y
g elnbi4

(%) 213} UoIIOSEaI B BIDUBNIAIY

28

SOpeUIWEXD SOSEA 3P "0JN/SOqWO0I]} 3P “0IN



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

