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DESCRIPCIÓN

Moléculas de unión que se unen al factor C2 del complemento y usos de las mismas

La invención se refiere al campo de la inmunología/bioquímica. La invención se refiere a medios y métodos para5
inhibir la activación de las vías clásica y de las lectinas del sistema del complemento y a su uso en el tratamiento de
afecciones humanas. La invención se refiere a inhibidores de factores del complemento y usos de los mismos. La
invención se refiere en particular a moléculas de unión que se unen al factor C2 del complemento humano y a sus
usos en el tratamiento o prevención de enfermedades o trastornos mediados por la activación del complemento,
tales como enfermedades inflamatorias mediadas por anticuerpos y lesiones por isquemia-reperfusión (I/R) en10
afecciones isquémicas.

El sistema del complemento implica proteínas que circulan en la sangre. Los factores del complemento circulan
como proteínas precursoras inactivas. La activación del sistema conduce a una cascada de activación en la que un
factor activa el siguiente mediante la proteólisis específica de la proteína del complemento aguas abajo en la15
cascada. El sistema del complemento pertenece a los llamados sistemas de cascada de plasma. El sistema del
complemento está implicado entre otros en la defensa del anfitrión contra los microorganismos invasores.

La activación del sistema del complemento se puede producir a través de tres vías, la vía clásica, la vía de las
lectinas y la vía alternativa. Cada vía activa un componente central, C3 o el tercer factor del complemento, lo que da20
como resultado la activación de una vía terminal común que conduce a la formación del complejo de ataque de
membrana (Muller-Eberhard, Annu Rev Biochem 1988, 57:321). Durante la activación del complemento, se generan
varios péptidos inflamatorios como las anafilatoxinas C3a y C5a, así como el complejo de ataque de membrana,
C5b-9. Estos productos de activación provocan efectos biológicos pleiotrópicos tales como quimiotaxis de leucocitos,
desgranulación de células fagocíticas, mastocitos y basófilos, contracción del músculo liso, aumento de la25
permeabilidad vascular y lisis de las células (Hugli, Complement 1986, 3:111) Los productos de activación del
complemento también inducen la generación de radicales tóxicos de oxígeno y la síntesis y liberación de metabolitos
y citocinas del ácido araquidónico, en particular por los fagocitos, que amplifica adicionalmente la respuesta
inflamatoria.

30
Aunque el complemento es una importante línea de defensa contra los organismos patógenos, su activación también
puede conferir daño a las células anfitrionas que de otro modo serían sanas. El daño tisular mediado por el
complemento desempeña un papel en muchas enfermedades inflamatorias, incluida la sepsis, enfermedades del
complejo inmunitario como la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la vasculitis, traumatismos
múltiples, varias enfermedades neurológicas tales como la neuropatía motora multifocal, la lesión por isquemia-35
reperfusión (I/R) como durante el infarto de miocardio, etc. El papel patogénico de la activación del complemento en
estas afecciones es el resultado de uno o más de los efectos biológicos antes mencionados de sus productos de
activación. La inhibición de la activación del complemento es, por lo tanto, beneficiosa en estas condiciones.

La activación del complemento puede ser inhibida por inhibidores naturales que controlan la activación en varios40
niveles de la cascada. Estos inhibidores incluyen el inhibidor C1, que inhibe los primeros pasos de activación de las
vías clásica y de las lectinas, la proteína de unión al factor H y C4 que disocian las convertasas C3 y C4,
respectivamente, y actúan como cofactores para el factor I que degrada C4b y C3b, las proteínas reguladoras de
membrana CR1, DAF y MCP que ejercen funciones similares a H, y las proteínas plasmáticas vitronectina y
clusterina y la proteína de membrana CD59 que inhiben la MAC (Sahu et al., Immunol Res 1998, 17:109; Campbell45
et al., Annu Rev Immunol 1988,6:161).

La inhibición de la activación del complemento es una opción terapéutica atractiva. De hecho, varios inhibidores del
complemento soluble endógeno (inhibidor de C1; receptor 1 del complemento soluble o sCR1) se han producido
como una proteína recombinante y se han evaluado en estudios clínicos. Asimismo, se ha evaluado la50
administración de anticuerpos que inhiben las proteínas clave de la reacción en cascada como C5 (Thomas et al.,
Mol Immunol 1996, 33:1389). Uno de estos anticuerpos, Soliris® o eculizumab, es un anticuerpo anti-C5. El
anticuerpo está actualmente aprobado para su uso en el tratamiento de la hemoglobinuria paroxística nocturna y el
síndrome urémico hemolítico atípico.

55
Una función del complemento es facilitar la fagocitosis de los microorganismos invasores. Por lo tanto, la inhibición
del complemento en enfermedades inflamatorias tiene la desventaja inherente de que aumenta el riesgo de
infecciones. Tanto la vía de las lectinas como la vía alternativa de activación del complemento pueden ser activadas
directamente por microorganismos, mientras que la vía clásica es activada por anticuerpos IgG o IgM unidos a
antígenos, por ejemplo, de microorganismos.60

Huda et al. (Complement C2 siRNA mediated therapy of myasthenia gravis in mice. Journal of Autoimmunity 42: pág.
94-104) describen el uso de la interferencia de ARN para suprimir la expresión de C2 in vitro e in vivo en un modelo
de ratón de miastenia gravis. Se sugiere que el silenciamiento de C2 mediado por ARNip podría ser eficaz para el
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tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

El documento WO01/70818 describe inhibidores, particularmente moléculas de anticuerpos, que se unen a C2a y
bloquean la actividad funcional de C2a en la activación del complemento.

5
Stenbaek et al. (Human complement component C2: production and characterization of polyclonal and monoclonal
antibodies against C2. Molecular Immunology 23(8): pág. 879-886) informan sobre la generación y prueba de
anticuerpos que se unen a C2. No hay evidencia de que los clones puedan bloquear la activación de C2.

Anderson et al. (A monoclonal antibody against human complement component C2. Biochemical Society10
Transactions 15(4) pág. 660-661) describen un anticuerpo monoclonal que se une al fragmento C2a de C2.

Oglesby et al. (Radioassays for quantitation of intact complement proteins C2 and B in human serum. Journal of
Immunological Methods 110(1) pág. 55-62) describe la producción de IgG1κ anti-C2b murina mediante inmunización
de ratones DBA/I con C2 humano desglicosilado. No hay evidencia de que el anticuerpo pueda inhibir la escisión de15
C2.

Heinz et al. (Monoclonal antibodies against components of the classical pathway of complement. Complement and
Inflammation 6(3): pág. 166-174) es una revisión que describe la activación de la vía clásica del complemento. Se
examinan los anticuerpos monoclonales que se unen a las proteínas complementarias, incluido C2.20

Compendio de la invención

La invención se define en las reivindicaciones adjuntas y otros aspectos o realizaciones cualesquiera establecidos
en la presente memoria tienen solo fines informativos.25

La presente invención proporciona una molécula de unión que se une al factor C2 del complemento humano, en
donde la molécula de unión comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una región
variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en donde la región variable de cadena pesada comprende:

30
(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4;
(b) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5; y
(c) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6; y en donde
la región variable de cadena ligera comprende:

35
(a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 7;
(b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8; y
(c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9, en
donde la molécula de unión se une al dominio C2b del factor de complemento humano C2. En una
realización, la molécula de unión comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina40
y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina

(a) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 resp.; SEQ
ID NO: 2 y SEQ ID NO: 96 resp.; o
(b) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 99 resp.;45
SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 106
y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO:
100 resp.; SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 100 resp.;
SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO:
105 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 103 y SEQ ID50
NO: 102 resp.; SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 102 resp.; SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 102
resp.; o SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 102 resp.; o
(c) que comprende las secuencias de aminoácidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoácidos y en donde las 1-5 
sustituciones de aminoácidos no están en las regiones CDR.55

Olglesby et al. (J Immunol 1988, 2: 926) describen un anticuerpo específico para C2. El anticuerpo se identificó tras
la inmunización de ratones con C2 desglicosilado y desnaturalizado. La inmunización con C2 glicosilado nativo no
produjo anticuerpos específicos de C2 adecuados. Un anticuerpo específico C2 también se describe en el
documento US2001/0026928. El anticuerpo desarrollado allí está dirigido al subcomponente C2a de C2. No se dan a60
conocer detalles adicionales sobre el epítopo reconocido por el anticuerpo.

Una molécula de unión de la invención difiere en el epítopo al que está unido sobre C2. Antes de la invención no se
sabía que había más epítopos inactivadores sobre C2.
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Las moléculas de unión de la invención inhiben la activación del complemento y se pueden utilizar en el tratamiento
de una variedad de enfermedades. La invención proporciona una molécula de unión de acuerdo con las
reivindicaciones para su uso en un método para la prevención o el tratamiento de una enfermedad mediada por la
activación del complemento, comprendiendo dicho método administrar al individuo que lo necesite una molécula de
unión de la invención. La invención proporciona adicionalmente una molécula de unión de la invención para su uso5
en la prevención o el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediados por la activación del complemento a
través de la vía clásica y/o de las lectinas. Los ejemplos de tales enfermedades son las enfermedades inflamatorias,
las enfermedades neurológicas o la lesión por isquemia-reperfusión (I/R). Una enfermedad neurológica preferida en
el contexto de la invención es la enfermedad neuroinflamatoria. Una molécula de unión de la invención no inhibe
completamente el complemento. Deja intacta al menos parte de la capacidad del sistema del complemento para10
defenderse contra los microorganismos. Una molécula de unión de la invención deja al menos la vía alternativa de
activación del complemento esencialmente intacta. Esta característica de las moléculas de unión de la invención
mejora en gran medida la aplicabilidad terapéutica de los inhibidores del complemento de la invención en general, y
de los inhibidores del complemento basados en anticuerpos en particular. Los ejemplos preferidos de tratamientos
según la invención son el rechazo de aloinjertos de riñón mediado por anticuerpos, la nefropatía membranosa15
idiopática, la anemia hemolítica inmunitaria, las enfermedades del complejo inmunitario, las afecciones de isquemia-
reperfusión tales como la lesión por isquemia-reperfusión. Las moléculas de unión de la invención son opciones
atractivas para su uso en una variedad de intervenciones terapéuticas debido a que son eficaces en la limitación de
las consecuencias de la actividad del sistema del complemento en el organismo al tiempo que reducen el riesgo de
efectos secundarios debido a la susceptibilidad a la infección y/o multiplicación de microorganismos.20

La molécula de unión de la invención se une a un epítopo del dominio C2b. Tales moléculas de unión son eficaces a
pesar del hecho de que no inhiben completamente la escisión por C1s. Una molécula de unión a C2b de la invención
deja intacta la unión de C2a a C4b. No obstante, la actividad de C2 resulta inhibida significativamente por una
molécula de unión a C2b de la invención.25

Una molécula de unión de la invención es preferiblemente un fragmento Fab, un fragmento Fv de cadena sencilla
(scFv), o un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "molécula de unión que comprende una región variable de30
cadena pesada y una región variable de cadena ligera" abarca, pero no se limita a, un anticuerpo y un fragmento de
unión a antígeno del mismo. Un fragmento preferido es un fragmento Fab, un fragmento scFv, un Unibody, un
diacuerpo, un triacuerpo, etc.

Una molécula de unión de la invención se une a C2 humano. La secuencia de aminoácidos de un C2 humano35
preferido se proporciona en SEQ ID: NO 1. La molécula de unión preferiblemente se une específicamente a C2
humano. Esto significa que, en una muestra humana natural, preferiblemente una muestra de plasma humano, la
molécula de unión se une más de 95%, preferiblemente más de 99% a C2 humano, en comparación con otras
proteínas humanas en plasma, y tiene una afinidad de 20 nM o menos para C2.

40
La activación de C2 implica la escisión proteolítica en fragmentos más pequeños. Estos fragmentos generalmente se
denominan fragmentos C2a y C2b. La terminología utilizada en esta invención es que el fragmento C2a es el
fragmento más grande de aproximadamente 70 kDa. El fragmento C2a forma un complejo con C4b para formar una
C3-convertasa C4bC2a. Este complejo está típicamente unido a la superficie. El fragmento C2b N-terminal más
pequeño de aproximadamente 30 kDa se libera en la fase fluida.45
El término "actividad C2" o similar Como se emplea en la presente memoria se refiere al papel de la proteína C2 en
la cascada de activación del complemento. La proteína C2 es "activa" cuando ha cambiado de una enzima
precursora inactiva a una serina proteasa activa tras la activación mediante escisión proteolítica por C1s. El C2
activo con C4b como cofactor puede activar C3, y con C4b y C3b como cofactor puede activar C5.

50
El término "inhibición de C2" o similar, Como se emplea en la presente memoria, también se refiere a su papel en la
cascada de activación del complemento. La proteína C2 se "inhibe" cuando no cumple su función en la cascada para
activar el complemento cuando la señal de activación de C2 (es decir, C1s) está presente en su entorno.

El término "anticuerpo" se refiere a anticuerpos monoclonales y policlonales. El anticuerpo se puede preparar a partir55
de la sangre de un animal. Actualmente, es más común tener el anticuerpo preparado por una célula que expresa el
anticuerpo del ácido nucleico en la célula. Están disponibles varias células y líneas celulares. Las líneas celulares de
hibridoma se utilizaban comúnmente para la producción de anticuerpos monoclonales murinos. Con el advenimiento
de los enfoques de ADN recombinante, hoy en día es común utilizar líneas celulares. Las líneas celulares preferidas
son la línea celular PER.C6, la línea celular CHO y la línea celular NSO. El anticuerpo puede ser un anticuerpo60
monovalente, un anticuerpo tetravalente u otro anticuerpo multivalente. Típicamente, el anticuerpo es un anticuerpo
monovalente que comprende el sitio de unión al antígeno C2 como se indica aquí anteriormente.

En una realización, un anticuerpo de la invención es un anticuerpo multiespecífico. El prototipo de anticuerpo
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multiespecífico es el anticuerpo biespecífico. Un anticuerpo multiespecífico comprende dos o más sitios de unión a
antígeno diferentes. En tal anticuerpo multiespecífico, una molécula de unión de la invención proporciona al menos
uno de los sitios de unión al antígeno. Al menos otro sitio de unión a antígeno es un sitio de unión a antígeno dirigido
hacia un epítopo diferente sobre C2, o preferiblemente, dirigido hacia un epítopo sobre una molécula diferente. El
otro sitio de unión a antígeno es preferiblemente una región variable de anticuerpo. Un anticuerpo bi-específico de la5
invención comprende una molécula de unión de la invención y al menos otra región variable de anticuerpo (cadena
pesada y ligera) específica para otro epítopo sobre C2 o un epítopo sobre una molécula diferente.

El fragmento de unión al antígeno (fragmento Fab) es un fragmento de un anticuerpo que se une a los antígenos. Se
compone de un dominio constante y uno variable de cada una de las cadenas pesada y ligera. Estos dominios dan10
forma al sitio de unión a antígeno. Los dos dominios variables se unen al epítopo sobre sus antígenos específicos.
Se pueden generar fragmentos Fab en el laboratorio. Actualmente, están disponibles varias enzimas para cortar el
fragmento de un anticuerpo. En la presente invención, el término fragmento Fab se refiere a fragmentos Fab de
dominio variable único y al fragmento F(ab')2 que contiene dos dominios variables. El término fragmento Fab se
utiliza para reflejar el fragmento cuando se divide de un anticuerpo, y a un fragmento similar pero producido15
directamente como tal a partir de una o más regiones codificantes, expresadas por una célula.

Como se emplea en la presente memoria, el término "Fv de cadena sencilla", también denominado scFv, se refiere a
los anticuerpos modificados genéticamente preparados mediante el aislamiento de los dominios de unión (tanto
cadenas pesadas como ligeras) de un anticuerpo de unión, y suministrando un radical de unión que permite la20
preservación de la función de unión. Esto forma, en esencia, un anticuerpo radicalmente abreviado, que tiene solo
esa porción del dominio hipervariable necesaria para unirse al antígeno. La determinación y construcción de
anticuerpos de cadena sencilla se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos Núm. 4.946.778 de
Ladner et al.

25
Se pretende que el término "KD" (M), como se emplea en la presente memoria, se refiera a la constante de equilibrio
de disociación de una interacción anticuerpo-antígeno concreta.

Las regiones variables de cadena pesada y ligera como se especifica en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3; resp. son
las regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo 5F2.4. Las regiones variables de cadena pesada y30
ligera como se especifica en SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11; resp. son las regiones variables de cadena pesada y
ligera del anticuerpo 13. Las regiones variables de cadena pesada y ligera como se especifica en SEQ ID NO: 18 y
SEQ ID NO: 19; resp. son las regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo 32. Las regiones
variables de cadena pesada y ligera como se especifica en SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27; resp. son las regiones
variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo 35. Las regiones variables de cadena pesada y ligera como se35
especifica en SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35; resp. son las regiones variables de cadena pesada y ligera del
anticuerpo 60. La región variable de cadena ligera como se especifica en SEC ID NO: 96 es una secuencia de
aminoácidos consenso de ratón de la región variable de cadena ligera del anticuerpo 5F2.4. La región variable de
cadena pesada como se especifica en SEQ ID NO: 97 es la secuencia de aminoácidos consenso de ratón de la
región variable de cadena pesada del anticuerpo 35. La región variable de cadena pesada como se especifica en40
SEQ ID NO: 98 es la secuencia de aminoácidos de ratón consenso de la región variable de cadena pesada del
anticuerpo 60. SEQ ID NO: 99-102 son secuencias de aminoácidos de las regiones variables de la cadena ligera
humanizadas VL1-4 de 5F2.4. SEQ ID NO: 103-106 son secuencias de aminoácidos de regiones variables de
cadena pesada humanizadas VH1-4 de 5F2.4. SEQ ID NO: 107-110 son secuencias de ADNc que codifican la
cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL1-VL4 humanizadas. SEQ ID NO: 111-114 son secuencias de45
ADNc que codifican la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1-VH4 humanizadas. SEQ ID NO: 115-
118 son secuencias de aminoácidos que codifican la cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL1-VL4
humanizadas. SEQ ID NO: 119-122 son secuencias de aminoácidos que codifican la cadena de IgG4 humanizada
5F2.4 que contiene VH1-VH4 humanizadas.

50
Una región variable ligera o pesada de inmunoglobulina en la molécula de unión de la invención puede tener la
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2; 3; 96, 99-106 con 1-5 sustituciones de aminoácidos, siempre que las
sustituciones de aminoácidos no se encuentren en las regiones CDR. Una molécula de unión de la invención con
tales regiones variables de cadena pesada sustituidas, regiones variables de cadena ligera sustituidas o ambas tiene
las mismas características de unión al antígeno C2 en cuanto a la clase, no necesariamente en cuando a la55
cantidad. La molécula de unión se une al mismo epítopo que la molécula de unión original. Las sustituciones de 1 a
5 aminoácidos permiten, entre otras, la generación de la versión inmunizada de la molécula de unión. La
desinmunización para su uso en sujetos humanos generalmente se puede lograr modificando la cadena pesada en
un máximo de 5 lugares, la cadena ligera en un máximo de 5 lugares o ambas. La desinmunización de una región
variable murina es una tecnología establecida y siempre produce una molécula de unión con una menor probabilidad60
de inducir una respuesta inmunitaria en un ser humano. El número de sustituciones de aminoácidos que se
requieren para lograr este resultado es típicamente menor de 5 en cada cadena. A menudo, la sustitución de 1, 2 o 3
aminoácidos en cada cadena es suficiente para obtener una molécula de unión de la invención con una menor
probabilidad de inducir una respuesta inmunitaria en un ser humano en comparación con la secuencia o secuencias
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no modificadas.

En una realización preferida, el anticuerpo de la invención es un anticuerpo humano o humanizado. Como se emplea
en la presente memoria, se pretende que el término "anticuerpo humano" incluya anticuerpos que tienen regiones
variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la línea germinal humana. Los anticuerpos5
humanos pueden incluir residuos de aminoácidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la línea
germinal humana, p. ej. mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o específica del sitio in vitro o por
mutación somática in vivo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "anticuerpo humanizado" significa que al menos una porción de10
las regiones marco de una construcción de inmunoglobulina o anticuerpo modificado se obtiene a partir de
secuencias de inmunoglobulina humana. Debe quedar claro que se puede utilizar cualquier método para humanizar
anticuerpos o construcciones de anticuerpos, como por ejemplo mediante la remodelación de la superficie de
dominios variables (Roguska et al., Proc Natl Acad Sci U S A 1994, 91: 969) o injerto o remodelación de CDR (Hurle
et al., Curr Opin Biotechnol 1994, 5: 428). El anticuerpo humanizado de acuerdo con la invención comprende las15
regiones CDR del anticuerpo 5F2.4 en el contexto de un marco de anticuerpos por lo demás humano. Por lo tanto, la
invención también proporciona un anticuerpo humano que comprende una región variable de cadena pesada
humana con la secuencia CDR1-3 de SEQ ID NO: 4-6 y una región variable de cadena ligera humana con la
secuencia CDR1-3 de SEQ ID NO: 7-9. Las secuencias CDR injertadas están, por supuesto, situadas
apropiadamente, es decir, la región CDR1 de la región variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 4 toma el lugar de20
la región CDR1 de la región variable de cadena pesada del anticuerpo humano utilizado para el procedimiento de
injerto. La región CDR2 de SEQ ID NO: 5 toma el lugar de la región CDR2 de la región variable de cadena pesada
de dicho anticuerpo humano y así sucesivamente.

En una realización preferida, la región variable de cadena ligera humanizada en un anticuerpo humano que25
comprende las CDR de anticuerpo 5F2.4 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 99, 100, 101 o 102 opcionalmente
con 1-5 sustituciones de aminoácidos. En una realización preferida, la región variable de cadena pesada
humanizada en un anticuerpo humano que comprende las CDR de anticuerpo 5F2.4 comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 opcionalmente con 1-5 sustituciones de aminoácidos. Las sustituciones de
aminoácidos, si las hubiera, no están en una región CDR.30

En una realización preferida, el anticuerpo humano que comprende las CDR del anticuerpo 5F2.4 comprende una
cadena κ ligera humanizada de SEQ ID NO: 115, 116, 117 o 118 opcionalmente con 1-5 sustituciones de
aminoácidos. Las sustituciones de aminoácidos, si las hubiera, no están en una región CDR. En una realización
preferida, el anticuerpo humano que comprende las CDR del anticuerpo 5F2.4 comprende una cadena de IgG435
humanizada de SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 opcionalmente con 1-5 sustituciones de aminoácidos. Las
sustituciones de aminoácidos, si las hubiera, no están en una región CDR.

Como se emplea en la presente memoria, el término "anticuerpo quimérico" se refiere a una construcción de
anticuerpo modificado genéticamente que comprende dominios variables de una especie (tales como dominios40
variables de ratón, rata, cabra, oveja, vaca, llama o camello), que pueden desinmunizarse, humanizarse o no, y
dominios constantes de otra especie (tales como primates no humanos o dominios constantes humanos) (para su
revisión véase Hurle et al., Curr Opin Biotechnol 1994, 5: 428). Debe quedar claro que se puede utilizar cualquier
método conocido en la técnica para desarrollar anticuerpos quiméricos o construcciones de anticuerpos.

45
Como se emplea en la presente memoria, el término "desinmunizado" o "desinmunización" se refiere a la
identificación y posterior eliminación de un epítopo de células T en una molécula de unión de la invención.
Típicamente, aunque no necesariamente esto se realiza en la región variable de un anticuerpo de la invención. De
nuevo a menudo, pero no siempre es necesario, esto se hace en una región marco y, por lo tanto, fuera de las
regiones CDR. La eliminación de un epítopo de células T se logra típicamente mediante la sustitución de uno o más50
aminoácidos que codifican el epítopo de células T. La secuencia se transforma así en una secuencia diferente de un
epítopo de células T. Una región variable desinmunizada típicamente contiene 1-5 sustituciones de aminoácidos.
Los aminoácidos sustituidos se seleccionan de manera que la estructura terciaria de la región variable no se altere
significativamente. Por lo tanto, el aminoácido sustituido se selecciona típicamente del mismo grupo de aminoácidos
(es decir, neutro, cargado positivo, cargado negativo, lipófilo). Cuando está disponible en el mismo grupo, un55
aminoácido se sustituye por un aminoácido que en un anticuerpo humano estructuralmente cercano está en la
misma posición o en una posición similar en la región variable.

La molécula de unión de la invención es preferiblemente un anticuerpo humanizado o Desinmunizado.
60

Un anticuerpo de la invención es preferiblemente un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM, tal como el anticuerpo
IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4.

En una realización preferida, las regiones constantes de un anticuerpo de la invención son las regiones constantes
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de un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM, tal como el anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Las regiones constantes
pueden comprender modificaciones tales como sustituciones de aminoácidos para conferir propiedades específicas
a las regiones constantes. Por ejemplo, la mutación de la región bisagra de IgG4 para hacer que el anticuerpo sea
más estable al intercambio de medias moléculas. Otras modificaciones afectan a la semivida del anticuerpo, añaden
o eliminan un sitio de glicosilación, mejoran la producción, mejoran la homogeneidad del anticuerpo producto5
producido en fermentadores a gran escala, etc.

La porción constante completa de una cadena ligera o pesada de un anticuerpo puede comprender 0-5 sustituciones
de aminoácidos en comparación con un anticuerpo natural. En algunas realizaciones, la porción constante de una
cadena pesada o ligera contiene 1-3 sustituciones de aminoácidos. Una sustitución de aminoácidos en una región10
constante preferiblemente no es con un aminoácido del mismo grupo (es decir, neutro, cargado positivo, cargado
negativo, lipófilo).

En una realización preferida, las regiones constantes del anticuerpo son las regiones constantes de un anticuerpo
humano. En una realización preferida, el anticuerpo de la invención comprende las secuencias de aminoácidos de15
SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54; SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 56; SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; SEQ ID NO:
57 y SEQ ID NO: 59; SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61; o SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63; en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoácidos. Las sustituciones de aminoácidos están preferiblemente en las regiones constantes o en las regiones
marco de las regiones variables como se indica en otra parte de la presente memoria.20

En una realización preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado. En una realización preferida, el
anticuerpo de la invención comprende las secuencias de aminoácidos de

 SEQ ID NO: 99 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una25
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de aminoácidos;

 SEQ ID NO: 100 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de aminoácidos;

 SEQ ID NO: 101 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 330
sustituciones de aminoácidos; o

SEQ ID NO: 102 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoácidos. Las sustituciones de aminoácidos, si las hubiera, no están en las CDR.35

En una realización preferida, el anticuerpo de la invención comprende las secuencias de aminoácidos de

 SEQ ID NO: 115 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 340
sustituciones de aminoácidos;

 SEQ ID NO: 116 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3
sustituciones de aminoácidos;

45
SEQ ID NO: 117 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoácidos; o
SEQ ID NO: 118 y una de la secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando están sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de50
aminoácidos. Las sustituciones de aminoácidos, si las hubiera, no están en las CDR. Las sustituciones de
aminoácidos están preferiblemente en las regiones constantes o en las regiones marco de las regiones variables
como se indica en otra parte de la presente memoria.

La invención proporciona adicionalmente un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoácidos de (b) SEQ ID55
NO: 115 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 115 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 115 y SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO:
115 y SEQ ID NO: 122;
SEQ ID NO: 116 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 116 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 116 y SEQ ID NO: 121; SEQ
ID NO: 116 y SEQ ID NO: 122;
SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 121; SEQ60
ID NO: 117 y SEQ ID NO: 122;
SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 121; o
SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 122; o las secuencias de aminoácidos especificadas en (b) pero en donde una o
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ambas de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoácidos. Las sustituciones de aminoácidos (si
las hubiera) no están en las CDR.

Un anticuerpo de la invención es preferiblemente una IgG1 o IgG2a murina, una IgG1 humana mutada en la región
constante para reducir o prevenir la activación del complemento o las interacciones del receptor Fc, o una IgG45
humana, o una IgG4 humana mutada para evitar el intercambio de semimoléculas con otras moléculas de IgG4 y/o
mutadas en la región constante para reducir o prevenir las interacciones del receptor Fc.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invención comprende dos regiones constantes de cadena pesada no
idénticas y/o regiones constantes de cadena ligera no idénticas. Típicamente, aunque no necesariamente, las10
regiones constantes no idénticas difieren entre sí en no más de 5, preferiblemente no más de 1-3 posiciones de
aminoácidos. Esta propiedad se utiliza en el campo para producir, por ejemplo, anticuerpos biespecíficos y/o para
proporcionar propiedades adicionales al anticuerpo.

Las regiones constantes de un anticuerpo de la invención son preferiblemente regiones constantes humanas,15
preferiblemente de un anticuerpo humano natural.

La invención proporciona adicionalmente una molécula de ácido nucleico que codifica una molécula de unión o un
anticuerpo según la invención. La invención proporciona adicionalmente un ácido nucleico que codifica una CDR de
la invención. Preferiblemente que codifica todas las CDR de una cadena ligera variable o pesada variable del20
anticuerpo 5F2.4. El ácido nucleico comprende preferiblemente la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 42;
SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 107; SEQ ID NO: 108; SEQ ID NO: 109; SEQ ID NO: 110; SEQ ID NO: 111; SEQ ID
NO: 112; SEQ ID NO: 113; o SEQ ID NO: 114. La molécula de ácido nucleico se puede utilizar para producir una
molécula de unión de la invención. Las líneas celulares provistas del ácido nucleico pueden producir la
molécula/anticuerpo de unión en el laboratorio o planta de producción. Alternativamente, el ácido nucleico se25
transfiere a una célula en el cuerpo de un animal que lo necesita y la molécula/anticuerpo de unión es producida in
vivo por la célula transformada. La molécula de ácido nucleico de la invención se proporciona típicamente con
secuencias reguladoras para expresar la molécula de unión en la célula. Sin embargo, las técnicas de
recombinación homólogas actuales se han vuelto mucho más eficaces. Estas técnicas implican, por ejemplo,
recombinación homóloga asistida por rotura de doble hebra, utilizando nucleasas inductoras de rotura de doble30
hebra específicas del sitio tales como TALEN. Tales sistemas de recombinación homóloga o análogos pueden
insertar la molécula de ácido nucleico en una región que proporciona una o más de las secuencias reguladoras en
cis requeridas.

La invención proporciona adicionalmente un vehículo o vector de suministro de genes que comprende una molécula35
de ácido nucleico de acuerdo con la invención. El vehículo o vector de suministro de genes puede ser un plásmido u
otro ácido nucleico replicado bacterianamente. Tal vehículo o vector de suministro de genes se puede transferir
fácilmente a, por ejemplo, células productoras. El vehículo de suministro de genes también puede ser un vector viral.
Los vectores virales preferidos son vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores virales adenoasociados y
vectores retrovirales.40

La invención proporciona adicionalmente una célula aislada o recombinante, o una célula de cultivo celular in vitro
que comprende una molécula de ácido nucleico o vector de acuerdo con la invención. La invención proporciona
adicionalmente una célula aislada o recombinante, o una célula de cultivo celular in vitro que comprende una
molécula de unión y preferiblemente un anticuerpo según la invención. Preferiblemente, dicha célula produce dicha45
molécula de unión o anticuerpo. En una realización preferida, dicha célula es una célula de hibridoma, una célula de
ovario de hámster chino (CHO), una célula NS0 o una célula PER-C6™. En una realización particularmente
preferida, dicha célula es una célula CHO. Adicionalmente se proporciona un cultivo celular que comprende una
célula según la invención. Varias instituciones y compañías han desarrollado líneas celulares para la producción a
gran escala de anticuerpos, por ejemplo, para uso clínico. Los ejemplos no limitantes de tales líneas celulares son50
células CHO, células NS0 o células PER.C6™. Estas células también se utilizan para otros fines, tales como la
producción de proteínas. Las líneas celulares desarrolladas para la producción a escala industrial de proteínas y
anticuerpos se denominan en la presente memoria líneas celulares industriales. La invención proporciona una línea
celular industrial que comprende una molécula de ácido nucleico, una molécula de unión y/o anticuerpo de acuerdo
con la invención. La invención también proporciona una línea celular desarrollada para la producción a gran escala55
de proteínas y/o anticuerpos que comprende una molécula de unión o anticuerpo de la invención. La invención
también proporciona el uso de una línea celular desarrollada para la producción a gran escala de una molécula de
unión y/o anticuerpo de la invención.

La invención proporciona adicionalmente un método para producir una molécula de unión o un anticuerpo de la60
invención que comprende cultivar una célula de la invención y recoger dicho anticuerpo de dicho cultivo.
Preferiblemente, dicha célula se cultiva en un medio sin suero. Preferiblemente, dicha célula está adaptada para el
crecimiento en suspensión. Adicionalmente se proporciona un anticuerpo que se puede obtener mediante un método
para producir un anticuerpo de acuerdo con la invención. El anticuerpo se purifica preferiblemente del medio del

E14729463
13-04-2020ES 2 784 616 T3

 



9

cultivo. Preferiblemente dicho anticuerpo es purificado por afinidad.

Una célula de la invención es, por ejemplo, una línea celular de hibridoma, una célula CHO, una célula NS0 u otro
tipo celular conocido por su idoneidad para la producción de anticuerpos con fines clínicos. En una realización
particularmente preferida, dicha célula es una célula humana. Preferiblemente una célula que es transformada por5
una región E1 de adenovirus o un equivalente funcional de la misma. Un ejemplo preferido de dicha línea celular es
la línea celular PER.C6™ o equivalente de la misma. En una realización particularmente preferida, dicha célula es
una célula CHO o una variante de la misma. Preferiblemente, una variante que utiliza un sistema de vector de
glutamina sintetasa (GS) para la expresión de un anticuerpo.

10
La invención proporciona adicionalmente un método para producir una molécula de unión caracterizada porque se
produce una molécula de unión según la invención o un anticuerpo según la invención. Preferiblemente, el método
comprende adicionalmente recoger dicha molécula de unión y/o dicho anticuerpo.

La invención proporciona adicionalmente una molécula de unión o anticuerpo de acuerdo con la invención para su15
uso en el tratamiento de un individuo que padece una actividad del complemento excesiva o demasiado activa. El
tratamiento da como resultado el alivio de al menos uno de los síntomas asociados con la actividad del complemento
excesiva o demasiado activa en dicho individuo.

Cuando se utiliza en la presente memoria, el término "individuo" se refiere a un animal, preferiblemente un mamífero.20
En una realización preferida, el individuo es un primate, más preferiblemente el individuo es un ser humano.

La invención proporciona adicionalmente una molécula de unión o anticuerpo de la invención para su uso en el
tratamiento de un individuo que padece o corre el riesgo de padecer una enfermedad inflamatoria, una enfermedad
neuroinflamatoria o una lesión por isquemia-reperfusión (I/R). El tratamiento da como resultado el alivio de al menos25
uno de los síntomas asociados con la inflamación, la enfermedad neuroinflamatoria o la lesión por isquemia-
reperfusión, tal como disfunción renal o miocárdica, crisis hemolítica y debilidad muscular.

La invención proporciona adicionalmente una molécula de unión o anticuerpo de acuerdo con el uso de acuerdo con
la invención, en donde dicho individuo sufre una inflamación mediada por anticuerpos o una lesión por isquemia-30
reperfusión tal como infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular, sepsis, enfermedades del complejo
inmunitario como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, vasculitis, traumatismo múltiple, neuropatía motora
multifocal, rechazo de un aloinjerto renal mediado por anticuerpos, anemia hemolítica (auto)inmunitaria, derivación
cardiopulmonar y otra cirugía vascular, nefropatía membranosa idiopática, síndrome de Goodpasture y otros.

35
La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende una molécula de unión de acuerdo
con la invención o un anticuerpo de acuerdo con la invención y un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripción detallada de la invención
40

La invención se define en las reivindicaciones adjuntas y otro aspectos o realizaciones cualesquiera establecidas en
la presente memoria tienen solo fines informativos.

El segundo componente del complemento humano (C2) es una glicoproteína de 90-100 kDa que participa en las
vías clásica y de las lectinas de activación del complemento. C2 puede ser activado por C1s de la vía clásica o por45
MASP2 activado de la vía de las lectinas. C2 se une a C4b unida a la superficie (en presencia de Mg2+) para formar
un complejo C4bC2, que a continuación es escindido por C1s o MASP2 activado en dos fragmentos: un fragmento
C2a más grande de 70 kDa, que permanece unido a C4b para formar una C3-convertasa C4bC2a, y un fragmento
C2b N-terminal más pequeño de 30 kDa, que se libera en la fase fluida. Una vez activado y unido a C4b, C2a
constituye la subunidad catalítica de las convertasas C3/C5 capaces de escindir C3 y C5, respectivamente.50

Como muchas otras proteínas plasmáticas, C2 tiene una estructura modular. Partiendo de su extremo N-terminal, C2
consta de tres módulos de proteína de control del complemento (CCP1-3) (también conocidos como repeticiones
consenso cortas (SCR) o repeticiones del dominio sushi), un dominio de factor de von Willebrand tipo A (vWFA) que
contiene un sitio de adherencia dependiente de iones metálicos y un dominio serina proteasa (SP) Arlaud et al., Adv55
Immunol 1998, 69: 249). Los estudios de microscopía electrónica revelaron que C2 consta de tres dominios. Los tres
módulos CCP (CCP1-3) juntos forman el dominio N-terminal, que corresponde a C2b. El dominio vWFA constituye el
segundo dominio y el dominio SP constituye el tercer dominio. Los dominios segundo y tercero juntos constituyen la
porción C2a más grande de la molécula.

60
Los módulos CCP son motivos estructurales comunes que se producen en varias proteínas. Estas unidades
globulares consisten en aproximadamente 60 residuos de aminoácidos y se pliegan en una estructura de lámina β
compacta de seis a ocho cadenas construida alrededor de cuatro residuos de cisteína unidos por disulfuro
invariantes (Norman et al., J Mol Biol 1991, 219: 717). Los módulos CCP vecinos están anclados covalentemente por
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conectores escasamente conservados.

La unión inicial de C2 a C4b unida a la superficie está mediada por dos sitios de baja afinidad, uno sobre C2b (Xu y
Volanakis, J Immunol 1997, 158: 5958) y el otro sobre el dominio vWFA de C2a (Horiuchi et al., J Immunol 1991, 47:
584). Aunque la estructura cristalina de C2b y C2a se ha determinado a una resolución de 1,8 Å (Milder et al.,5
Structure 2006, 14: 1587; Krishnan et al., J Mol Biol 2007, 367: 224; Krishnan et al., Acta Cristallogr D Biol
Crystallogr 2009, D65: 266), se desconoce la topología exacta y la estructura de los residuos de aminoácidos que
constituyen los sitios de contacto para C4 y C3 sobre C2. Por lo tanto, quedan por establecerse los residuos de
aminoácidos de C2 involucrados en la interacción con C4 (Krishnan et al., Acta Cristallogr D Biol Crystallogr 2009,
D65: 266).10

Un anticuerpo monoclonal, 3A3.3 contra un epítopo ubicado sobre C2b, inhibió la unión de C2 a C4b (Oglesby et al.,
J Immunol 1988, 2: 926), lo que indica la presencia de uno o más sitios de unión a C4b sobre C2b. Los MAb contra
la porción C2a de C2 que inhiben la actividad de C2 se han descrito en el documento US2011/0165169A1. No se ha
informado sobre las secuencias de aminoácidos de los epítopos para estos mAb en el dominio público. Por lo tanto,15
quedan por identificar las secuencias de aminoácidos de C2 humano implicadas en la unión de C2 a C4b.

La presente invención describe moléculas de unión capaces de inhibir la activación del complemento a través de la
vía clásica y/o la vía de las lectinas mediante el bloqueo de la actividad de C2. Dichas moléculas de unión son
preferiblemente mAb humanos o humanizados o fragmentos de unión de los mismos que se unen específicamente a20
epítopos específicos sobre C2. En una realización preferida, el epítopo es un epítopo funcional. Una molécula de
unión de la invención evita la generación de C3a, C3b y otros productos de activación del complemento aguas abajo
de C2. Una molécula de unión de la invención inhibe la formación del complejo de complemento de ataque de
membrana inducido por anticuerpos, y de ese modo protege las células sensibilizadas con estos anticuerpos del
daño mediado por el complemento, tal como la lisis. Por lo tanto, una molécula de unión de la invención es25
adecuada para tratar individuos en los que necesita ser contrarrestado un efecto mediado por la activación del
complemento de un anticuerpo administrado, o un autoanticuerpo. Un autoanticuerpo en este contexto es un
anticuerpo generado y producido por el propio individuo.

Una molécula de unión de la invención inhibe la activación de la vía clásica por (auto)anticuerpos en al menos 50%.30
Preferiblemente, la activación de la vía clásica se inhibe en 70%, más preferiblemente en 90%, más preferiblemente
en al menos 95%. Para el cálculo de la actividad de la vía clásica, se hace referencia a los ensayos de actividad
complementaria como describen Palarasay et al., en Clin Exp Immunol 2011,164: 388 o para mediciones como la
determinación del título de CH50. La actividad de la vía clásica en ausencia de una molécula de unión de la
invención se establece arbitrariamente en 100%.35

Una molécula de unión de la invención inhibe la activación del complemento por CRP u otras moléculas que
reconocen los patrones moleculares asociados al daño en al menos un 50%. Preferiblemente, la activación de la vía 
de las lectinas se inhibe en 70%, más preferiblemente en 90%, más preferiblemente en al menos 95%. Para el
cálculo de la actividad de la vía de las lectinas, se hace referencia a Palarasay et al., Clin Exp Immunol 2011, 164:40
388. La actividad de la vía de las lectinas en ausencia de una molécula de unión de la invención se establece
arbitrariamente en 100%.

Una molécula de unión de la invención no inhibe significativamente la activación de la vía alternativa de activación
del complemento. Para el cálculo de la actividad de la vía alternativa, se hace referencia a un ensayo de actividad45
como describen Palarasay et al., en Clin Exp Immunol 2011, 164: 388 o para la determinación de la actividad AP50.
La actividad de la vía alternativa en ausencia de una molécula de unión de la invención se establece arbitrariamente
en 100%. Una molécula de unión a C2 no inhibe significativamente o no inhibe esencialmente la vía alternativa si la
actividad de la vía se reduce en no más de 20% en presencia de cantidades saturantes de la molécula de unión.

50
Ahora que la invención ha mostrado las propiedades ventajosas de una molécula de unión de la invención, es
posible que un experto en la técnica desarrolle otras moléculas de unión que se unan al mismo epítopo. Por lo tanto, 
en la presente memoria se describe una molécula de unión que se une a C2 y que bloquea la unión de un anticuerpo
que comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 resp.; SEQ ID55
NO: 2 y SEQ ID NO: 96 resp.; SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 resp.; SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19 resp.; SEQ
ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27 resp.; SEQ ID NO: 97 y SEQ ID NO: 27 resp.; SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35 resp.; o
SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 35 resp. Adicionalmente se describe el uso de una molécula de unión de la invención,
preferiblemente un anticuerpo que comprende una región variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una
región variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO:60
2 y SEQ ID NO: 3 resp.; SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 96 resp.; SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 resp.; SEQ ID NO:
18 y SEQ ID NO: 19 resp.; SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27 resp.; SEQ ID NO: 97 y SEQ ID NO: 27 resp.; SEQ ID
NO: 34 y SEQ ID NO: 35 resp.; o SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 35 resp. para identificar una molécula de unión en
una colección de moléculas de unión. Una molécula de unión identificada se caracteriza preferiblemente porque la
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secuencia se determina de la molécula de unión y/o la secuencia de ácido nucleico que codifica la molécula de
unión. Esto permite, entre otros, la producción y el uso posterior de la molécula de unión.

También se describe en la presente memoria un método para identificar una molécula de unión que comprende la
etapa de probar la capacidad de una molécula de unión de prueba que comprende una región variable de cadena5
pesada y una cadena ligera para unirse a C2 en presencia y ausencia de una molécula de unión conocida de la
invención. Se identifica una molécula de unión de prueba cuando la molécula de unión de prueba se une a C2 en
ausencia de la molécula de unión conocida de la invención y se une al menos 50% o menos a C2 cuando C2 se
incuba previamente con la molécula de unión conocida de la invención.

10
La invención proporciona una molécula de unión que se une a C2 y que se une a C2b individualmente. Para el
propósito de esta realización, se considera que una fracción de tamaño por electroforesis en gel de C2 digerido con
C1s hace que los dos fragmentos estén suficientemente separados entre sí para considerar las bandas en la calle,
representaciones individuales de los fragmentos C2a y C2b.

15
Una molécula de unión y preferiblemente un anticuerpo monoclonal bi-valente de la invención se une a C2 con una
constante de disociación (KD) de menos de 10e-7 M, preferiblemente menos de 10e-8 M, preferiblemente menos de
10e-9 M, más preferiblemente menos de 10e-10 M y más preferiblemente menos de 10e-11 M.

Se puede utilizar una molécula de unión de la invención para inhibir la activación de las vías clásica y/o de las 20
lectinas. Esto a su vez inhibe la generación de péptidos derivados del complemento biológicamente activos como
C4a y C4b, C3a, C3b, C5a y otros en plasma o el cuerpo de un sistema funcional individual o de otro tipo. La
molécula de unión evita al menos en parte los efectos dañinos de estos péptidos derivados del complemento sobre
las células y los tejidos. Se puede utilizar una molécula de unión de la presente invención para la preparación de un
medicamento para atenuar los signos y síntomas clínicos de enfermedades humanas al inhibir la activación del25
complemento in vivo. Las moléculas de los mAb se pueden utilizar solas o combinadas con otro fármaco para el
tratamiento de enfermedades o síntomas mediados por el complemento.

Las enfermedades que se pueden tratarse o prevenir mediante un método o molécula de unión de la invención son
preferiblemente enfermedades autoinmunitarias tales como neuritis alérgica experimental, artritis inducida por30
colágeno tipo II, miastenia grave, anemia hemolítica, glomerulonefritis, nefropatía membranosa idiopática, artritis
reumatoide, lupus sistémico eritematoso, vasculitis inducida por complejos inmunitarios, síndrome de dificultad
respiratoria del adulto, accidente cerebrovascular, xenotrasplante, esclerosis múltiple, lesiones por quemaduras,
diálisis extracorpórea y oxigenación de la sangre, trastornos inflamatorios, que incluyen sepsis y choque séptico,
toxicidad inducida por la administración in vivo de citocinas o mAb, rechazo mediado por anticuerpos de aloinjertos35
tales como aloinjertos de riñón, trauma múltiple, lesiones por isquemia-reperfusión, infarto de miocardio.

Los individuos que padecen una enfermedad que implica un daño mediado por el complemento o en riesgo de
desarrollar dicho daño mediado por el complemento se pueden tratar administrando una molécula de unión de la
invención a un individuo que lo necesite. De este modo, los péptidos derivados del complemento biológicamente40
activos se reducen en el individuo y se atenúan o previenen los efectos líticos y otros efectos dañinos del
complemento sobre las células y los tejidos. Por "cantidad eficaz" se entiende una cantidad de molécula de unión de
la invención que es capaz de inhibir la activación del complemento en el individuo.

El tratamiento (profiláctico o terapéutico) generalmente consistirá en administrar la molécula de unión de la invención45
por vía parenteral junto con un portador farmacéutico, preferiblemente por vía intravenosa o subcutánea. La dosis y
el régimen de administración de la molécula de unión de la invención dependerán del grado de inhibición de la
activación del complemento que se tenga por objeto. Típicamente, para las moléculas de unión de la invención que
son anticuerpos, la cantidad estará en el intervalo de 2 a 20 mg por kg de peso corporal. Para la administración
parenteral, la molécula de unión se formulará en forma inyectable combinada con un vehículo parenteral50
farmacéuticamente aceptable. Tales vehículos son bien conocidos en la técnica y los ejemplos incluyen solución
salina, solución de dextrosa, solución de Ringer y soluciones que contienen pequeñas cantidades de albúmina de
suero humano.

Típicamente, la molécula de unión de la invención se formulará a una concentración de aproximadamente 20 mg a55
aproximadamente 100 mg por ml. En una realización de esta invención, la molécula de unión se administra por
medio de inyección intravenosa.

Se debe entender que se pretende que estén dentro del alcance de esta invención virtualmente todos los métodos
de administración de los mAb o fragmentos de los mismos como se describe en la presente invención, para producir60
niveles suficientemente altos en la circulación o localmente.

Una composición farmacéutica de la invención se puede formular con portadores o diluyentes farmacéuticamente
aceptables, así como cualquier otro coadyuvante y excipiente conocido de acuerdo con técnicas convencionales

E14729463
13-04-2020ES 2 784 616 T3

 



12

tales como las descritas en (Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19ª Edición, Gennaro, Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, 1995).

El término "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a portadores o excipientes, que son inherentemente no
tóxicos. Los ejemplos de tales excipientes son, pero no se limitan a, solución salina, solución de Ringer, solución de5
dextrosa y solución de Hank. También se pueden utilizar excipientes no acuosos tales como aceites fijos y oleato de
etilo.

La composición farmacéutica se administra preferiblemente por vía parenteral, preferiblemente por inyección o
infusión intravenosa o subcutánea.10

Las frases "administración parenteral" y "administrada parenteralmente", como se emplea en la presente memoria,
significa modos de administración distintos de la administración enteral y tópica, generalmente mediante inyección, e
incluye, sin limitación, inyección e infusión intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardíaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutánea, subcuticular, intraarticular,15
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.

Las composiciones farmacéuticas típicamente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricación y
almacenamiento. La composición se puede formular como una solución, microemulsión, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentración de fármaco. Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos20
adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la invención incluyen agua, etanol,
polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites
vegetales, tales como aceite de oliva y ésteres orgánicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez
adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tales como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamaño de partícula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso de25
tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener coadyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevención de la presencia de microorganismos se 
puede garantizar tanto mediante procedimientos de esterilización como mediante la inclusión de diversos agentes30
antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, ácido sórbico y similares. También puede
ser deseable incluir en las composiciones agentes de isotonicidad, tales como azúcares, polialcoholes tales como
manitol, sorbitol, glicerol o cloruro de sodio. También se pueden incluir antioxidantes farmacéuticamente aceptables,
por ejemplo (1) antioxidantes solubles en agua, tales como ácido ascórbico, hidrocloruro de cisteína, bisulfato de
sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato35
de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y
similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como ácido cítrico, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA),
sorbitol, ácido tartárico, ácido fosfórico y similares.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el mAb en la cantidad requerida en un40
disolvente apropiado con uno o una combinación de ingredientes, p. ej. como se enumeró anteriormente, según se
requiera, seguido de microfiltración mediante esterilización. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehículo estéril que contiene un medio de dispersión alcalino y los otros ingredientes
requeridos, p. ej. de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparación son secado a vacío y secado mediante congelación 45
(liofilización) que producen un polvo del ingrediente activo más cualquier ingrediente adicional deseado de una
solución previamente filtrada en condiciones estériles del mismo.

La absorción prolongada de los mAb anti-C2 inyectables o fragmentos de los mismos se puede lograr incluyendo en
la composición un agente que retrase la absorción, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina.50

Los mAb de los fragmentos se pueden preparar con portadores que protegerán el compuesto contra la liberación
rápida, tal como una formulación de liberación controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas
de administración microencapsulados. Se pueden utilizar polímeros biodegradables y biocompatibles, tales como
etilvinilacetato, polianhídridos, ácido poliglicólico, colágeno, poliortoésteres y ácido poliláctico. Los métodos para la55
preparación de tales formulaciones son generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
1978.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse con dispositivos médicos conocidos en la técnica.60

Los regímenes de dosificación se ajustan para proporcionar la respuesta óptima deseada (p. ej., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas con el
tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente según lo indiquen las exigencias de la situación
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terapéutica.

Los niveles de dosificación reales de los mAb o fragmentos de los mismos en las composiciones farmacéuticas de la
presente invención se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente concreto sin ser tóxico para el paciente.5

En una realización, las moléculas de unión, en particular los anticuerpos, de acuerdo con la invención se pueden
administrar por infusión a una dosis semanal de 10 a 500 mg/m2, tal como de 200 a 400 mg/m2. Tal administración
se puede repetir, por ejemplo, de 1 a 8 veces, tal como de 3 a 5 veces. La administración se puede realizar mediante
infusión continua durante un período de 2 a 24 horas, tal como de 2 a 12 horas.10

En otra realización más, los mAb o fragmentos de los mismos o cualquier otra molécula de unión descrita en esta
invención, se pueden administrar mediante terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo, una vez a la semana
durante un período de 6 meses o más.

15
La presente invención se ilustrará ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que exponen realizaciones
particularmente ventajosas. Sin embargo, se debe observar que estas realizaciones son ilustrativas y no se debe
interpretar que son restrictivas de la invención de ninguna manera.

Breve descripción de los dibujos20

Figura 1. PAGE-SDS no reductora de C2 humano recombinante de tipo salvaje (calle 1) y desglicosilado
(calle 2), C2 escindido por C1s (calle 3) y C2 escindido por C1s desglicosilado (calle 4). La escisión con C1s
se realizó a una razón de C1s a C2 de 1:25. C2 no tratado y tratado se visualizó con azul brillante de
Coomassie. La identidad de C2 glicosilado (≈ 100 kDa), C2a glicosilado (≈ 70 kDa) y C2b glicosilado (≈ 3025
kDa) se indica con puntas de flecha. También se muestra la posición de los marcadores de MW. * indica
enzima PNGasa.
Figura 2. Principio del ELISA para detectar la actividad inhibidora de los mAb anti-C2. Obsérvese que un mAb
inhibidor no tendrá efecto sobre la unión de C4 y disminuirá la unión de C3 a la IgG agregada en la fase
sólida.30
Figura 3. Ejemplo de resultados de detección de actividad inhibidora de sobrenadantes de hibridoma anti-C2.
El control positivo es suero diluido sin sobrenadante de hibridoma. El control negativo es suero diluido con
EDTA y sin sobrenadante de hibridoma. Los números en el eje X se refieren al número de hibridoma. Las
flechas indican sobrenadantes de hibridoma que fueron negativos en el ELISA anti-C2 y que se probaron
como controles.35
Figura 4. Unión de anticuerpos de ratón anti-C2 del complemento humano contra C2 del complemento
humano recombinante a un recubrimiento bajo (25 ng/pocillo; símbolos grises) o alto (200 ng/pocillo; símbolos
de color negros). Los resultados (absorción a 450 nm) son medias ± DT, n = 2.
Figura 5. Unión de los mAb de ratón anti-C2 a C2 de tipo salvaje (A) o humano recombinante escindido por
C1s (B). Las mezclas de proteínas se aplicaron como recubrimiento sobre placas ELISA y se incubaron con40
diversas concentraciones de mAb anti-C2. Los resultados (absorción a 450 nm) son las medias ± DT, n = 2.
Figura 6. Inhibición de la fijación de C3 a IgG agregada en fase sólida mediante los mAb anti-C2 de ratón
purificados. Se incubó un volumen de suero humano de nueva aportación con un volumen de mAb a la
concentración indicada, diluida y se probada. Las líneas punteadas indican el nivel de fijación en ausencia de
un mAb (línea superior) y en presencia de EDTA (línea inferior).45
Figura 7. Efecto de los mAb anti-C2 sobre la activación de C3 por IgG agregada en suero humano. Se mezcló
un volumen de suero con un volumen de mAb (0,48 mg/ml) y se incubó con IgG agregada a 1 mg por ml. El
C3 activado se midió con ELISA como se describe en los métodos. Los resultados se expresan como
unidades arbitrarias (UA) por ml.
Figura 8. Efecto de los mAb anti-C2 sobre la citotoxicidad dependiente del complemento de anticuerpos anti-50
HLA en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto. Se incubó 1 µl de suero con anticuerpos anti-
HLA con 1 µl de suspensión de PBMC (2-5x10

6
células/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. Mientras

tanto, se incubaron 5 µl de suero normal de nueva aportación con 15 µl de VB y 5 µl de VB que contenía mAb
anti-C2 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron 10 µl de cada muestra con las mezclas de
PBMC durante dos horas a temperatura ambiente. La citotoxicidad se midió con Fluoroquench y se evaluó55
mediante microscopía. Una puntuación de citotoxicidad de "0" significa que no hay lisis de las células,
mientras que se dio una puntuación de 8 cuando >80% de las células se lisaron. Se utilizó suero de nueva 
aportación sin mAb anti-C2 como control positivo, EDTA como control negativo. El MAb 5F2.4 no se muestra
en esta figura, aunque también tiene un efecto inhibidor en este ensayo. El MAB anti-C2 79 también reduce la
citotoxicidad en este ensayo pero no tiene efecto inhibidor en otros ensayos.60
Figura 9. Ubicación de epítopos sobre C2a o C2b reconocidos por mAb anti-C2 utilizando transferencia
Western de C2 humano recombinante de tipo salvaje y escindido por C1s. La identidad de C2 (≈ 100 kDa),
C2a (≈ 70 kDa) y C2b (≈ 30 kDa) se indica con puntas de flecha. La detección se realizó con 100 ng/ml (anti-
C2 5F2.4 y 35) o 200 ng/ml (anti-C2 13, 32 y 60) de los mAb anti-C2.
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Figura 10. Unión de los mAb anti-C2 a C2a humano recombinante purificado con cromatografía de exclusión
por tamaño (A), y unión de mAb anti-C2 5F2.4 a C2 humano recombinante desglicosilado (no
desnaturalizado/no reducido) (B), a C2 humano recombinante desnaturalizado (no reducido) o reducido
(desnaturalizado) (C) como se evaluó en un ELISA. Los resultados (absorción a 450 nm) son las medias ±
DT, n = 2.5
Figura 11. Los mAb anti-C2 inhibidores evitan la escisión de C2 durante la activación del complemento. Se
incubaron 10 µl de suero con 10 µl de mAb anti-C2 (0,48 mg/ml) con 10 µl de IgG agregada (1 mg/ml) y se
separaron en SDS-PAGE al 7,5%. Las muestras se transfirieron e incubaron con anti-C2 5F2.4 biotinilado (se
une a C2 nativo y a C2b) para evaluar la escisión de C2. Se indican las posiciones de los marcadores de
peso molecular (M). Las flechas indican las posiciones de C2 y C2b visualizadas mediante mAb anti-C210
5F2.4. C indica suero incubado con IgG agregada sin anti-C2 añadido. IgG indica suero incubado con IgG 
agregada en presencia de IgG policlonal humana (0,48 mg/ml).
Figura 12. Los mAb anti-2 inhibidores no evitan la escisión de C2 humano recombinante de tipo salvaje de la 
fase fluida por C1s. C2 se incubó con C1s en presencia de los mAb anti-C2. Las mezclas se analizaron con
SDS-PAGE no reductora y se visualizaron con azul brillante de Coomassie. La identidad de IgG de ratón (≈15
150 kDa), C2 (≈ 100 kDa), C2a (≈ 70 kDa) y C2b (≈ 30 kDa) se indica con puntas de flecha.
Figura 13. Unión de anticuerpos quiméricos de ratón-humano anti-C2 del complemento humano contra
complemento humano recombinante C2 con un recubrimiento bajo (25 ng/pocillo; símbolos de color gris) o
alto (200 ng/pocillo; símbolos de color negro). Los resultados (absorción a 450 nm) son medias ± DT, n = 2.
Figura 14. Efecto de los mAb IgG4 quiméricos de ratón-humano anti-C2 sobre la activación de C3 por IgG 20
agregada a suero humano. El diseño experimental es el mismo que en la Figura 6, excepto que el formato
IgG4 recombinante de ratón-humano de los mAb anti-C2 se añadió al suero humano en lugar del formato
murino de los mAb. Anti-C2 63 es un mAb murino no inhibidor contra C2 humano que se probó como control.
El mAb de control es un mAb contra el factor XI humano. La IgG de control es IgG humana probada como
control.25
Figura 15. Efecto de los mAb IgG4 quiméricos de ratón-humano anti-C2 sobre la citotoxicidad dependiente
del complemento de anticuerpos anti-HLA en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto. El diseño
experimental es el mismo que en la Figura 8, excepto que el formato de IgG4 recombinante de ratón-humano
de los mAb anti-C2 se añadió al suero humano en lugar del formato murino de los mAb. La citotoxicidad se
analizó con el programa "Leica Q WIN" y se expresó como % de lisis. Anti-C2 63 es un mAb murino no30
inhibidor contra C2 humano que se probó como control. El mAb de Control es un mAb contra el factor XI 
humano. Control IgG es IgG humana probada como control.
Figura 16. Lista de secuencias.
Figura 17. Unión de anticuerpos anti-C2 humanizados del complemento humano contra el complemento C2 
humano recombinante mediante ELISA. Los resultados (absorción a 450 nm) son medias ± DT, n = 2.35
Figura 18. Efecto de los mAb anti-C2 humanizados sobre la citotoxicidad dependiente del complemento del
anticuerpo anti-HLA-A,B,C humano (clon: W6/32) en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto.
Se incubó 1 µl de solución de anticuerpo W6/32 (31,25 µg/ml) con 1 µl de suspensión de PBMC (5x10

6

células/ml) durante 30 minutos a 37°C. Mientras tanto, se incubaron 10 µl de suero normal de nueva 
aportación con 10 µl de VB que contenía mAb anti-C2 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se40
incubaron 5 µl de cada muestra con las mezclas de PBMC 1 hora a 37°C. Se añadieron 5 µl de Fluoroquench
a cada pocillo, y las muestras se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, la
citotoxicidad se midió mediante microscopía automatizada (Leica Micro Systems). El porcentaje de lisis fue
calculado mediante el soporta lógico Leica Q WIN. Se utilizó suero de nueva aportación sin mAb anti-C2
como control positivo, EDTA y EGTA como controles negativos. Los controles adicionales fueron un mAb45
IgG4 humano irrelevante y suero con deficiencia de C2. Los resultados son la media ± SEM, n = 2.
Figura 19. Efecto de los mAb anti-C2 humanizados sobre la citotoxicidad dependiente del complemento de
anticuerpos anti-HLA en suero en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto. Se incubó 1 µl de
anticuerpos anti-HLA en suero con 1 µl de suspensión de PBMC (5x106 células/ml) durante 30 minutos a
37°C. Mientras tanto, se incubaron 10 µl de suero normal de nueva aportación con 10 µl de VB que contenía50
mAb anti-C2 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron 5 µl de cada muestra con las mezclas
de PBMC 1 hora a 37°C. Se añadieron 5 ul de Fluoroquench a cada pocillo, y las muestras se incubaron
durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, la citotoxicidad se midió por microscopía automatizada
(Leica Micro Systems). El porcentaje de lisis fue calculado por medio del soporte lógico Leica Q WIN. Se
utilizó suero de nueva aportación sin mAb anti-C2 como control positivo, EDTA como control negativo. Los55
resultados son la media ± DT, n = 2.

Ejemplos

Materiales:60

La IgG agregada (aggIgG) se preparó calentando IgG humana purificada (Gammaquin, Sanquin, Amsterdam, Países
Bajos) a 80 mg por ml en PBS durante 20 minutos a 63°C. La preparación se diluyó a 10 mg por ml y se almacenó a
-80°C hasta su uso.
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Se obtuvo suero humano de nueva aportación de voluntarios humanos por punción venosa y se almacenó en
alícuotas a -80°C. Se preparó suero envejecido normal incubando suero de nueva aportación normal durante una
semana a 37°C. Se adquirió suero con deficiencia de C2 de Sigma-Aldrich.

Los anticuerpos policlonales anti-C3 de pollo purificados por afinidad y los anticuerpos anti-C4 de cabra se5
adquirieron en Mybiosource.com y Thermo Scientific, respectivamente. Los anticuerpos se biotinilaron utilizando EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific) según el protocolo del fabricante. Brevemente, se añadió un exceso de
biotina 20 M al anticuerpo y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, el anticuerpo se
sometió a diálisis durante la noche contra PBS y se almacenó a 4°C hasta su uso posterior.

10
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de sangre heparinizada mediante centrifugación
Ficoll-Paque (densidad de flotación 1,077 g/ml; GE Healthcare). Las células aisladas se lavaron con solución salina
tamponada con fosfato (PBS) a temperatura ambiente y se mantuvieron en medio RPMI a 4°C hasta su uso
posterior.

15
Ejemplo 1: Generación de anticuerpos de ratón anti-C2 del complemento humano

(a). Generación de complemento C2 humano recombinante

La proteína C2 del complemento humano recombinante con una etiqueta His N-terminal fue generada por U-Protein20
Express, Utrecht, Países Bajos. Brevemente, se clonó el ADNc que codifica la proteína C2 del complemento humano
(secuencia GenBank: NM_000063; véase SEQ ID NO.1), y posteriormente se expresó en células HEK293. El C2 se
purificó por cromatografía de afinidad y se analizó con SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado 
NuPage® Novex® (Invitrogen). Las proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie.

25
Como se muestra en la figura 1 (calle 1), la preparación de C2 mostró una pureza >95%, es decir, se observó una
banda con una masa molecular de ≈ 100 kDa, compatible con la masa pronosticada de C2 humano glicosilado.

(b). Caracterización bioquímica del complemento C2 humano recombinante
30

Se generaron C2a y C2b recombinantes por incubación de C2 (100 µL de una solución de 400 µg/ml) con C1s
activados derivados de plasma (100 µL de una solución de 16 µg/ml; Calbiochem) durante 1 hora a 37°C en PBS
(razón C1s-C2 de 1:25). Para determinar la presencia de glicanos ligados a N sobre C2, se trataron 1,8 µg de C2
recombinante sin escindir o escindido por C1s con péptido-N-glicosidasa F (PNGasa F; New England Biolabs)
durante 1 hora a 37°C en tampón de reacción de acuerdo con instrucciones del fabricante (New England Biolabs).35
Las proteínas se analizaron mediante SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex®
(Invitrogen) y se tiñeron con azul brillante de Coomassie.

Como se muestra en la figura 1 (calle 1 frente a calle 3), C1s escindió C2 recombinante en los subcomponentes C2a
((70 kDa) y C2b (≈ 30 kDa), de acuerdo con la masa pronosticada de C2a y C2b, respectivamente. El C240
recombinante de tipo salvaje, y los C2a y C2b recombinantes escindidos con C1s, portaban glicanos ligados a N,
que era evidente a partir de las masas moleculares aparentes más bajas después de la incubación con PNGasa F
(véanse la calle 1 frente a la calle 2 y la calle 3 frente a la calle 4 en la figura 1). Estos resultados concuerdan con la
noción de que C2a y C2b humanos tienen 6 y 2 supuestos sitios de glicosilación ligados a N, respectivamente,
(Martini et al., BMC Immunol 2010, 11: 43; Krishnan et al., J Mol Biol 2007, 367: 224; Krishnan et al., Acta Cristallogr45
D Biol Crystallogr 2009, D65: 266).

(c). Inmunización y generación de anticuerpos contra el complemento C2 humano glicosilado

Según la técnica anterior, los anticuerpos inhibidores contra C2 humano glicosilado solo se pueden obtener50
mediante inmunización de ratones con C2 humano purificado desglicosilado (Oglesby et al., J Immunol 1988, 2: 926)
o con el subcomponente C2a humano purificado (documento US 2001/0026928 A1), y no con C2 humano purificado
glicosilado intacto.

En contraste con el enfoque de inmunización de Oglesby (véase más arriba; J Immunol 1988, 2: 926), a ratones55
BALB/c (hembra, 6-8 semanas de edad; Charles River Laboratories) se les inyectaron subcutáneamente ≈ 500 µL de
complemento C2 humano recombinante glicosilado en coadyuvante completo de Freund (cada ratón con 25 µg de
complemento C2 humano recombinante glicosilado en 250 µL de benzamidina HCl 5 mM en PBS (U-Protein
Express) mezclado con 250 µL de coadyuvante completo de Freund (Sigma)) el día 0. Las respuestas de
anticuerpos en ratones se estimularon mediante inyecciones subcutáneas de C2 recombinante glicosilado en60
coadyuvante incompleto de Freund (cada ratón con 25 µg de complemento humano recombinante glicosilado C2 en
250 µL de PBS-5 mM de benzamidina HCl mezclado con 250 µL de coadyuvante de Freund incompleto (Sigma) el
día 21 y el día 42, e inyecciones intraperitoneales con C2 recombinante glicosilado sin coadyuvante (cada ratón con
25 µg de C2 recombinante en 250 µL de benzamidina HC 5 mM en PBS) el día 63 y el día 64. El día 67, los
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esplenocitos de ratones inmunizados se fusionaron con células de mieloma SP2/0-Ag14 (DSMZ) utilizando
tecnología convencional de hibridoma originalmente descrita por Kohler y Milstein (Nature 1975, 256: 495)
Brevemente, se sacrificaron los ratones inmunizados. Los esplenocitos se extrajeron de los bazos y se lavaron en
opti-MEM® I sin suero con medio GlutaMax (medio SF; Invitrogen). Las células de mieloma SP2/0-Ag14 con
crecimiento logarítmico se lavaron en medio SF y se añadieron a los esplenocitos produciendo una razón 5:1 de5
células esplenocitos a mieloma. A continuación, se sedimentaron las células y se eliminó el sobrenadante. A 
continuación, se añadió gota a gota 1 ml de una solución al 37% (v/v) de polietilenglicol 4000 (Merck) durante un
período de 60 segundos, después de lo cual las células se incubaron durante otros 60 segundos a 37°C. A 
continuación, se añadieron lentamente 8 ml de medio SF, seguido de 5 ml de opti-MEM® I con GlutaMax/suero de
ternera fetal al 10% (v/v) (FCS; Bodinco), con agitación suave. Después de 30 minutos a temperatura ambiente, las10
células se sedimentaron, se lavaron en opti-MEM® I con GlutaMax/FCS al 10% para eliminar el polietilenglicol
residual, y finalmente se colocaron en placas a una concentración de 105 células/200 µl por pocillo en medio de
selección de aminopterina, es decir, opti-MEM® I con GlutaMax/FCS al 10% que se complementó con 50x
aminopterina Hybri-Max™ (un Inhibidor de la síntesis de ADN de novo (Sigma)). A partir del día 7, el medio de
selección de aminopterina se repuso cada 2-3 días, y el día 13, el medio de selección de aminopterina se reemplazó15
por opti-MEM I con GlutaMax/FCS al 10%.

A partir del día 13 después de la fusión, los sobrenadantes de hibridomas se seleccionaron para la producción de
anticuerpos anti-C2 utilizando un ELISA con C2 humano recombinante glicosilado (U-Protein Express) aplicado 
como recubrimiento sobre placas de 96 pocillos. El ELISA de detección se realizó de la siguiente manera. Se utilizó20
C2 recombinante humano glicosilado para el recubrimiento (250 ng/ml en PBS; 25 ng/100 µl/pocillo). Después de un
lavado exhaustivo con PBS/Tween 20 al 0,05%, p/v, las placas se bloquearon con PBS/Tween 20 al 0,05%/1%, p/v,
albúmina de suero bovino (BSA) (Roche) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). Posteriormente, las placas se
incubaron con 100 µL de sobrenadante de hibridoma no diluido/pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de un lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 al 0,05%, se determinó la unión de los anticuerpos con25
anticuerpos de cabra específicos anti-Fcy de ratón conjugados con peroxidasa de rábano picante diluidos 1:5000
(Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de una solución lista para su uso de
sustrato TMB (Invitrogen) para la detección colorimétrica. Después de añadir H2SO4 1 M, las densidades ópticas se
midieron a una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia de 655 nm) utilizando un lector de
microplacas (BioRad). Los hibridomas positivos en este ELISA se expandieron y se crioconservaron.30

Varios experimentos de fusión arrojaron 36 hibridomas que producían anticuerpos contra C2 humano glicosilado,
medido con el ELISA de detección que se acaba de describir. Los sobrenadantes de estos hibridomas se analizaron
para determinar la actividad inhibidora hacia C2 glicosilado como se describe en los siguientes ejemplos.

35
Ejemplo 2: ELISA para detectar actividad inhibidora de sobrenadantes de hibridoma anti-C2

Los sobrenadantes de cultivo de los anticuerpos anti-C2 que producen hibridoma se seleccionaron inicialmente para
detectar efectos inhibidores sobre C2 en un sistema ELISA (Figura 2). En este ELISA, la IgG humana añadida se
revistió sobre placas de microtitulación (Greiner-Bio-One), y a continuación se incubó con suero de nueva aportación40
diluido o no preincubado con sobrenadante de hibridoma que contiene anti-C2. La fijación de C4 y C3 en la placa,
indicativa de la activación del complemento, se midió a continuación con anticuerpos policlonales biotinilados anti-C3
y anti-C4 purificados por afinidad. La unión de anti-C3 y anti-C4 a la placa se midió a continuación con
estreptavidina-HRP, que a su vez se visualizó con 3',5'-tetrametilbencidina. Brevemente, las placas ELISA (Greiner-
Bio-One) se recubrieron durante la noche a temperatura ambiente con 100 µl por pocillo de IgG agregada de 1045
µg/ml en PBS. El volumen final de este y todos los pasos posteriores en el ELISA fue de 100 µl. Antes de utilizar las
placas se lavaron 5 veces con MilliQ. Las muestras a analizar se prepararon como sigue. El suero humano de nueva 
aportación se diluyó 1 a 100 en solución salina tamponada con veronal, pH 7,4 (Lonza), que contenía MgCl2 1 mM,
CaCl2 0,15 mM y Tween 20 al 0,1% (p/v) (VB-T). Se incubó 1 volumen de suero diluido con 1 volumen de
sobrenadante de hibridoma y un volumen de VB-T durante 30 minutos a temperatura ambiente. La muestra de50
control negativo se preparó mezclando 100 µl de suero normal de nueva aportación diluido con 100 µl de EDTA (0,1
M) y 100 µl de VB-T. Como control positivo, la mezcla se preparó con suero diluido y VB-T en lugar de sobrenadante
de cultivo. A continuación, se incubaron 100 µl de estas mezclas en las placas recubiertas con IgG agregada durante
30 minutos a 37ºC. Las placas se lavaron y se incubaron con anticuerpos biotinilados contra C4 y C3 humanos
diluidos 1 a 50 en PBST. Los anticuerpos murinos anti-C4 o anti-C3 unidos se detectaron mediante incubación con55
100 estreptavidina-HRP (BioLegend) 1:7500 diluida en PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente,
las placas se lavaron 5 veces con agua destilada y se desarrollaron con 3,5,3',5'-tetrametilbencidina (sustrato TMB,
Invitrogen). La reacción se detuvo mediante la adición de 100 µl de H2SO4 2 M a cada pocillo. La absorbancia de
cada pocillo se leyó a 450 nm en un lector de placas Multiskan EX (Thermo Scientific). Los datos se analizaron con
Graphpad Prism 5.60

Nueve hibridomas de varios experimentos de fusión mostraron una actividad inhibidora sustancial de la unión de C3,
mientras que no afectaron a la fijación de C4 (Figura 3A y B), descartando que su efecto sobre la activación de C3
se debiera a una activación específica y al consumo de complemento durante el procesamiento de las muestras. Los
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números de estos hibridomas son: anti-C2 7, anti-C2 13, anti-C2 23, anti-C2 24, anti-C2 26, anti-C2 27, anti-C2 32,
anti-C2 5F2 y anti-C2 5G2. Además, se identificaron algunos hibridomas inhibidores límite (hibridoma 19, 35, 60 y
65). La secuenciación de las regiones variables de cadena pesada y ligera reveló que los mAb anti-C2 24 y anti-C2 
32 eran idénticos, al igual que los mAb anti-C2 5F4 y anti-C2 5G2.

5
Ejemplo 3: Caracterización de la unión de anticuerpos anti-C2 murinos purificados 13, 32, 35, 60 y 5F2.4

(a). Unión de los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 a C2 humano recombinante glicosilado

Los mAb anti-C2 inhibidores y no inhibidores se purificaron con cromatografía de afinidad con proteína G (GE10
Healthcare). Las cadenas pesadas y ligeras se tipificaron para la clase de isotipo utilizando el Kit IsoQuick™ para
Mouse Monoclonal Isotyping (Sigma) (Tabla 1).

Tabla 1. Clase de anticuerpos de algunos mAb murinos contra C2 humano

MAb murino Inhibición en el ensayo de escrutinio (y/n) Clase de anticuerpo murino

Anti-C2 7 Y IgG1κ

Anti-C2 13 Y IgG1κ

Anti-C2 18 N IgG1κ

Anti-C2 19 N IgG1κ

Anti-C2 23 Y IgG1κ

Anti-C2 24 Y IgG1κ

Anti-C2 26 Y IgG1κ

Anti-C2 27 Y IgG1κ

Anti-C2 31 N IgG1/M/κ/λ

Anti-C2 32 Y IgG1κ

Anti-C2 35 S/N IgG1κ/IgG2bκ (señal débil 2b)

Anti-C2 60 S/N IgG1κ

Anti-C2 63 N IgG1κ

Anti-C2 79 N IgG1κ/IgG2bκ (señal débil 2b)

Anti-C2 5F2.4 Y IgG2aκ

15
Los mAb anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 purificados se caracterizaron adicionalmente 
evaluando la unión a altas (200 ng por pocillo) y bajas (25 ng por pocillo) cantidades de C2 recombinante glicosilado
(U-protein Express) utilizando el procedimiento descrito anteriormente en el Ejemplo 1 (c).

Como se muestra en la figura 4, los anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 se20
unen de forma dependiente de la dosis al complemento C2 humano recombinante glicosilado. La unión de los
anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 35 y anti-C2 60 mostró solo ligeras diferencias con respecto a la unión a C2
aplicado como recubrimiento a 25 ng/pocillo y a 200 ng/pocillo, mientras que la unión de los anticuerpos anti-C2 13 y
anti-C2 32 disminuyó significativamente a C2 aplicado como recubrimiento a 25 ng/pocillo en comparación con C2
aplicado como recubrimiento a 200 ng/pocillo (Figura 4). Por lo tanto, la afinidad (relativa) de anti-C2 del 25
complemento 13 (mIgG1κ) y anti-C2 32 (mIgG1κ) humano de ratón fue menor que la de los anticuerpos anti-C2 
5F2.4 (mIgG2aK), anti-C2 35 (mIgG1κ) y anti-C2 60 (mIgG1κ).

(b). Unión de los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 a C2 humano recombinante glicosilado escindido por C1s
30

Unión de los mAb anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 purificados a C2 recombinante
glicosilado (200 ng por pocillo; U-protein Express) o a C2 recombinante glicosilado escindido por C1s (200 ng por
pocillo), se evaluó utilizando el procedimiento descrito anteriormente en el Ejemplo 1(c).

Los anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 se unieron de forma dependiente a la35
dosis a C2 recombinante glicosilado (Figura 5A) y a C2 recombinante glicosilado escindido por C1s (Figura 5B). La
última observación demostró que los anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 no
reconocieron un epítopo sobre el sitio de escisión de C1s (es decir, enlace Arg243 - | - Lys244;
http://www.uniprot.org/uniprot/P09871) del complemento C2 humano recombinante glicosilado.
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Ejemplo 4: Actividad inhibidora de los mAb murinos anti-C2 purificados sobre la fijación de C3 a IgG 
agregada en fase sólida

Para confirmar la actividad inhibidora de los mAb anti-C2, se utilizó el mismo ensayo que el descrito en el Ejemplo 2,
excepto que las muestras a analizar se prepararon de manera diferente para mejorar la solidez del ensayo. Las5
muestras se prepararon mezclando 10 µl de suero de nueva aportación normal con 10 µl del mAb anti-C2 purificado
en PBS. La muestra de control positivo se preparó mezclando 10 µl de suero de nueva aportación normal con 10 µl
de VB. Como muestra de control negativo, se mezclaron 10 µl de suero de nueva aportación normal con 10 µl de
EDTA (0,1 M). Todas las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, todas
las muestras se diluyeron de 1 a 100 en PBS/Tween 20 al 0,1% y a continuación se realizó el mismo protocolo de10
acuerdo con el protocolo descrito en el ejemplo anterior. Como se muestra en la Figura 6, ni un mAb de control ni el
mAb no inhibidor anti-C2 63 afectaron la fijación de C3 a la IgG en fase sólida. En contraste, los anticuerpos anti-C2
32, 5F2.4 y 13 inhibieron la fijación de C3 a las placas, mientras que los mAb anti-C2 35 y 60 no mostraron actividad
significativa en este ensayo.

15
Ejemplo 5: Actividad inhibidora de los mAb murinos anti-C2 purificados sobre la activación de C3 en suero 
de nueva aportación por IgG agregada de la fase fluida

El efecto de los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2 sobre la activación de C3 de la fase fluida se midió en un ensayo
en el que se incubó suero humano de nueva aportación preincubado con mAb anti-C2 con IgG agregada. A 20
continuación, se midió la activación de C3 en las muestras con un ELISA descrito previamente (Wolbink GJ et al., J
Immunol Methods 1993, 63: 67). Las muestras se prepararon mezclando 30 µl de suero de nueva aportación normal
con 30 µl de VB que contenía el mAb anti-C2 y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuación, se añadieron 30 µl de IgG agregada (1 mg/ml) en VB a todas las muestras para activar el
complemento, excepto a los controles negativos, que se complementaron con 30 µl de VB. Las muestras se25
incubaron posteriormente durante 30 minutos a 37°C. La activación del complemento se detuvo añadiendo 60 µl de
EDTA (0,1 M) a todas las muestras. Después de 15 minutos a temperatura ambiente, todas las muestras se
diluyeron con PBS/Tween 20 al 0,1% complementado con EDTA 10 mM (la dilución final del suero fue de 1 a 4000),
y se analizaron en el ELISA para C3 activado. Como control positivo, se preincubó suero humano de nueva 
aportación con 30 µl de VB que no contenía mAb. Como control negativo, se incubó suero de nueva aportación solo30
con VB, y no con mAb o IgG agregada. Este control se realizó dos veces, una de las cuales se mantuvo en hielo
derretido durante todas las incubaciones. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de C3 activado,
que se calcularon en comparación con una curva patrón que consistía en diluciones en serie de suero normal
envejecido. Como el ensayo para C3 activado no discrimina entre C3b, C3bi o C3c, C3 activado se denotó como
C3b/c. La Figura 7 muestra que tras la adición de IgG agregada al suero humano se generó C3b/c (control positivo35
en la Figura 7). La adición de IgG (IgG Gamma-Quin en la figura), un mAb de control irrelevante ((anti-FXI) en la
Figura 6) o el mAb-63 anti-C2 no inhibidor no tuvo efecto sobre la generación de C3b/c en suero por la IgG 
agregada. En contraste, los mAb anti-C2 7, 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 inhibieron la generación de C3b/c por la IgG 
agregada (Figura 7).

40
Ejemplo 6: Efectos de los mAb anti-C2 murinos purificados sobre la citotoxicidad de los anticuerpos anti-
HLA

Como modelo ex vivo para el rechazo mediado por anticuerpos de trasplantes humanos, se modificó la prueba de
diagnóstico de emparejamiento cruzado que prueba la presencia de anticuerpos dependientes del complemento en45
receptores de trasplante candidatos. En la prueba normal, las células del donante o las células con las mismas
moléculas de HLA que el donante se mezclan con suero inactivado por calor del receptor en presencia de
complemento de conejo. En caso de que el receptor tenga anticuerpos contra las moléculas HLA del donante, las
células se lisarán. Esto se evalúa con un microscopio y se expresa como una puntuación de citotoxicidad (de 1 - sin
lisis - a 8 -> 80% de lisis). Para probar los efectos de los mAb anti-C2, este ensayo se modificó sustituyendo el suero50
de conejo por suero humano de nueva aportación. Además, se utilizó suero de un paciente con títulos altos de
anticuerpos anti-HLA contra múltiples moléculas de HLA.

La prueba de coincidencia cruzada modificada se realizó de la siguiente manera. Los pocillos de una bandeja
Terasaki (Greiner) se cargaron con 1 µl de suero altamente inmunizado con anticuerpos HLA y 1 µl de suspensión55
de PBMC (2-5x106 células/ml) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Mientras tanto, las muestras
que se debían analizar se prepararon mezclando 5 µl de suero normal de nueva aportación, 15 µl de VB y 5 µl de VB
que contenía mAb anti-C2. Se preparó una muestra de control positivo añadiendo 5 µl de suero de nueva aportación
normal a 20 ul de tampón veronal sin mAb anti-C2, y se preparó una muestra de control negativo mezclando 5 µl de
suero de nueva aportación normal, 15 µl de tampón Veronal y 5 µl de EDTA 100 mM. Posteriormente, todas las60
muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se añadieron 10 µl de cada
muestra a los pocillos por duplicado y se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se
añadieron cinco µl de Fluoroquench (Sanbio) a los pocillos. Después de 30 minutos, la bandeja Terasaki se leyó
utilizando un microscopio automático (Leica) y en algunos experimentos se calculó la lisis celular con un programa
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especial llamado "Leica Q WIN", mientras que en otros experimentos un técnico experimentado calificó la lisis. Una
puntuación de citotoxicidad de "0" significa que no hay lisis de las células, mientras que se dio una puntuación de 8
cuando > 80% de las células se lisaron.

Los anticuerpos anti-C2 se probaron a concentraciones que variaban de 0,6 a 1,5 mg por ml. Los mAb anti-C2 18,5
19, 23, 31 y 63 no tuvieron efecto sobre la destrucción dependiente del complemento de las células sensibilizadas
con anticuerpos anti-HLA (véase la Figura 8). En contraste, los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60, 7, 24, 79 inhibieron la
citotoxicidad dependiente del complemento en este modelo para el rechazo de aloinjerto mediado por anticuerpos.

Ejemplo 7: Caracterización de dominios sobre el complemento C2 humano reconocidos por los anticuerpos10
anti-C2 del complemento antihumano de ratón 13, 32, 35, 60 y 5F2.4

(a). Mapeo de epítopos para mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 sobre los subcomponentes humanos
recombinantes glicosilados C2a y C2b con transferencia Western

15
El C2 humano recombinante glicosilado (intervalo 125-500 ng/calle, véase la Figura 9; U-protein Express) o C2
humano recombinante glicosilado escindido por C1s (intervalo 62,5-1000 ng/calle, véase la Figura 9; para el
procedimiento de escisión de C2, véase el Ejemplo 1 (b)) se sometieron a electroforesis utilizando geles Tris-Bis al
4-12% y tampón de migración MOPS (Invitrogen) en condiciones no reductoras en SDS-PAGE prefabricado (sistema
NuPage® Novex®). A continuación, las proteínas C2 se sometieron a transferencia eléctrica sobre una membrana20
de transferencia de poli(fluoruro de vinilideno) (PDVF) (Millipore). Después del bloqueo con PBS/Tween 20 al 0,05%/
fracción V BSA al 1% (Roche) durante 20 minutos a temperatura ambiente, las membranas PDVF se incubaron con
los mAb anti-C2 5F2.4 anti-C2 (100 ng/mL), anti-C2 13 (200 ng/mL), anti-C2 32 (200 ng/mL), anti-C2 35 (100 ng/mL)
y anti-C2 60 (200 ng/mL) durante 1 hora a RT. Después de un lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 al 0,05%, se
determinó la unión de los mAb anti-C2 con anticuerpos de cabra específicos anti-Fcγ de ratón conjugados con25
peroxidasa de rábano picante (Jackson ImmunoResearch) diluidos 1:10.000 durante RT, seguido de una solución
lista para su uso de sustrato TMB (Sigma) para la detección colorimétrica.

Como se muestra en la figura 9, todos los mAb anti-C2 examinados se unieron a C2 humano recombinante
glicosilado no escindido (≈ 100 kDa). Además, mAb anti-C2 5F2.4 y anti-C2 35 reconocieron específicamente el30
subcomponente glicosilado C2b (≈ 30 kDa), mientras que los mAb anti-C2 13 y anti-C2 32 reconocieron
específicamente el subcomponente glicosilado C2a (≈ 70 kDa). El MAb anti-C2 60 parecía unirse a los
subcomponentes glicosilados C2a y C2b.

(b). Unión de los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 al subcomponente C2a humano recombinante glicosilado35
con ELISA

El C2a humano recombinante glicosilado se purificó a partir de C2 escindido por C1s (para el procedimiento de
escisión de C2, véase el Ejemplo 1 (b)) mediante cromatografía de exclusión por tamaño (columna Yarra™ 3U sec
2000 300x 4,60). En SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex® (Invitrogen), la40
preparación de C2a fue >95% homogénea (no se muestra). Posteriormente, los mAb anti-C2 purificados se
analizaron adicionalmente para determinar la unión a C2a purificado (200 ng por pocillo) utilizando el procedimiento
ELISA descrito anteriormente en el Ejemplo 1(c).

Como se muestra en la figura 10A, y de acuerdo con los datos de transferencia Western (véase el Ejemplo 7 (a)), los 45
mAb anti-C2 13 y anti-C2 32 demostraron una unión dependiente de la dosis (es decir, saturación a 0,1 µg/mL) a
C2a recombinante glicosilado purificado, mientras que los mAb anti-C2 60 mostraron una unión intermedia a C2a, y
los mAb anti-C2 5F2.4 y anti-C2 35 apenas se unieron a C2a. Una cantidad traza de C2 recombinante glicosilado no
escindido explicó la unión observada de los mAb anti-C2 5F2.4 y anti-C2 35.

50
(c). Unión de mAb anti-C2 5F2.4 a C2 humano recombinante desglicosilado, desnaturalizado y reducido con
ELISA

La desglicosilación de C2 recombinante se realizó utilizando el procedimiento descrito anteriormente en el Ejemplo 1
(b) pero el tampón de reacción no tenía reactivos de desnaturalización/reducción, y el tratamiento con Péptido-N-55
Glicosidasa F (PNGasa F; New England Biolabs) fue durante la noche a 37°C. La desnaturalización y la reducción
de C2 recombinante se llevaron a cabo utilizando NuPAGE® LDS Sample Buffer 4X (Invitogen) con o sin NuPAGE®
Reducing Agent 10X (Invitrogen), respectivamente. Posteriormente, el mAb anti-C2 5F2.4 purificado se analizó
adicionalmente para determinar la unión a C2 recombinante no tratado (200 ng por pocillo), C2 recombinante
desglicosilado (100 ng por pocillo), C2 recombinante desnaturalizado (200 ng por pocillo) y C2 recombinante60
reducido (200 ng por pocillo) utilizando el procedimiento ELISA descrito anteriormente en el Ejemplo 1(c).

Como se muestra en la figura 10B, el mAb anti-C2 5F2.4 demostró una unión dependiente de la dosis al C2
recombinante desglicosilado (no desnaturalizado/no reducido). Como se muestra en la figura 10C, el mAb anti-C2 
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5F2.4 demostró una unión dependiente de la dosis al C2 recombinante desnaturalizado, y no mostró unión al C2
recombinante reducido (desnaturalizado). En resumen (véase la Tabla 2), el mAb anti-C2 5F2.4 parecía reconocer
un epítopo sobre el subcomponente C2b de C2 humano y no un epítopo sobre el subcomponente C2a de C2
humano (véanse los Ejemplos 7(a) y 7(b)). La unión del mAb anti-C2 5F2.4 sobre el subcomponente C2b parecía ser
insensible a la escisión por C1s (véase el Ejemplo 3(b)), desglicosilación y desnaturalización de C2 humano. Sin5
embargo, los puentes internos de cisteína parecían ser críticos para la unión de mAb anti-C2 5F2.4 sobre el
subcomponente C2b.

Ejemplo 8: Los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2 inhiben la escisión de C2 en suero humano de nueva 10
aportación por IgG agregada de la fase fluida

Para investigar el mecanismo de inhibición de los mAb anti-C2, se incubaron 10 µl de suero con 10 µl de mAb anti-
C2 a 0,48 mg/ml a temperatura ambiente. A continuación, se añadieron 10 µl de IgG agregada a 1 mg/ml y las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Se añadieron 35 µl de agua y 35 µl de tampón de muestra a las15
muestras, que posteriormente se hirvieron durante 10 minutos. Finalmente, se separaron a continuación 15 µl de la
mezcla en SDS-PAGE al 7,5%. Las muestras se transfirieron e incubaron con 5 µg de anti-C2 5F2.4 biotinilado.
Como se muestra en el ejemplo anterior, este anticuerpo se une al C2 nativo y a C2b, que tiene un Mr ≈30.000. Por
lo tanto, en caso de que el anticuerpo no inhibidor se añada al suero antes de la activación con la IgG agregada, se
espera que la mayoría de C2 esté presente en la muestra de suero como C2b (y C2a que no se visualiza en la20
transferencia) y una minoría como C2 intacto con Mr ≈90.000. De hecho, esto se observó con el control de IgG
humana (Figura 11, la calle marcada con IgG), con un mAb de control no dirigido a C2 (calle marcada con C en la
Figura 11), y con un mAb C2 no inhibidor (calle marcada con 63 en Figura 11), aunque este mAb mostró una
escisión algo menor de C2 en comparación con la observada con los mAb de control no dirigidos a C2,
probablemente debido a algún impedimento estérico. Todos los otros mAb disminuyeron la escisión de C2 en suero25
tras la activación del sistema del complemento con la IgG agregada (Figura 11).

Ejemplo 9: Los MAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 no inhiben la escisión del C2 humano recombinante
glicosilado de la fase fluida libre por C1s humano

30
Para investigar el mecanismo de inhibición de los mAb anti-C2, se preincubó C2 humano recombinante glicosilado
con los mAb anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 (a una razón molar de C2 a anticuerpo de
1:2) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Paralelamente, los controles de isotipo de IgG1K e IgG2aK de
ratón (ambos de BD Biosciences) se probaron como controles negativos. A continuación, se añadió C1s humano
(razón C1s-C2 de 1:25; Calbiochem) durante 1 hora a 37°C. Las mezclas se analizaron mediante SDS-PAGE35
utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex® (Invitrogen), y se tiñeron con azul brillante de 
Coomassie.

Tabla 2. Características de unión de mAb anti-C2-5F2.4

Diana en ELISA Unión de 5F2.4

C2 desglicosilado

C2 escindido por C1s

C2 desnaturalizado

C2 reducido

Enlaces S-S intra

Glicanos ligados a N
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Como se muestra en la Figura 12, ninguno de los mAb anti-C2 inhibió la escisión de C2 recombinante por C1s.
Además, no se observó ningún efecto sobre la escisión de C2 por C1s (datos no mostrados) cuando se utilizaron
concentraciones más altas (a razones molares de C2 a anticuerpo de ≈1:3 a ≈1:7) de mAb anti-C2. En conjunto,
estos resultados demostraron que los mAb anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 no
reconocieron un epítopo sobre o cerca del sitio de escisión de C1s (es decir, el enlace Arg243 - | - Lys244;5
http://www.uniprot.org/uniprot/P09871).

Ejemplo 10: Caracterización genética molecular de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 de ratón con cebadores
degenerados

10
Las células de hibridoma se lavaron con PBS y se dividieron en alícuotas en microviales que contenían 5 x 10

6

células, y se almacenan como gránulos a -80°C. Estos gránulos celulares se utilizaron para aislar ARN utilizando el
RNeasy Mini Isolation Kit (QIAGEN). Se determinó la concentración de ARN (A260 nm) y el ARN se almacenó a
-80°C. Mediante la transcriptasa inversa, el ADNc se sintetizó a partir de 2 µg de ARN utilizando RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), y se almacenó a -20°C. Basándose en el isotipo de los15
anticuerpos, se diseñaron los cebadores mostrados en la Tabla 3 para amplificar las regiones V de anti-C2 5F2.4,
-13, 32, 35 y 60 humanos de ratón.

Tabla 3. Cebadores de PCR utilizados para clonar ADNc de los mAb anti-C2

región+ núm. de cebador* secuencia del cebador** dirección gene

5F2.4 VL 317 CTCTTGGTTCCAGGTTCCAC e kappa

4 ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG as kappa cs

5F2.4 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e IgG FR1

204 TGGACAGGGATCCAGAGTTC as IgG cs

13 VL 213 GCGCTTAACACAAACCCNCCNYT e kappa FR1

4 ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG as kappa cs

13 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e IgG FR1

2 AATTTTCTTGTCCACYTTGGTGCT as IgG cs

32 VL 265 GCGATATACARATGACNCARAC e kappa FR1

4 ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG as kappa cs

32 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e IgG FR1

2 AATTTTCTTGTCCACYTTGGTGCT as IgG cs

35 VL 201 GACAGTTGGTGCAGCATCAG as kappa cs

201 GACAGTTGGTGCAGCATCAG as kappa cs

35 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e IgG FR1

2 AATTTTCTTGTCCACYTTGGTGCT as IgG cs

60 VL 201 GACAGTTGGTGCAGCATCAG as kappa cs

201 GACAGTTGGTGCAGCATCAG as kappa cs

60 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e IgG FR1

2 AATTTTCTTGTCCACYTTGGTGCT as IgG cs

e = efectora; as = antisentido, cs = región constante
+ VL = región variable de cadena ligera, VH = región variable de cadena pesada; * núm. según el sistema de
codificación interna de Bioceros; ** cebadores degenerados: M = C o A; V = G, A o C; N = A, C, G o T; Y = C o T; R
= A o G; W = A o T; y S = G o C.

20
El cebador 1 es un cebador sentido diseñado para reasociarse con el marco 1 (FR1) de la región VH de ratón; los
cebadores 2 y 204 son cebadores antisentido que se unen con la región constante de cadenas pesadas de ratón.
Los cebadores 213 y 265 son ambos cebadores efectores que se unen con FR1 de las regiones VL de ratón (κ); los
cebadores 4 y 201 son ambos cebadores antisentido diseñados para reasociarse con la cadena ligera κ constante
de ratón. Finalmente, el cebador 317 se diseñó para reconocer una parte de una secuencia del péptido señal de25
ratón aguas arriba de la región FR1.
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Se realizaron varias PCR diferentes utilizando combinaciones de cebadores que se muestran en la Tabla 3. Se
amplificaron las regiones V de ratón anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60. Sorprendentemente, las regiones de cadena
ligera variable de ratón anti-C2 35 y 60 se amplificaron utilizando solo el cebador 201 antisentido.

Se utilizó la ADN polimerasa Accuprime™ Pfx (Invitrogen) para amplificar las regiones variables de cadenas5
pesadas y ligeras de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 de ratón. Los productos de PCR se analizaron en un gel de
agarosa al 1%. Los productos de las reacciones de PCR se purificaron en gel y se clonaron en el vector pCR-Blunt
II-TOPO® para el análisis de secuencia. A partir de plásmidos que contenían un inserto de PCR, los insertos
clonados se analizaron mediante secuenciación de ADN (realizada por ServicXS B.V., Leiden, Países Bajos y
Macrogen, Amsterdam, Países Bajos) para obtener la secuencia consenso para las regiones V de los mAb anti-C2.10
Se obtuvieron al menos 3 secuencias informativas de VH y de VL para todos los mAb examinados. Se debe
observar que, debido a la naturaleza de los cebadores efectores utilizados, los primeros 6-8 aminoácidos N-
terminales son dictados por los cebadores degenerados utilizados para casi todas las secuencias consenso de
aminoácidos determinadas. Teóricamente, las secuencias originales del ratón pueden diferir en estas regiones. Se
determinaron las secuencias consenso de aminoácidos de las regiones VH y VL de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y15
60 de ratón, es decir, SEC ID NO. 2 y NO. 3, SEQ ID NO. 10 y NO. 11, SEC ID NO. 18 y NO. 19, SEC ID NO. 26 y
NO. 27, SEC ID NO. 34 y NO. 35, respectivamente.

La enumeración o discusión de un documento aparentemente publicado anteriormente en esta memoria descriptiva 
no necesariamente debe tomarse como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o20
es de conocimiento general común.

Ejemplo 11: Generación de IgG1κ humana y/o IgG4κ humana quiméricas (es decir, con intercambio de
dominios constantes de IgGκ de ratón por dominios constantes de IgGκ humanos) anti-C2 del complemento 
humano 5F2.4, 13, 32, 35 y 6025

Basándose en las secuencias de las regiones V murinas identificadas (véase el Ejemplo 10), se diseñaron versiones
quiméricas de anticuerpos humanos de los mAb anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 de ratón. Con este fin, las secuencias
de ADNc optimizadas para las células CHO SEQ ID NO. 47 (que codifican la cadena pesada de IgG1 humana
quimérica del mAb 32 anti-C2 humano) y SEQ ID NO. 48 (que codifica la cadena ligera κ humana quimérica de 32 30
anti-C2 humano) se adquirieron de GENEART (Regensburg, Alemania), que codificó un péptido señal murino
seguido de la cadena pesada variable murina conectada a la región constante de IgG1 humana o seguida de la
cadena ligera variable murina conectada a la región constante kappa humana, respectivamente.

Además, se generó un formato de IgG4 quimérica humana (estabilizada) de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60. Para35
esto, las regiones de cadena pesada variable y ligera variable y se amplificaron mediante PCR con los cebadores
que se muestran en la Tabla 4. Con propósitos de subclonación, se incorporaron sitios de restricción apropiados en
las porciones N y C terminales de los ADNc que codifican las regiones V. La cadena ligera kappa del anticuerpo anti-
C2 del complemento núm. 32 no se amplificó, debido a que ya estaba disponible una construcción a partir de la
construcción κ humana quimérica utilizada para la generación de IgGlK humana quimérica (véase más arriba). Los40
ADNc murinos nativos se utilizaron como moldes para todas las reacciones de PCR, excepto la cadena pesada
variable del anticuerpo anti-C2 del complemento núm. 32. Para este último, se utilizó ADNc optimizado con CHO de
la construcción de IgG1 humana quimérica (véase más arriba).

Tabla 4. Cebadores de PCR utilizados para amplificar regiones variables de cadena pesada variable y ligera variable 45
de los mAb anti-C2

región
+

núm.* secuencia del cebador**

5F2.4 VL 356 CCGCGGGAGTGCACAGCGACATTGTGCTGACACAGTCTCC e

301 CGGTCCGTTTTATTTCCAACTTG as

5F2.4 VH 379 GCCGCGGGAGTGCACAGCGAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGG e

382 CGCTAGCAGCAGAGACAGTGACCAGAGT as

13 VL 336 CCGCGGGAGTGCACAGCGATGTCCTCATGACACAAACGCCTCTCTCCCTG e

286 CGGTCCGTTTGATTTCCAGCTTG as

13 VH 333 CCGCGGGAGTGCACAGTCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGG e

290 GCTAGCTGAGGAGACGGTGACTG as

32 VH 359 CCGCGGGAGTGCACAGTCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTG e

361 GCTAGCAGAGGACACGGTCACGG as
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región+ núm.* secuencia del cebador**

35 VL 342 CCGCGGGAGTGCACAGCGACATTGTGATGTCACAGTCTCC e

286 CGGTCCGTTTGATTTCCAGCTTG as

35 VH 339 CCGCGGGAGTGCACAGTCAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGG e

290 GCTAGCTGAGGAGACGGTGACTG as

60 VL 349 CCGCGGGAGTGCACAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCC e

301 CGGTCCGTTTTATTTCCAACTTG as

60 VH 345 CCGCGGGAGTGCACAGCCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGCCCTGG e

348 GCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGTGG as

s = efectora; as = antisentido
+ VL = región variable de cadena ligera, VH = región de cadena pesada; * núm. según el sistema de codificación
interna Bioceros; ** cebadores degenerados: variable M = C o A; V = G, A o C; N = A, C, G o T; Y = C o T; R = A o
G; W = A o T; y S = G o C.

Se utilizó ADN polimerasa Accuprime™ Pfx (Invitrogen) para amplificar las regiones variables de cadenas pesadas y
ligeras de los anti-C2 5F2.4, 13, 35 y 60, y la cadena pesada variable del anti-C2 32. Los productos de PCR se
analizaron en un gel de agarosa al 1%. Los productos de las reacciones de PCR se purificaron en gel y se clonaron
en el vector pCR-Blunt II-TOPO® para el análisis de secuencia. A partir de los plásmidos que contienen un inserto5
de PCR, los insertos clonados se analizaron mediante secuenciación de ADN (Macrogen, Amsterdam, Países Bajos)
para obtener las regiones V correctas que contenían los sitios de restricción apropiados. Posteriormente, las
regiones de cadena pesada variable se subclonaron en el plásmido de expresión v319 utilizando SacII/NheI que es
un derivado de pcDNA3.1 que contiene ADNc que codifica un péptido señal murino seguido de la región constante
de cadena pesada de IgG4 humana estabilizada. Las regiones de la cadena ligera variable se subclonaron en un10
plásmido de expresión v322 similar utilizando SacII/RsrII, que contiene, sin embargo, ADNc que codifica un péptido
señal murino combinado con la región constante de la cadena ligera κ humana.

Para las secuencias de ADNc de anticuerpos IgG4κ humanos quiméricos anti-C2 del complemento humano, véanse
SEQ ID NO. 42 (que codifica la cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2 5F2.4), NO. 43 (que codifica 15
la cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 5F2.4), NO. 44 (que codifica la cadena pesada de IgG4 humana
quimérica de anti-C2 13), NO. 45 (que codifica la cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 13), NO. 46 (que 
codifica la cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2 32), NO. 48 (que codifica la cadena ligera κ
humana quimérica de anti-C2 32), NO. 49 (que codifica la cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2 35),
NO. 50 (que codifica la cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 35), NO. 51 (que codifica la cadena pesada de20
IgG4 humana quimérica de anti-C2 60), y NO. 52 (que codifica la cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 60).

Para las secuencias de aminoácidos de anticuerpos IgG1κ humanos quiméricos e IgG4κ humanos quiméricos anti-
C2 del complemento humano, véanse SEQ ID NO. 53 (cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2 
5F2.4), NO. 54 (cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 5F2.4), NO. 55 (cadena pesada de IgG4 humana 25
quimérica de anti-C2 13), NO. 56 (cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 13), NO. 57 (cadena pesada de 
IgG4 humana quimérica de anti-C2 32), NO. 58 (cadena pesada de IgG1 humana quimérica de anti-C2 32), NO. 59
(cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 32), NO. 60 (cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2 
35), NO. 61 (cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 35), NO. 62 (cadena pesada de IgG4 humana quimérica
de anti-C2 60), y NO. 63 (cadena ligera κ humana quimérica de anti-C2 60).30

Ejemplo 12: Caracterización de la unión de anticuerpos IgG1κ y/o IgG4κ quiméricos de ratón-humano anti-
complemento humano C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60

Los anticuerpos quiméricos de ratón-humano (versión IgG1K humana para anti-C2 32, y versión IgG4K humana para35
anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60) se expresaron utilizando el Sistema de Expresión MAX CHO (células CHO-S) 
FreeStyle™ (Invitrogen). Los anticuerpos quiméricos de ratón-humano anti-C2 del complemento humano expresados 
se purificaron utilizando columnas de cromatografía de afinidad de proteína A (GE Healthcare). Utilizando el mismo
procedimiento ELISA que se describe en el Ejemplo 3, todos los mAb quiméricos anti-C2 se analizaron para
determinar la unión a C2 recombinante alto (200 ng por pocillo) y bajo (25 ng por pocillo). Brevemente, las placas40
ELISA (Corning) se revistieron con la cantidad indicada de C2 en PBS durante la noche a 4°C. Después de un
lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 al 0,05%, las placas se bloquearon con PBS/Tween 20 al 0,05%/fracción V de
BSA al 1% (Roche) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las placas se incubaron con 0, 0,00002
- 20,0 (etapas de dilución 1:10 veces en tampón de bloqueo) µg/ml de IgG1K y/o IgG4K quimérica de ratón-humano 
purificada con proteína A anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un45
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lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 al 0,05%, se determinó la unión de los anticuerpos con anticuerpos específicos 
anti-IgG humana (cadenas pesadas y ligeras) de cabra conjugados con peroxidasa de rábano picante diluidos
1:5000 (Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido por una solución lista para su 
uso de sustrato TMB (Invitrogen) para la detección colorimétrica. Después de añadir H2SO4 1 M, se midieron las
densidades ópticas a una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia de 655 nm) utilizando un5
lector de microplacas (BioRad).

La Figura 13 (media ± DT, n = 2) muestra que las características de unión de los anticuerpos quiméricos eran
exactamente las mismas que las de los anticuerpos murinos purificados (Figura 4). Los anti-C2 13 y 32 quiméricos
no se unieron bien al C2 aplicado como recubrimiento a baja concentración, mientras que los otros anticuerpos10
quiméricos se unieron bien a ambas concentraciones de C2. Por lo tanto, la afinidad (relativa) de anti-C2 13
quimérico de ratón-humano (chuIgG4K) y 32 (tanto chuIgG4κ como chuIgG1κ) parecía ser menor que la del anti-C2 
5F2.4, 35 y 60 quimérico de ratón-humano (chuIgG4K).

Ejemplo 13: Actividad funcional de IgG4κ quimérica de ratón-humano anti-C2 humano 5F2.4, 13, 32, 35 y 6015

Los mAb quiméricos de ratón anti-C2 humanos se probaron en los mismos ensayos que se describen en los
Ejemplos 4 (fijación C3 a IgG de la fase sólida), 5 (activación de C3 de la fase líquida en suero por IgG agregada) y
6 (citotoxicidad dependiente del complemento por anticuerpos anti-HLA). Las actividades funcionales de los 5
anticuerpos quiméricos de ratón-humano en estos ensayos fueron similares a las descritas para los anticuerpos20
murinos, es decir, inhibieron la fijación de C3 a IgG de la fase sólida, inhibieron la activación de C3 en suero por IgG 
agregada (Figura 14) y previnieron la citotoxicidad dependiente del complemento por anticuerpos anti-HLA (Figura
15).

Ejemplo 14: Determinación de secuencias de aminoácidos N-terminales de regiones variables a partir de25
anti-C2 5F2.4, 35 y 60 de ratón con cebadores de reasociación en regiones del péptido señal

Como se menciona en el Ejemplo 10, teóricamente, las secuencias de aminoácidos N-terminales de ratón consenso
de regiones variables pueden diferir de las secuencias determinadas debido al uso de cebadores efectores 
degenerados. Por lo tanto, las regiones VH y VL de los anti-C2 5F2.4, 35 y 60 se determinaron nuevamente30
utilizando cebadores, que se describen en la Tabla 5, es decir, los cebadores efectores se recogen en regiones del
péptido señal de anticuerpos murinos.

Tabla 5. Cebadores de PCR utilizados para amplificar regiones de cadena ligera y pesada variable de ratón
consenso de anti-C2 5F2.4, 35 y 6035

región+ No.* secuencia de cebador**

5F2.4 VL 393 ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC e

394 ACTGGATGGTGGGAAGATGG as

5F2.4 VH 410 ATGGRATGGAGCKGGGTCTTTMTCTT e

417 CAGTGGATAGACCGATGGGGG as

35 VL 389 ATGGGCWTCAAAGATGGAGTCACA e

394 ACTGGATGGTGGGAAGATGG as

35 VH 404 ATGAAATGCAGCTGGGGCATSTTCTTC e

416 CAGTGGATAGACAGATGGGGG as

60 VL 383 ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTG e

394 ACTGGATGGTGGGAAGATGG as

60 VH 413 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG e

416 CAGTGGATAGACAGATGGGGG as

e = efectora; as = antisentido
+ VL = región de cadena ligera variable, VH = región de cadena pesada variable; * núm. según el sistema de
codificación interna Bioceros; ** cebadores: M = C o A; V = G, A o C; N = A, C, G o T; Y = C o T; R = A o G; W = A o
T; y S = G o C.

El ARN se aisló de las células de hibridoma utilizando el RNeasy Mini Isolation Kit (QIAGEN). Se determinó la
concentración de ARN (A260 nm) y el ARN se almacenó a -80°C. Mediante la transcriptasa inversa, el ADNc se
sintetizó a partir de 2 µg de ARN utilizando el RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), y
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se almacenó a -20°C.

Se utilizó la ADN Polimerasa Accuprime ™Pfx (Invitrogen) para amplificar las regiones variables de cadenas
pesadas y ligeras de ratón anti-C2 5F2.4, 35 y 60. Los conjuntos de cebadores utilizados se muestran en la Tabla 5.
Los productos de PCR se purificaron en gel y se clonaron en el vector pCR-Blunt II-TOPO® para análisis de5
secuencia. A partir de plásmidos que contenían un inserto de PCR, los insertos clonados se analizaron mediante
secuenciación de ADN (realizada por Macrogen, Amsterdam, Países Bajos) para obtener la secuencia consenso
para las regiones V de estos tres mAb anti-C2. Se obtuvieron al menos 3 secuencias informativas de VH y de VL
para todos los mAb examinados.

10
Al utilizar conjuntos de cebadores de la Tabla 5, la secuencia de aminoácidos de cadena pesada variable de ratón
consenso de anti-C2 5F2.4, y las secuencias de aminoácidos de cadena ligera variable de ratón consenso de anti-
C2 35 y 60 resultaron ser idénticas a las secuencias de aminoácidos encontradas en el Ejemplo 10 (es decir, SEQ ID
NO. 2, 27 y 35, respectivamente).

15
Sin embargo, la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera variable N-terminal de anti-C2 5F2.4 (SEQ ID NO. 96)
difería en un aminoácido (I2N) de la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera variable N-terminal anti-C2 5F2.4
(SEQ ID NO. 3) encontrada en el Ejemplo 10. La secuencia de aminoácidos de cadena pesada variable N-terminal
de anti-C2 35 (SEQ ID NO. 97) difería en un aminoácido (Q 1E) de la secuencia de aminoácidos de cadena pesada
variable N-terminal de anti-C2 35 (SEQ ID NO. 26) encontrada en el Ejemplo 10. La secuencia de aminoácidos de20
cadena pesada variable de N-terminal de anti-C2 60 (SEQ ID NO. 98) difería en tres amino ácidos (Q3A, Q5K y
Q6E) de la secuencia de aminoácidos de cadena pesada variable N-terminal de anti-C2 60 (SEQ ID NO. 34)
encontrada en el Ejemplo 10.

Ejemplo 15: Generación de IgG4/kappa humanizada anti-C2 del complemento humano 5F2.425

Basándose en determinadas regiones V murinas (SEQ ID NO: 2 para la región VH, y SEQ ID NO: 96 para la región
VL, véase el Ejemplo 13) de anti-C2 5F2.4 de ratón, se generaron versiones de anticuerpos humanizados.

Se obtuvieron secuencias humanizadas de cadena ligera variable y secuencias humanizadas de cadena pesada30
variable de anti-C2 5F2.4 de ratón utilizando la tecnología de Germline Humanisation (injerto de CDR) (realizada por
Antitope Ltd, Cambridge, Reino Unido). Para secuencias de aminoácidos de cadena ligera y cadena pesada
humanizadas, véase SEC ID NO. 99 (VL1 de 5F2.4), 100 (VL2 de 5F2.4), 101 (VL3 de 5F2.4), 102 (VL4 de 5F2.4) y
103 (VH1 de 5F2.4), 104 (VH2 de 5F2.4), 105 (VH3 de 5F2.4), 106 (VH4 de 5F2.4), respectivamente.

35
Después de este diseño, las secuencias de ADNc (véanse SEC ID NO 107, 108, 109 y 110 (que codifican las
versiones 5F2.4 de cadena ligera κ humanizada completa, es decir, VL1, VL2, VL3 y VL4, resp.), y SEQ ID NO. 111,
112, 113 y 114 (que codifican las versiones 5F2.4 IgG4 de cadena pesada humanizada completa, es decir, VH1,
VH2, VH3 y VH4, resp.)) se adquirieron de GENEART (Regensburg, Alemania), que codifican un péptido señal
seguido por la cadena ligera variable humanizada conectada a la región constante kappa humana, y un péptido40
señal seguido por la cadena pesada variable humanizada conectada a la región constante de IgG4 humana.
Además, todos los anticuerpos humanizados se expresaron como moléculas de IgG4 humana estabilizadas (Angal
et al., Mol Immunol 1993, 30: 105). Utilizando las enzimas de restricción adecuadas, los ADNc generados se
subclonaron en plásmidos de expresión derivados de pcDNA3.1.

45
Las versiones humanizadas de 5F2.4 anti-C2 se expresaron utilizando el Sistema de Expresión FreeStyle™ 293
(Life Technologies). Los anticuerpos humanizados generados se purificaron utilizando columnas de cromatografía de
afinidad de proteína A (GE Healthcare). De esta manera, se generaron ocho versiones humanizadas purificadas del
anticuerpo 5F2.4, es decir, VL1VH1, VL2VH1, VL1VH2, VL2VH2, VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4.

50
Para las secuencias de aminoácidos del anticuerpo anti-C2 5F2.4 humanizado completo, véanse SEQ ID NO. 115,
116, 117 y 118 (que codifican versiones 5F2.4 de cadena ligera κ humanizada, es decir, VL1, VL2, VL3 y VL4,
resp.), y SEQ ID NO. 119, 120, 121 y 122 (que codifican versiones 5G2.4 de IgG4 de cadena pesada humanizada,
es decir, VH1, VH2, VH3 y VH4, resp.).

55
Ejemplo 16: Caracterización de unión de IgG4/kappa humanizada anti-complemento C2 humano 5F2.4

La unión de las versiones de los mAb humanizados anti-C2 5F2.4 VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 a C2 se
evaluó mediante ELISA como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 12 (el C2 humano recombinante se
inmovilizó en placas a 2 µg/ml). Como se muestra en la Figura 17, las cuatro versiones examinadas de mAb anti-C2 60
5F2.4 humanizado demostraron una unión similar a la fase sólida C2 en comparación con el mAb anti-C2 5F2.4
quimérico.

Ejemplo 17: Actividad funcional de IgG4/kappa humanizada anti-C2 del complemento humano 5F2.4
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Los experimentos de prueba cruzados modificados se llevaron a cabo de manera similar a la descrita para los
anticuerpos anti-C2 de ratón en el Ejemplo 6.

El primer anticuerpo monoclonal anti-HLA (clon W6/32) se utilizó para sensibilizar las células. Las versiones
quiméricas de anticuerpos anti-C2 5F2.4 y anti-C2 humanizados VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 se probaron5
a razones molares Ab:C2, que oscilaron entre 5:1 y 0,312:1 (se suponía que la concentración nativa de C2 en suero
normal era 20 µg/ml). Todos los mAb anti-C2 (quiméricos y cuatro versiones de Ab humanizados examinados)
inhibieron la destrucción dependiente del complemento de las células sensibilizadas con el anticuerpo anti-HLA
W6/32 (véase la Figura 18). Las versiones que contienen VL3 (es decir, VL3VH3 y VL3VH4) mostraron una
inhibición comparable al mAb quimérico anti-C2 5F2.4 en la prueba cruzada. Además, las versiones que contienen10
VL3 (es decir, VL3VH3 y VL3VH4) parecían superar a las versiones que contenían VL4 (es decir, VL4VH3 y
VL4VH4).

Además, también se realizó una prueba cruzada con suero del paciente que contenía altos niveles de anticuerpos
anti-HLA para sensibilizar las células, que se asemeja más estrechamente a la situación fisiológica. Las versiones 15
anticuerpos quiméricos anti-C2 5F2.4 y anti-C2 humanizados VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 se probaron a
160 µg/ml. Todos los mAb anti-C2 (versiones de Ab quiméricos y cuatro humanizados examinados) inhibieron la 
destrucción dependiente del complemento de las células sensibilizadas con anticuerpos anti-HLA del suero (véase la 
Figura 19).

20
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de unión que se une al factor C2 del complemento humano que comprende una región variable de
cadena pesada de inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en donde la región
variable de cadena pesada comprende:5

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4;
(b) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5; y
(c) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6; y

10
en donde la región variable de cadena ligera comprende:

(a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 7;
(b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8; y
(c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9,15

en donde la molécula de unión se une al dominio C2b del factor C2 del complemento humano.

2. Una molécula de unión según la reivindicación 1, que comprende una región variable de cadena pesada de
inmunoglobulina y una región variable de cadena ligera de inmunoglobulina20

(a) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 respectivamente (resp.)
o SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 96 resp.; o
(b) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO:
104 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 9925
resp.; SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 105 y
SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 100 resp.; SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 101 resp.;
SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ
ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 102 resp.; SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 102 resp.; SEQ
ID NO: 105 y SEQ ID NO: 102 resp.; o SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 102 resp.; o30
(c) que comprende las secuencias de aminoácidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoácidos y en donde las 1-5 sustituciones de
aminoácidos no están en las regiones CDR.

3. Una molécula de unión según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que es un fragmento Fab, un fragmento Fv35
de cadena sencilla (scFv), un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo.

4. Un anticuerpo según la reivindicación 3, que es un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM humanizado o
desinmunizado, tal como un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4.

40
5. Un anticuerpo según la reivindicación 4,

(a) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54; o
(b) que comprende las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 115 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 115 y
SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 115 y SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO: 115 y SEQ ID NO: 122; SEQ ID NO: 11645
y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 116 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 116 y SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO:
116 y SEQ ID NO: 122; SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID
NO: 117 y SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 122; SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 119; SEQ
ID NO: 118 y SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 121; o SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 122; o
(c) que comprende las secuencias de aminoácidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una o ambas50
de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoácidos y en donde las 1-5 sustituciones de
aminoácidos no están en las regiones CDR.

6. Una molécula de ácido nucleico que codifica una molécula de unión o un anticuerpo según una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.55

7. Una molécula de ácido nucleico según la reivindicación 6, que comprende la secuencia de ácido nucleico de SEQ
ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 107; SEQ ID NO: 108; SEQ ID NO: 109; SEQ ID NO: 110; SEQ ID NO: 111;
SEQ ID NO: 112; SEQ ID NO: 113; o SEQ ID NO: 114.

60
8. Un vehículo o vector de suministro de genes que comprenden una molécula de ácido nucleico según la
reivindicación 6 o la reivindicación 7.

9. Una célula aislada o recombinante, o célula de cultivo celular in vitro que comprende una molécula o vector de
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ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 6-8.

10. Una molécula de unión o anticuerpo según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en terapia.

11. Una molécula de unión o anticuerpo según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento5
de un individuo que padece una enfermedad inflamatoria, una enfermedad neurológica o una lesión por isquemia-
reperfusión (I/R).

12. Una molécula de unión o anticuerpo para su uso según la reivindicación 11, en donde dicho individuo sufre
inflamación mediada por anticuerpos o lesión por isquemia-reperfusión, tal como infarto agudo de miocardio,10
accidente cerebrovascular, sepsis, enfermedades del complejo inmunitario tales como artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, vasculitis, trauma múltiple, neuropatía motora multifocal, rechazo de aloinjerto renal mediado
por anticuerpos, anemia hemolítica (auto)inmunitaria, derivación cardiopulmonar y otra cirugía vascular, nefropatía
membranosa idiopática, síndrome de Goodpasture.

15
13. Una composición farmacéutica que comprende una molécula de unión o anticuerpo según una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1

PNGasa F
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Figura 16

SEQ ID NO: 1 Secuencia de aminoácidos de C2 del complemento humano 
(Núm. acceso GenBank NM_000063; aa 1-752)

El péptido señal (secuencia aa 1-20) está recuadrado, el subcomponente C2b está subrayado 
(secuencia aa 21-243), y el subcomponente C2a comprende la secuencia de aa 244-752.

SEQ ID NO: 2 Secuencia de aminoácidos de la región variable de cadena pesada núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 3 Secuencia de aminoácidos de la región variable de cadena ligera núm. 5F2.4

Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del 
complemento humano de ratón núm. 5F2.4: SEQ ID NO: 4-9

SEQ ID NO: 4 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena pesada núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 5 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena pesada núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 6 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena pesada núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 7 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena ligera núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 8 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena ligera núm. 5F2.4
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SEQ ID NO: 9 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena ligera núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 10 Secuencia de aminoácidos región variable de cadena pesada núm. 13

SEQ ID NO: 11
Secuencia de aminoácidos región variable de cadena ligera núm. 13

Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del 
complemento humano de ratón núm. 13: SEQ ID NO: 12-17

SEQ ID NO: 12 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena pesada núm. 13

SEQ ID NO: 13 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena pesada núm. 13

SEQ ID NO: 14 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena pesada núm. 13

SEQ ID NO: 15 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena ligera núm. 13

SEQ ID NO: 16 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena ligera núm. 13

SEQ ID NO: 17 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena ligera núm. 13

SEQ ID NO: 18 Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada núm. 32

SEQ ID NO: 19 Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera núm. 32

Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del 
complemento humano de ratón num. 32 SEQ ID NO: 20-25

SEQ ID NO: 20 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena pesada núm. 32

SEQ ID NO: 21 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena pesada núm. 32
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SEQ ID NO: 22 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena pesada núm. 32

SEQ ID NO: 23 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena liger núm. 32

SEQ ID NO: 24 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena ligera núm. 32

SEQ ID NO: 25 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena ligera núm. 32

SEQ ID NO: 26 Secuencia de aminoácidos región variable de cadena pesada núm. 35

SEQ ID NO: 27 Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera núm. 35

SEQ ID NO: 28 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena pesada núm. 35

SEQ ID NO: 29 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena pesada núm. 35

SEQ ID NO: 30 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena pesada núm. 35

SEQ ID NO: 31 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena ligera núm. 35

SEQ ID NO: 32 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena ligera núm. 35

SEQ ID NO: 33 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena ligera núm. 35

SEQ ID NO: 34 Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada núm. 60

SEQ ID NO: 35 Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada núm. 60

Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del 
complemento humano de ratón num. 35 SEQ ID NO: 28-33

E14729463
13-04-2020ES 2 784 616 T3

 



51

Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del 
complemento humano de ratón num. 60 SEQ ID NO: 36-41

SEQ ID NO: 36 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena pesada núm. 60

SEQ ID NO: 37 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena pesada núm. 60

SEQ ID NO: 38 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena pesada núm. 60

SEQ ID NO: 39 Secuencia de aminoácidos de CDR1 de cadena ligera núm. 60

SEQ ID NO: 40 Secuencia de aminoácidos de CDR2 de cadena ligera núm. 60

SEQ ID NO: 41 Secuencia de aminoácidos de CDR3 de cadena ligera núm. 60

SEQ ID NO: 42 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana núm. 5F2.4 quimérica

SEQ ID NO: 43 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana núm. 5F2.4 quimérica
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SEQ ID NO: 44 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana núm. 13 quimérica

SEQ ID NO: 45 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana núm. 13 quimérica
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SEQ ID NO: 46 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana núm. 32 quimérica

SEQ ID NO: 47 Secuencia de ADNc optimizada para CHO que codifica la cadena de IgG1 humana 
núm. 32 quimérica
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SEQ ID NO: 48 Secuencia de ADNc optimizada para CHO que codifica la cadena kappa humana 
núm. 32 quimérica

SEQ ID NO: 49 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana núm. 35 quimérica

SEQ ID NO: 50 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana núm. 35 quimérica
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SEQ ID NO: 51 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana núm. 60 quimérica

SEQ ID NO: 52 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana núm. 60 quimérica

SEQ ID NO: 53 Secuencia de aminoácidos de la cadena de IgG4 humana núm. 5F2.4 quimérica
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SEQ ID NO: 54 Secuencia de aminoácidos de la cadena kappa humana núm. 5F2.4 quimérica

SEQ ID NO: 55 Secuencia de aminoácidos de la cadena de IgG4 humana núm. 13 quimérica

SEQ ID NO: 56 Secuencia de aminoácidos de la cadena kappa humana núm. 13 quimérica

SEQ ID NO: 57 Secuencia de aminoácidos de la cadena de IgG4 humana núm. 32 quimérica

SEQ ID NO: 58 Secuencia de aminoácidos la cadena de IgG1 humana núm. 32 quimérica
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SEQ ID NO: 63 Secuencia de aminoácidos de cadena kappa humana núm. 60 quimérica

SEQ ID NO: 62 Secuencia de aminoácidos de cadena de IgG4 humana núm. 60 quimérica

SEQ ID NO: 61 Secuencia de aminoácidos de cadena kappa humana núm. 35 quimérica

SEQ ID NO: 63 Secuencia de aminoácidos de cadena de IgG4 humana núm. 35 quimérica

SEQ ID NO: 59 Secuencia de aminoácidos de cadena kappa humana núm. 32 quimérica
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SEQ ID NO: 96 Secuencia de aminoácidos de ratón consenso de región variable de cadena 
ligera núm. 5F2.4

SEQ ID NO: 97 Secuencia de aminoácidos de ratón consenso de región variable de cadena 
pesada núm. 35

SEQ ID NO: 98 Secuencia de aminoácidos de ratón consenso de región variable de cadena 
pesada núm. 60

SEQ ID NO: 99
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera VL1 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 100
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera VL2 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 101
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera VL3 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 102
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena ligera VL4 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 103
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada VH1 anti-C2 5F2.4 humanizada
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SEQ ID NO: 104 
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada VH2 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 105 
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada VH3 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 106 
Secuencia de aminoácidos de región variable de cadena pesada VH4 anti-C2 5F2.4 humanizada

SEQ ID NO: 107 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL1 humanizada

SEQ ID NO: 108 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL2 humanizada
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SEQ ID NO: 109 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL3 humanizada

SEQ ID NO: 110 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera κ humanizada 5F2.4 que contiene VL4 humanizada

SEQ ID NO: 111 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1 humanizada
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SEQ ID NO: 112 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH2 humanizada
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SEQ ID NO: 113 
Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH3 humanizada

SEQ ID NO: 114
Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH4 humanizada
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SEQ ID NO: 115
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena κ ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL1 humanizada

SEQ ID NO: 116
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena κ ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL2 humanizada

SEQ ID NO: 117
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena κ ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL3 humanizada

SEQ ID NO: 118
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena κ ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL4 humanizada

SEQ ID NO: 119
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1 humanizada
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SEQ ID NO: 120
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH2 humanizada

SEQ ID NO: 121
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH3 humanizada

SEQ ID NO: 122
Secuencia de aminoácidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH4 humanizada
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