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

La invencion se refiere al campo de la inmunologia/bioquimica. La invencion se refiere a medios y métodos para
inhibir la activacion de las vias clasica y de las lectinas del sistema del complemento y a su uso en el tratamiento de
afecciones humanas. La invencion se refiere a inhibidores de factores del complemento y usos de los mismos. La
invencion se refiere en particular a moléculas de unién que se unen al factor C2 del complemento humano y a sus
usos en el tratamiento o prevencion de enfermedades o trastornos mediados por la activaciéon del complemento,
tales como enfermedades inflamatorias mediadas por anticuerpos y lesiones por isquemia-reperfusion (I/R) en
afecciones isquémicas.

El sistema del complemento implica proteinas que circulan en la sangre. Los factores del complemento circulan
como proteinas precursoras inactivas. La activacion del sistema conduce a una cascada de activacion en la que un
factor activa el siguiente mediante la protedlisis especifica de la proteina del complemento aguas abajo en la
cascada. El sistema del complemento pertenece a los llamados sistemas de cascada de plasma. El sistema del
complemento esta implicado entre otros en la defensa del anfitrion contra los microorganismos invasores.

La activacion del sistema del complemento se puede producir a través de tres vias, la via clasica, la via de las
lectinas y la via alternativa. Cada via activa un componente central, C3 o el tercer factor del complemento, lo que da
como resultado la activacion de una via terminal comin que conduce a la formacion del complejo de ataque de
membrana (Muller-Eberhard, Annu Rev Biochem 1988, 57:321). Durante la activacion del complemento, se generan
varios péptidos inflamatorios como las anafilatoxinas C3a y C5a, asi como el complejo de ataque de membrana,
C5b-9. Estos productos de activacion provocan efectos bioldgicos pleiotropicos tales como quimiotaxis de leucocitos,
desgranulacién de células fagociticas, mastocitos y basdfilos, contraccion del musculo liso, aumento de la
permeabilidad vascular y lisis de las células (Hugli, Complement 1986, 3:111) Los productos de activacion del
complemento también inducen la generacion de radicales toxicos de oxigeno y la sintesis y liberacion de metabolitos
y citocinas del acido araquidénico, en particular por los fagocitos, que amplifica adicionalmente la respuesta
inflamatoria.

Aunque el complemento es una importante linea de defensa contra los organismos patdgenos, su activacion también
puede conferir dafio a las células anfitrionas que de otro modo serian sanas. El dafio tisular mediado por el
complemento desempefia 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
multiples, varias enfermedades neuroldgicas tales como la neuropatia motora multifocal, la lesion por isquemia-
reperfusion (I/R) como durante el infarto de miocardio, etc. El papel patogénico de la activacién del complemento en
estas afecciones es el resultado de uno o mas de los efectos biolégicos antes mencionados de sus productos de
activacion. La inhibicion de la activacion del complemento es, por lo tanto, beneficiosa en estas condiciones.

La activacion del complemento puede ser inhibida por inhibidores naturales que controlan la activacién en varios
niveles de la cascada. Estos inhibidores incluyen el inhibidor C1, que inhibe los primeros pasos de activacion de las
vias clasica y de las lectinas, la proteina de union al factor H y C4 que disocian las convertasas C3 y C4,
respectivamente, y actian como cofactores para el factor | que degrada C4b y C3b, las proteinas reguladoras de
membrana CR1, DAF y MCP que ejercen funciones similares a H, y las proteinas plasmaticas vitronectina y
clusterina y la proteina de membrana CD59 que inhiben la MAC (Sahu et al., Immunol Res 1998, 17:109; Campbell
et al., Annu Rev Immunol 1988,6:161).

La inhibicién de la activacién del complemento es una opcién terapéutica atractiva. De hecho, varios inhibidores del
complemento soluble enddgeno (inhibidor de C1; receptor 1 del complemento soluble o sCR1) se han producido
como una proteina recombinante y se han evaluado en estudios clinicos. Asimismo, se ha evaluado la
administracion de anticuerpos que inhiben las proteinas clave de la reacciéon 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 esta actualmente aprobado para su uso en el tratamiento de la hemoglobinuria paroxistica nocturna y el
sindrome urémico hemolitico atipico.

Una funcion del complemento es facilitar la fagocitosis de los microorganismos invasores. Por lo tanto, la inhibicion
del complemento en enfermedades inflamatorias tiene la desventaja inherente de que aumenta el riesgo de
infecciones. Tanto la via de las lectinas como la via alternativa de activacion del complemento pueden ser activadas
directamente por microorganismos, mientras que la via clasica es activada por anticuerpos IgG o IgM unidos a
antigenos, por ejemplo, de microorganismos.

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

El documento WOO01/70818 describe inhibidores, particularmente moléculas de anticuerpos, que se unen a C2a vy
bloguean la actividad funcional de C2a en la activacién del complemento.

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

Anderson et al. (A monoclonal antibody against human complement component C2. Biochemical Society
Transactions 15(4) pag. 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) pag. 55-62) describe la produccién de IgG1k anti-C2b murina mediante inmunizacion
de ratones DBA/I con C2 humano desglicosilado. No hay evidencia de que el anticuerpo pueda inhibir la escision de
C2.

Heinz et al. (Monoclonal antibodies against components of the classical pathway of complement. Complement and
Inflammation 6(3): pag. 166-174) es una revision que describe la activacion de la via clasica del complemento. Se
examinan los anticuerpos monoclonales que se unen a las proteinas complementarias, incluido C2.

Compendio de la invencion

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

La presente invencién proporciona una molécula de unién que se une al factor C2 del complemento humano, en
donde la molécula de unién comprende una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una region
variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en donde la regién variable de cadena pesada comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

(b) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y

(c) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6; y en donde
la region variable de cadena ligera comprende:

(a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

(b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8; y

(c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, en
donde la molécula de unién se une al dominio C2b del factor de complemento humano C2. En una
realizacion, la molécula de unién comprende una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
y una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina

(a) que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 resp.; SEQ
ID NO: 2y SEQ ID NO: 96 resp.; 0

(b) que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 99 resp.;
SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 99 resp.; SEQ ID NO: 105y 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:
105y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 101 resp.; SEQ ID NO: 103y 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.; 0 SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 102 resp.; o

(c) que comprende las secuencias de aminoacidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una
o0 ambas de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoacidos y en donde las 1-5
sustituciones de aminoacidos no estan en las regiones CDR.

Olglesby et al. (J Immunol 1988, 2: 926) describen un anticuerpo especifico para C2. El anticuerpo se identifico tras
la inmunizacién de ratones con C2 desglicosilado y desnaturalizado. La inmunizaciéon con C2 glicosilado nativo no
produjo anticuerpos especificos de C2 adecuados. Un anticuerpo especifico C2 también se describe en el
documento US2001/0026928. El anticuerpo desarrollado alli esta dirigido al subcomponente C2a de C2. No se dan a
conocer detalles adicionales sobre el epitopo reconocido por el anticuerpo.

Una molécula de unién de la invencion difiere en el epitopo al que esta unido sobre C2. Antes de la invencién no se
sabia que habia mas epitopos inactivadores sobre C2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2784616 T3

Las moléculas de unidn de la invencion inhiben la activacion del complemento y se pueden utilizar en el tratamiento
de una variedad de enfermedades. La invencion proporciona una molécula de uniéon de acuerdo con las
reivindicaciones para su uso en un método para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad mediada por la
activacion del complemento, comprendiendo dicho método administrar al individuo que lo necesite una molécula de
unién de la invencion. La invencién proporciona adicionalmente una molécula de unién de la invencién para su uso
en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediados por la activacion del complemento a
través de la via clasica y/o de las lectinas. Los ejemplos de tales enfermedades son las enfermedades inflamatorias,
las enfermedades neuroldgicas o la lesion por isquemia-reperfusion (I/R). Una enfermedad neuroldgica preferida en
el contexto de la invencion es la enfermedad neuroinflamatoria. Una molécula de union de la invencion no inhibe
completamente el complemento. Deja intacta al menos parte de la capacidad del sistema del complemento para
defenderse contra los microorganismos. Una molécula de union de la invencion deja al menos la via alternativa de
activacion del complemento esencialmente intacta. Esta caracteristica de las moléculas de unién de la invencion
mejora en gran medida la aplicabilidad terapéutica de los inhibidores del complemento de la invencién en general, y
de los inhibidores del complemento basados en anticuerpos en particular. Los ejemplos preferidos de tratamientos
segun la invencién son el rechazo de aloinjertos de rifidn mediado por anticuerpos, la nefropatia membranosa
idiopatica, la anemia hemolitica inmunitaria, las enfermedades del complejo inmunitario, las afecciones de isquemia-
reperfusion tales como la lesién por isquemia-reperfusion. Las moléculas de unién de la invencién son opciones
atractivas para su uso en una variedad de intervenciones terapéuticas debido a que son eficaces en la limitacion 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 infeccién y/o multiplicacion de microorganismos.

La molécula de unién de la invencién se une a un epitopo del dominio C2b. Tales moléculas de unién son eficaces a
pesar del hecho de que no inhiben completamente la escision por C1s. Una molécula de unién a C2b de la invencién
deja intacta la union de C2a a C4b. No obstante, la actividad de C2 resulta inhibida significativamente por una
molécula de union a C2b de la invencion.

Una molécula de unién de la invencion es preferiblemente un fragmento Fab, un fragmento Fv de cadena sencilla
(scFv), o un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

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

Una molécula de unién de la invencién se une a C2 humano. La secuencia de aminoacidos de un C2 humano
preferido se proporciona en SEQ ID: NO 1. La molécula de unién preferiblemente se une especificamente a C2
humano. Esto significa que, en una muestra humana natural, preferiblemente una muestra de plasma humano, la
molécula de unién se une mas de 95%, preferiblemente mas de 99% a C2 humano, en comparaciéon con otras
proteinas humanas en plasma, y tiene una afinidad de 20 nM o menos para C2.

La activacion de C2 implica la escision proteolitica en fragmentos mas pequefios. Estos fragmentos generalmente se
denominan fragmentos C2a y C2b. La terminologia utilizada en esta invencion es que el fragmento C2a es el
fragmento mas grande de aproximadamente 70 kDa. El fragmento C2a forma un complejo con C4b para formar una
C3-convertasa C4bC2a. Este complejo esta tipicamente unido a la superficie. El fragmento C2b N-terminal mas
pequefo de aproximadamente 30 kDa se libera en la fase fluida.

El término "actividad C2" o similar Como se emplea en la presente memoria se refiere al papel de la proteina C2 en
la cascada de activacion del complemento. La proteina C2 es "activa" cuando ha cambiado de una enzima
precursora inactiva a una serina proteasa activa tras la activacion mediante escision proteolitica por C1s. El C2
activo con C4b como cofactor puede activar C3, y con C4b y C3b como cofactor puede activar C5.

El término "inhibicién de C2" o similar, Como se emplea en la presente memoria, también se refiere a su papel en la
cascada de activacion del complemento. La proteina C2 se "inhibe" cuando no cumple su funcién en la cascada para
activar el complemento cuando la sefial de activacion de C2 (es decir, C1s) esta presente en su entorno.

El término "anticuerpo” se refiere a anticuerpos monoclonales y policlonales. El anticuerpo se puede preparar a partir
de la sangre de un animal. Actualmente, es mas comun tener el anticuerpo preparado por una célula que expresa el
anticuerpo del acido nucleico en la célula. Estan disponibles varias células y lineas celulares. Las lineas celulares de
hibridoma se utilizaban cominmente para la produccion de anticuerpos monoclonales murinos. Con el advenimiento
de los enfoques de ADN recombinante, hoy en dia es comun utilizar lineas celulares. Las lineas celulares preferidas
son la linea celular PER.CB6, la linea celular CHO vy la linea celular NSO. El anticuerpo puede ser un anticuerpo
monovalente, un anticuerpo tetravalente u otro anticuerpo multivalente. Tipicamente, el anticuerpo es un anticuerpo
monovalente que comprende el sitio de unién al antigeno C2 como se indica aqui anteriormente.

En una realizacién, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo multiespecifico. El prototipo de anticuerpo
4
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multiespecifico es el anticuerpo biespecifico. Un anticuerpo multiespecifico comprende dos o mas sitios de unién a
antigeno diferentes. En tal anticuerpo multiespecifico, una molécula de unién de la invencién proporciona al menos
uno de los sitios de unién al antigeno. Al menos otro sitio de unién a antigeno es un sitio de unién a antigeno dirigido
hacia un epitopo diferente sobre C2, o preferiblemente, dirigido hacia un epitopo sobre una molécula diferente. El
otro sitio de unién a antigeno es preferiblemente una regién variable de anticuerpo. Un anticuerpo bi-especifico de la
invencion comprende una molécula de union de la invencion y al menos otra region variable de anticuerpo (cadena
pesada y ligera) especifica para otro epitopo sobre C2 o un epitopo sobre una molécula diferente.

El fragmento de union al antigeno (fragmento Fab) es un fragmento de un anticuerpo que se une a los antigenos. Se
compone de un dominio constante y uno variable de cada una de las cadenas pesada y ligera. Estos dominios dan
forma al sitio de unién a antigeno. Los dos dominios variables se unen al epitopo sobre sus antigenos especificos.
Se pueden generar fragmentos Fab en el laboratorio. Actualmente, estan disponibles varias enzimas para cortar el
fragmento de un anticuerpo. En la presente invencion, el término fragmento Fab se refiere a fragmentos Fab de
dominio variable tnico 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 producido
directamente como tal a partir de una o mas 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 unién (tanto
cadenas pesadas como ligeras) de un anticuerpo de unién, y suministrando un radical de unién que permite la
preservacion de la funcién de union. Esto forma, en esencia, un anticuerpo radicalmente abreviado, que tiene solo
esa porcion del dominio hipervariable necesaria para unirse al antigeno. La determinacion y construccién de
anticuerpos de cadena sencilla se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos NUm. 4.946.778 de
Ladner et al.

Se pretende que el término "Kp" (M), como se emplea en la presente memoria, se refiera a la constante de equilibrio
de disociacién de una interaccion anticuerpo-antigeno 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 y
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 vy ligera del anticuerpo 35. Las regiones variables de cadena pesada y ligera como se
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 regién variable de cadena ligera como se especifica en SEC ID NO: 96 es una secuencia de
aminoacidos consenso de ratén de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5F2.4. La region variable de
cadena pesada como se especifica en SEQ ID NO: 97 es la secuencia de aminoacidos consenso de raton de la
region variable de cadena pesada del anticuerpo 35. La region variable de cadena pesada como se especifica en
SEQ ID NO: 98 es la secuencia de aminoacidos de ratéon consenso de la region variable de cadena pesada del
anticuerpo 60. SEQ ID NO: 99-102 son secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena ligera
humanizadas VL1-4 de 5F2.4. SEQ ID NO: 103-106 son secuencias de aminoacidos 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 k humanizada 5F2.4 que contiene VL1-VL4 humanizadas. SEQ ID NO: 111-114 son secuencias de
ADNCc que codifican la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1-VH4 humanizadas. SEQ ID NO: 115-
118 son secuencias de aminoacidos que codifican la cadena ligera k humanizada 5F2.4 que contiene VL1-VL4
humanizadas. SEQ ID NO: 119-122 son secuencias de aminoacidos que codifican la cadena de IgG4 humanizada
5F2.4 que contiene VH1-VH4 humanizadas.

Una region variable ligera o pesada de inmunoglobulina en la molécula de unién de la invenciéon puede tener la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; 3; 96, 99-106 con 1-5 sustituciones de aminoacidos, siempre que las
sustituciones de aminoacidos no se encuentren en las regiones CDR. Una molécula de unién de la invencién con
tales regiones variables de cadena pesada sustituidas, regiones variables de cadena ligera sustituidas o ambas tiene
las mismas caracteristicas de unién al antigeno C2 en cuanto a la clase, no necesariamente en cuando a la
cantidad. La molécula de unién se une al mismo epitopo que la molécula de unidn original. Las sustituciones de 1 a
5 aminoacidos permiten, entre ofras, la generacion de la versiéon inmunizada de la molécula de unién. La
desinmunizacioén para su uso en sujetos humanos generalmente se puede lograr modificando la cadena pesada en
un maximo de 5 lugares, la cadena ligera en un maximo de 5 lugares o ambas. La desinmunizacion de una region
variable murina es una tecnologia establecida y siempre produce una molécula de unién con una menor probabilidad
de inducir una respuesta inmunitaria en un ser humano. El nimero de sustituciones de aminoacidos que se
requieren para lograr este resultado es tipicamente menor de 5 en cada cadena. A menudo, la sustitucion de 1,2 0 3
aminoacidos en cada cadena es suficiente para obtener una molécula de unién de la invencién con una menor
probabilidad de inducir una respuesta inmunitaria en un ser humano en comparacion con la secuencia o secuencias
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no modificadas.

En una realizacion preferida, el anticuerpo de la invencién 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 linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea
germinal humana, p. ej. mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por
mutaciéon somatica in vivo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "anticuerpo humanizado" significa que al menos una porcién de
las regiones marco de una construccion 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 remodelacién de la superficie de
dominios variables (Roguska et al., Proc Natl Acad Sci U S A 1994, 91: 969) o injerto o remodelacion de CDR (Hurle
et al., Curr Opin Biotechnol 1994, 5: 428). El anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencién comprende las
regiones CDR del anticuerpo 5F2.4 en el contexto de un marco de anticuerpos por lo demas humano. Por lo tanto, la
invencion también proporciona un anticuerpo humano que comprende una region variable de cadena pesada
humana con la secuencia CDR1-3 de SEQ ID NO: 4-6 y una region variable de cadena ligera humana con la
secuencia CDR1-3 de SEQ ID NO: 7-9. Las secuencias CDR injertadas estan, por supuesto, situadas
apropiadamente, es decir, la region CDR1 de la region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 4 toma el lugar de
la region CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo humano utilizado para el procedimiento de
injerto. La region CDR2 de SEQ ID NO: 5 toma el lugar de la regién CDR2 de la region variable de cadena pesada
de dicho anticuerpo humano y asi sucesivamente.

En una realizacion preferida, la region variable de cadena ligera humanizada en un anticuerpo humano que
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 aminoacidos. En una realizacion preferida, la region 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 aminoacidos. Las sustituciones de
aminoacidos, si las hubiera, no estan en una region CDR.

En una realizacién preferida, el anticuerpo humano que comprende las CDR del anticuerpo 5F2.4 comprende una
cadena Kk ligera humanizada de SEQ ID NO: 115, 116, 117 o 118 opcionalmente con 1-5 sustituciones de
aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos, si las hubiera, no estan en una region CDR. En una realizacion
preferida, el anticuerpo humano que comprende las CDR del anticuerpo 5F2.4 comprende una cadena de IgG4
humanizada de SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 opcionalmente con 1-5 sustituciones de aminoacidos. Las
sustituciones de aminoacidos, si las hubiera, no estan en una region CDR.

Como se emplea en la presente memoria, el término "anticuerpo quimérico" se refiere a una construccién de
anticuerpo modificado genéticamente que comprende dominios variables de una especie (tales como dominios
variables de ratén, 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
revision 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.

Como se emplea en la presente memoria, el término "desinmunizado" o "desinmunizacion" se refiere a la
identificacion y posterior eliminaciéon de un epitopo de células T en una molécula de unién de la invencion.
Tipicamente, aunque no necesariamente esto se realiza en la region variable de un anticuerpo de la invencion. De
nuevo a menudo, pero no siempre es necesario, esto se hace en una regién marco vy, por lo tanto, fuera de las
regiones CDR. La eliminacién de un epitopo de células T se logra tipicamente mediante la sustitucion de uno o mas
aminoacidos que codifican el epitopo de células T. La secuencia se transforma asi en una secuencia diferente de un
epitopo de células T. Una regién variable desinmunizada tipicamente contiene 1-5 sustituciones de aminoacidos.
Los aminoacidos sustituidos se seleccionan de manera que la estructura terciaria de la regién variable no se altere
significativamente. Por lo tanto, el aminoacido sustituido se selecciona tipicamente del mismo grupo de aminoacidos
(es decir, neutro, cargado positivo, cargado negativo, lipdfilo). Cuando esta disponible en el mismo grupo, un
aminoacido se sustituye por un aminoacido que en un anticuerpo humano estructuralmente cercano esta en la
misma posicién o en una posicion similar en la region variable.

La molécula de unién de la invencién es preferiblemente un anticuerpo humanizado o Desinmunizado.

Un anticuerpo de la invencién es preferiblemente un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM, tal como el anticuerpo
IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4.

En una realizacion preferida, las regiones constantes de un anticuerpo de la invencién son las regiones constantes
6
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de un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM, tal como el anticuerpo IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. Las regiones constantes
pueden comprender modificaciones tales como sustituciones de aminoacidos para conferir propiedades especificas
a las regiones constantes. Por ejemplo, la mutacion de la regién bisagra de IgG4 para hacer que el anticuerpo sea
mas estable al intercambio de medias moléculas. Otras modificaciones afectan a la semivida del anticuerpo, afiaden
o eliminan un sitio de glicosilacién, mejoran la produccion, mejoran la homogeneidad del anticuerpo producto
producido en fermentadores a gran escala, etc.

La porcién constante completa de una cadena ligera o pesada de un anticuerpo puede comprender 0-5 sustituciones
de aminoacidos en comparacién con un anticuerpo natural. En algunas realizaciones, la porcién constante de una
cadena pesada o ligera contiene 1-3 sustituciones de aminoacidos. Una sustitucion de aminoacidos en una region
constante preferiblemente no es con un aminoacido del mismo grupo (es decir, neutro, cargado positivo, cargado
negativo, lipofilo).

En una realizacion preferida, las regiones constantes del anticuerpo son las regiones constantes de un anticuerpo
humano. En una realizacién preferida, el anticuerpo de la invencién comprende las secuencias de aminoacidos de
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; 0 SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63; en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos estan preferiblemente en las regiones constantes o en las regiones
marco de las regiones variables como se indica en otra parte de la presente memoria.

En una realizacién preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado. En una realizacion preferida, el
anticuerpo de la invencién comprende las secuencias de aminoacidos de

e SEQID NO: 99 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una
o0 ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de aminoacidos;

e SEQID NO: 100 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una
o0 ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de aminoacidos;

e SEQID NO: 101 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 103, 104, 105 o 106 en donde una
o0 ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3
sustituciones de aminoacidos; o

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

En una realizacién preferida, el anticuerpo de la invencién comprende las secuencias de aminoacidos de

e SEQID NO: 115 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 0 122 en donde una
o ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3
sustituciones de aminoacidos;

e SEQID NO: 116 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o0 122 en donde una
o0 ambas de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3
sustituciones de aminoacidos;

SEQ ID NO: 117 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 o 122 en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoacidos; o

SEQ ID NO: 118 y una de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 119, 120, 121 0 122 en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 0-5 y cuando estan sustituidas preferiblemente 1, 2 o 3 sustituciones de
aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos, si las hubiera, no estan en las CDR. Las sustituciones de
aminoacidos estan 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 invencioén proporciona adicionalmente un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de (b) 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:
115y 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; 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 las secuencias de aminoacidos especificadas en (b) pero en donde una o
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ambas de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos (si
las hubiera) no estan en las CDR.

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

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invencion comprende dos regiones constantes de cadena pesada no
idénticas y/o regiones constantes de cadena ligera no idénticas. Tipicamente, aunque no necesariamente, las
regiones constantes no idénticas difieren entre si en no mas de 5, preferiblemente no mas de 1-3 posiciones de
aminoacidos. Esta propiedad se utiliza en el campo para producir, por ejemplo, anticuerpos biespecificos y/o para
proporcionar propiedades adicionales al anticuerpo.

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

La invencion proporciona adicionalmente una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de unién o un
anticuerpo segun la invencion. La invencion proporciona adicionalmente un acido nucleico que codifica una CDR de
la invencion. Preferiblemente que codifica todas las CDR de una cadena ligera variable o pesada variable del
anticuerpo 5F2.4. El acido nucleico comprende preferiblemente la secuencia de acido 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 acido nucleico se puede utilizar para producir una
molécula de unién de la invencién. Las lineas celulares provistas del acido nucleico pueden producir la
molécula/anticuerpo de unién en el laboratorio o planta de produccion. Alternativamente, el acido nucleico se
transfiere a una célula en el cuerpo de un animal que lo necesita y la molécula/anticuerpo de unién es producida in
vivo por la célula transformada. La molécula de acido nucleico de la invenciéon se proporciona tipicamente con
secuencias reguladoras para expresar la molécula de unién en la célula. Sin embargo, las técnicas de
recombinacién homodlogas actuales se han vuelto mucho mas eficaces. Estas técnicas implican, por ejemplo,
recombinacién homoéloga asistida por rotura de doble hebra, utilizando nucleasas inductoras de rotura de doble
hebra especificas del sitio tales como TALEN. Tales sistemas de recombinacion homdloga o andlogos pueden
insertar la molécula de acido nucleico en una regién que proporciona una o mas de las secuencias reguladoras en
cis requeridas.

La invencién proporciona adicionalmente un vehiculo o vector de suministro de genes que comprende una molécula
de acido nucleico de acuerdo con la invencion. El vehiculo o vector de suministro de genes puede ser un plasmido u
otro acido nucleico replicado bacterianamente. Tal vehiculo o vector de suministro de genes se puede transferir
facilmente a, por ejemplo, células productoras. El vehiculo 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.

La invencion proporciona adicionalmente una célula aislada o recombinante, o una célula de cultivo celular in vitro
que comprende una molécula de acido nucleico o vector de acuerdo con la invencién. La invenciéon proporciona
adicionalmente una célula aislada o recombinante, o una célula de cultivo celular in vitro que comprende una
molécula de union y preferiblemente un anticuerpo segun la invencion. Preferiblemente, dicha célula produce dicha
molécula de unién o anticuerpo. En una realizacion preferida, dicha célula es una célula de hibridoma, una célula de
ovario de hamster chino (CHO), una célula NSO o una célula PER-C6™. En una realizacidon particularmente
preferida, dicha célula es una célula CHO. Adicionalmente se proporciona un cultivo celular que comprende una
célula segun la invencion. Varias instituciones y compaiias han desarrollado lineas celulares para la produccién a
gran escala de anticuerpos, por ejemplo, para uso clinico. Los ejemplos no limitantes de tales lineas celulares son
células CHO, células NSO o células PER.C6™. Estas células también se utilizan para otros fines, tales como la
produccion de proteinas. Las lineas celulares desarrolladas para la produccion a escala industrial de proteinas y
anticuerpos se denominan en la presente memoria lineas celulares industriales. La invencion proporciona una linea
celular industrial que comprende una molécula de acido nucleico, una molécula de unién y/o anticuerpo de acuerdo
con la invencion. La invencién también proporciona una linea celular desarrollada para la produccién a gran escala
de proteinas y/o anticuerpos que comprende una molécula de unién o anticuerpo de la invencion. La invencion
también proporciona el uso de una linea celular desarrollada para la produccion a gran escala de una molécula de
union y/o anticuerpo de la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente un método para producir una molécula de uniéon o un anticuerpo de la
invencion que comprende cultivar una célula de la invencidon y recoger dicho anticuerpo de dicho cultivo.
Preferiblemente, dicha célula se cultiva en un medio sin suero. Preferiblemente, dicha célula esta adaptada para el
crecimiento en suspension. Adicionalmente se proporciona un anticuerpo que se puede obtener mediante un método
para producir un anticuerpo de acuerdo con la invencion. El anticuerpo se purifica preferiblemente del medio del
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cultivo. Preferiblemente dicho anticuerpo es purificado por afinidad.

Una célula de la invencion es, por ejemplo, una linea celular de hibridoma, una célula CHO, una célula NSO u otro
tipo celular conocido por su idoneidad para la produccién de anticuerpos con fines clinicos. En una realizacion
particularmente preferida, dicha célula es una célula humana. Preferiblemente una célula que es transformada por
una region E1 de adenovirus o un equivalente funcional de la misma. Un ejemplo preferido de dicha linea celular es
la linea celular PER.C6™ o equivalente de la misma. En una realizacion 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 expresion de un anticuerpo.

La invencion proporciona adicionalmente un método para producir una molécula de unién caracterizada porque se
produce una molécula de unién segun la invencién o un anticuerpo segun la invencion. Preferiblemente, el método
comprende adicionalmente recoger dicha molécula de unién y/o dicho anticuerpo.

La invencioén proporciona adicionalmente una molécula de unién o anticuerpo de acuerdo con la invencién para su
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 sintomas 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 mamifero.
En una realizacién preferida, el individuo es un primate, mas preferiblemente el individuo es un ser humano.

La invencion proporciona adicionalmente una molécula de unién o anticuerpo de la invencién 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 lesion por isquemia-reperfusion (I/R). El tratamiento da como resultado el alivio de al menos
uno de los sintomas asociados con la inflamacién, la enfermedad neuroinflamatoria o la lesiéon por isquemia-
reperfusion, tal como disfuncion renal o miocardica, crisis hemolitica y debilidad muscular.

La invencién proporciona adicionalmente una molécula de unién o anticuerpo de acuerdo con el uso de acuerdo con
la invencion, en donde dicho individuo sufre una inflamacion mediada por anticuerpos o una lesién por isquemia-
reperfusion tal como infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular, sepsis, enfermedades del complejo
inmunitario como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, vasculitis, traumatismo multiple, neuropatia motora
multifocal, rechazo de un aloinjerto renal mediado por anticuerpos, anemia hemolitica (auto)inmunitaria, derivacion
cardiopulmonar y ofra cirugia vascular, nefropatia membranosa idiopatica, sindrome de Goodpasture y otros.

La invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una molécula de unién de acuerdo
con la invencién o un anticuerpo de acuerdo con la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion 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 glicoproteina de 90-100 kDa que participa en las
vias clasica y de las lectinas de activacion del complemento. C2 puede ser activado por C1s de la via clasica o por
MASP2 activado de la via de las lectinas. C2 se une a C4b unida a la superficie (en presencia de Mg2+) para formar
un complejo C4bC2, que a continuacion es escindido por C1s o MASP2 activado en dos fragmentos: un fragmento
C2a mas grande de 70 kDa, que permanece unido a C4b para formar una C3-convertasa C4bC2a, y un fragmento
C2b N-terminal mas pequefio de 30 kDa, que se libera en la fase fluida. Una vez activado y unido a C4b, C2a
constituye la subunidad catalitica de las convertasas C3/C5 capaces de escindir C3 y C5, respectivamente.

Como muchas otras proteinas plasmaticas, C2 tiene una estructura modular. Partiendo de su extremo N-terminal, C2
consta de tres modulos de proteina 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 (WVFA) que
contiene un sitio de adherencia dependiente de iones metalicos y un dominio serina proteasa (SP) Arlaud et al., Adv
Immunol 1998, 69: 249). Los estudios de microscopia electronica revelaron que C2 consta de tres dominios. Los tres
moddulos 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
porcién C2a mas grande de la molécula.

Los moédulos CCP son motivos estructurales comunes que se producen en varias proteinas. Estas unidades
globulares consisten en aproximadamente 60 residuos de aminoacidos y se pliegan en una estructura de lamina 3
compacta de seis a ocho cadenas construida alrededor de cuatro residuos de cisteina unidos por disulfuro
invariantes (Norman et al., J Mol Biol 1991, 219: 717). Los mddulos CCP vecinos estan anclados covalentemente por
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conectores escasamente conservados.

La unioén inicial de C2 a C4b unida a la superficie esta 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 resolucién de 1,8 A (Milder et al.,
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 topologia exacta y la estructura de los residuos de aminoacidos que
constituyen los sitios de contacto para C4 y C3 sobre C2. Por lo tanto, quedan por establecerse los residuos de
aminoacidos de C2 involucrados en la interaccion con C4 (Krishnan et al., Acta Cristallogr D Biol Crystallogr 2009,
D65: 266).

Un anticuerpo monoclonal, 3A3.3 contra un epitopo ubicado sobre C2b, inhibi6 la uniéon de C2 a C4b (Oglesby et al.,
J Immunol 1988, 2: 926), lo que indica la presencia de uno o mas sitios de unién a C4b sobre C2b. Los MAb contra
la porcion 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 aminoacidos de los epitopos para estos mAb en el dominio publico. Por lo tanto,
quedan por identificar las secuencias de aminoacidos de C2 humano implicadas en la unién de C2 a C4b.

La presente invencion describe moléculas de unién capaces de inhibir la activacién del complemento a través de la
via clasica y/o la via de las lectinas mediante el bloqueo de la actividad de C2. Dichas moléculas de unién son
preferiblemente mAb humanos o humanizados o fragmentos de unién de los mismos que se unen especificamente a
epitopos especificos sobre C2. En una realizacion preferida, el epitopo es un epitopo funcional. Una molécula de
union de la invencion evita la generacion de C3a, C3b y otros productos de activacion del complemento aguas abajo
de C2. Una molécula de union de la invencion inhibe la formacion del complejo de complemento de ataque de
membrana inducido por anticuerpos, y de ese modo protege las células sensibilizadas con estos anticuerpos del
dafio mediado por el complemento, tal como la lisis. Por lo tanto, una molécula de unién de la invencion es
adecuada para tratar individuos en los que necesita ser contrarrestado un efecto mediado por la activacion 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 union de la invencién inhibe la activacion de la via clasica por (auto)anticuerpos en al menos 50%.
Preferiblemente, la activacion de la via clasica se inhibe en 70%, mas preferiblemente en 90%, mas preferiblemente
en al menos 95%. Para el calculo de la actividad de la via clasica, 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
determinacion del titulo de CH50. La actividad de la via clasica en ausencia de una molécula de unién de la
invencion se establece arbitrariamente en 100%.

Una molécula de unién de la invencion inhibe la activacién del complemento por CRP u otras moléculas que
reconocen los patrones moleculares asociados al dafio en al menos un 50%. Preferiblemente, la activacion de la via
de las lectinas se inhibe en 70%, mas preferiblemente en 90%, mas preferiblemente en al menos 95%. Para el
calculo de la actividad de la via de las lectinas, se hace referencia a Palarasay et al., Clin Exp Immunol 2011, 164:
388. La actividad de la via de las lectinas en ausencia de una molécula de unién de la invenciéon se establece
arbitrariamente en 100%.

Una molécula de unién de la invencion no inhibe significativamente la activacion de la via alternativa de activacion
del complemento. Para el calculo de la actividad de la via alternativa, se hace referencia a un ensayo de actividad
como describen Palarasay et al., en Clin Exp Immunol 2011, 164: 388 o para la determinacioén de la actividad AP50.
La actividad de la via alternativa en ausencia de una molécula de unién de la invencion se establece arbitrariamente
en 100%. Una molécula de unién a C2 no inhibe significativamente o no inhibe esencialmente la via alternativa si la
actividad de la via se reduce en no mas de 20% en presencia de cantidades saturantes de la molécula de union.

Ahora que la invencién ha mostrado las propiedades ventajosas de una molécula de unién de la invencion, es
posible que un experto en la técnica desarrolle otras moléculas de unién que se unan al mismo epitopo. Por lo tanto,
en la presente memoria se describe una molécula de unién que se une a C2 y que bloquea la unién de un anticuerpo
que comprende una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una region variable de cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 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. Adicionalmente se describe el uso de una molécula de uniéon de la invencion,
preferiblemente un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una
region variable de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
2y 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 unién en
una coleccién de moléculas de unién. Una molécula de union identificada se caracteriza preferiblemente porque la
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secuencia se determina de la molécula de unién y/o la secuencia de acido nucleico que codifica la molécula de
union. Esto permite, entre otros, la produccion y el uso posterior de la molécula de unién.

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

La invencién proporciona una molécula de unién que se une a C2 y que se une a C2b individualmente. Para el
propésito de esta realizacion, se considera que una fraccion de tamafio por electroforesis en gel de C2 digerido con
C1s hace que los dos fragmentos estén suficientemente separados entre si para considerar las bandas en la calle,
representaciones individuales de los fragmentos C2a y C2b.

Una molécula de unién y preferiblemente un anticuerpo monoclonal bi-valente de la invencién se une a C2 con una
constante de disociacion (Kp) de menos de 10e-7 M, preferiblemente menos de 10e-8 M, preferiblemente menos de
10e-9 M, mas preferiblemente menos de 10e-10 M y mas preferiblemente menos de 10e-11 M.

Se puede utilizar una molécula de union de la invencién para inhibir la activacion de las vias clasica y/o de las
lectinas. Esto a su vez inhibe la generacion de péptidos derivados del complemento bioldgicamente 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 unién evita al menos en parte los efectos dafinos de estos péptidos derivados del complemento sobre
las células y los tejidos. Se puede utilizar una molécula de unién de la presente invencién para la preparacion de un
medicamento para atenuar los signos y sintomas clinicos de enfermedades humanas al inhibir la activacion del
complemento in vivo. Las moléculas de los mAb se pueden utilizar solas o combinadas con otro farmaco para el
tratamiento de enfermedades o sintomas mediados por el complemento.

Las enfermedades que se pueden tratarse o prevenir mediante un método o molécula de unién de la invencion son
preferiblemente enfermedades autoinmunitarias tales como neuritis alérgica experimental, artritis inducida por
colageno tipo Il, miastenia grave, anemia hemolitica, glomerulonefritis, nefropatia membranosa idiopatica, artritis
reumatoide, lupus sistémico eritematoso, vasculitis inducida por complejos inmunitarios, sindrome de dificultad
respiratoria del adulto, accidente cerebrovascular, xenotrasplante, esclerosis multiple, lesiones por quemaduras,
didlisis extracorpoérea y oxigenacion de la sangre, trastornos inflamatorios, que incluyen sepsis y choque séptico,
toxicidad inducida por la administracién in vivo de citocinas o mAb, rechazo mediado por anticuerpos de aloinjertos
tales como aloinjertos de rifién, trauma multiple, lesiones por isquemia-reperfusion, infarto de miocardio.

Los individuos que padecen una enfermedad que implica un dafio mediado por el complemento o en riesgo de
desarrollar dicho dafio mediado por el complemento se pueden tratar administrando una molécula de unién de la
invencion a un individuo que lo necesite. De este modo, los péptidos derivados del complemento bioldgicamente
activos se reducen en el individuo y se atentian o previenen los efectos liticos y otros efectos dafinos del
complemento sobre las células y los tejidos. Por "cantidad eficaz" se entiende una cantidad de molécula de unién de
la invencion que es capaz de inhibir la activacion del complemento en el individuo.

El tratamiento (profilactico o terapéutico) generalmente consistira en administrar la molécula de unién de la invencion
por via parenteral junto con un portador farmacéutico, preferiblemente por via intravenosa o subcutanea. La dosis y
el régimen de administracion de la molécula de unién de la invencion dependeran del grado de inhibicion de la
activacion del complemento que se tenga por objeto. Tipicamente, para las moléculas de unién de la invencion que
son anticuerpos, la cantidad estara en el intervalo de 2 a 20 mg por kg de peso corporal. Para la administracion
parenteral, la molécula de union se formulara en forma inyectable combinada con un vehiculo parenteral
farmacéuticamente aceptable. Tales vehiculos son bien conocidos en la técnica y los ejemplos incluyen solucion
salina, solucion de dextrosa, solucion de Ringer y soluciones que contienen pequefias cantidades de albumina de
suero humano.

Tipicamente, la molécula de unién de la invencion se formulara a una concentracion de aproximadamente 20 mg a
aproximadamente 100 mg por ml. En una realizacién de esta invencion, la molécula de unidon se administra por
medio de inyeccion intravenosa.

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

Una composicion farmacéutica de la invencion se puede formular con portadores o diluyentes farmacéuticamente
aceptables, asi como cualquier otro coadyuvante y excipiente conocido de acuerdo con técnicas convencionales
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tales como las descritas en (Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 Edicion, Gennaro, Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, 1995).

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

La composicion farmacéutica se administra preferiblemente por via parenteral, preferiblemente por inyecciéon o
infusién intravenosa o subcutanea.

Las frases "administracion parenteral" y "administrada parenteralmente”, como se emplea en la presente memoria,
significa modos de administracion distintos de la administracion enteral y topica, generalmente mediante inyeccion, e
incluye, sin limitacion, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.

Las composiciones farmacéuticas tipicamente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composiciéon se puede formular como una solucién, microemulsién, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos
adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la invencion 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 organicos 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 tamafo de particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso de
tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener coadyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos se
puede garantizar tanto mediante procedimientos de esterilizacion como mediante la inclusién de diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede
ser deseable incluir en las composiciones agentes de isotonicidad, tales como azucares, 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 acido ascérbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato de
sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato
de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y
similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el mAb en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes, p. €j. como se enumerd anteriormente, segin se
requiera, seguido de microfiltracion mediante esterilizacion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién alcalino y los otros ingredientes
requeridos, p. €j. de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado a vacio y secado mediante congelacion
(liofilizacién) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una
solucién previamente filtrada en condiciones estériles del mismo.

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

Los mAb de los fragmentos se pueden preparar con portadores que protegeran el compuesto contra la liberacion
rapida, tal como una formulacién de liberacién controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas
de administracion microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como
etilvinilacetato, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la
preparacion 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.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (p. €j., 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 segun lo indiquen las exigencias de la situacion
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terapéutica.

Los niveles de dosificacion reales de los mAb o fragmentos de los mismos en las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion 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 toxico para el paciente.

En una realizacion, las moléculas de unién, en particular los anticuerpos, de acuerdo con la invencién se pueden
administrar por infusion a una dosis semanal de 10 a 500 mg/m?, tal como de 200 a 400 mg/m?. Tal administracion
se puede repetir, por ejemplo, de 1 a 8 veces, tal como de 3 a 5 veces. La administracion se puede realizar mediante
infusiéon continua durante un periodo de 2 a 24 horas, tal como de 2 a 12 horas.

En otra realizacion mas, los mAb o fragmentos de los mismos o cualquier otra molécula de unién descrita en esta
invencion, se pueden administrar mediante terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo, una vez a la semana
durante un periodo de 6 meses o0 mas.

La presente invencion se ilustrara 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 invencion de ninguna manera.

Breve descripcion de los dibujos

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 escisiéon con C1s
se realizé a una razén de C1s a C2 de 1:25. C2 no tratado y tratado se visualizé con azul brillante de
Coomassie. La identidad de C2 glicosilado (= 100 kDa), C2a glicosilado (= 70 kDa) y C2b glicosilado (= 30
kDa) se indica con puntas de flecha. También se muestra la posicion 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 tendra efecto sobre la unién de C4 y disminuira la union de C3 a la IgG agregada en la fase
solida.

Figura 3. Ejemplo de resultados de deteccion 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 vy sin sobrenadante de hibridoma. Los numeros en el eje X se refieren al nimero de hibridoma. Las
flechas indican sobrenadantes de hibridoma que fueron negativos en el ELISA anti-C2 y que se probaron
como controles.

Figura 4. Unién de anticuerpos de raton anti-C2 del complemento humano contra C2 del complemento
humano recombinante a un recubrimiento bajo (25 ng/pocillo; simbolos grises) o alto (200 ng/pocillo; simbolos
de color negros). Los resultados (absorcion a 450 nm) son medias + DT, n = 2.

Figura 5. Union de los mAb de ratén anti-C2 a C2 de tipo salvaje (A) o humano recombinante escindido por
C1s (B). Las mezclas de proteinas se aplicaron como recubrimiento sobre placas ELISA y se incubaron con
diversas concentraciones de mAb anti-C2. Los resultados (absorcion a 450 nm) son las medias + DT, n = 2.
Figura 6. Inhibicion de la fijaciéon de C3 a IgG agregada en fase soélida mediante los mAb anti-C2 de raton
purificados. Se incubé un volumen de suero humano de nueva aportacién con un volumen de mAb a la
concentracion indicada, diluida y se probada. Las lineas punteadas indican el nivel de fijacion en ausencia de
un mAb (linea superior) y en presencia de EDTA (linea inferior).

Figura 7. Efecto de los mAb anti-C2 sobre la activacion de C3 por IgG agregada en suero humano. Se mezclé
un volumen de suero con un volumen de mAb (0,48 mg/ml) y se incubé con IgG agregada a 1 mg por ml. El
C3 activado se midiéd 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-
HLA en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto. Se incubd 1 pl de suero con anticuerpos anti-
HLA con 1 ul de suspension de PBMC (2-5x106 células/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. Mientras
tanto, se incubaron 5 pl de suero normal de nueva aportacion con 15 yl de VB y 5 pl de VB que contenia mAb
anti-C2 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron 10 ul de cada muestra con las mezclas de
PBMC durante dos horas a temperatura ambiente. La citotoxicidad se midié con Fluoroquench y se evalué
mediante microscopia. Una puntuacion de citotoxicidad de "0" significa que no hay lisis de las células,
mientras que se dio una puntuacion de 8 cuando >80% de las células se lisaron. Se utilizd suero de nueva
aportacion 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. EI MAB anti-C2 79 también reduce la
citotoxicidad en este ensayo pero no tiene efecto inhibidor en otros ensayos.

Figura 9. Ubicacion de epitopos 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 deteccion se realizé con 100 ng/ml (anti-
C2 5F2.4 y 35) 0 200 ng/ml (anti-C2 13, 32 y 60) de los mAb anti-C2.
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Figura 10. Unién de los mAb anti-C2 a C2a humano recombinante purificado con cromatografia de exclusion
por tamafio (A), y unién 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 evalu6 en un ELISA. Los resultados (absorcion a 450 nm) son las medias +
DT,n=2.

Figura 11. Los mAb anti-C2 inhibidores evitan la escisién de C2 durante la activacion del complemento. Se
incubaron 10 pl de suero con 10 pl de mAb anti-C2 (0,48 mg/ml) con 10 pl 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 escisién 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-C2
5F2.4. C indica suero incubado con IgG agregada sin anti-C2 afiadido. 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 escision de C2 humano recombinante de tipo salvaje de la
fase fluida por C1s. C2 se incub6 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 ratén (=
150 kDa), C2 (= 100 kDa), C2a (= 70 kDa) y C2b (= 30 kDa) se indica con puntas de flecha.

Figura 13. Union de anticuerpos quiméricos de ratdon-humano anti-C2 del complemento humano contra
complemento humano recombinante C2 con un recubrimiento bajo (25 ng/pocillo; simbolos de color gris) o
alto (200 ng/pocillo; simbolos de color negro). Los resultados (absorcion a 450 nm) son medias + DT, n = 2.
Figura 14. Efecto de los mAb IgG4 quiméricos de ratén-humano anti-C2 sobre la activacién de C3 por I1gG
agregada a suero humano. El disefio experimental es el mismo que en la Figura 6, excepto que el formato
IgG4 recombinante de ratén-humano de los mAb anti-C2 se afiadié 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 probé como control.
El mAb de control es un mAb contra el factor Xl humano. La IgG de control es IgG humana probada como
control.

Figura 15. Efecto de los mAb IgG4 quiméricos de ratén-humano anti-C2 sobre la citotoxicidad dependiente
del complemento de anticuerpos anti-HLA en un modelo humano ex vivo para rechazo de aloinjerto. El disefio
experimental es el mismo que en la Figura 8, excepto que el formato de IgG4 recombinante de ratdon-humano
de los mAb anti-C2 se afiadio al suero humano en lugar del formato murino de los mAb. La citotoxicidad se
analizé con el programa "Leica Q WIN" y se expres6 como % de lisis. Anti-C2 63 es un mAb murino no
inhibidor contra C2 humano que se probé como control. El mAb de Control es un mAb contra el factor Xl
humano. Control IgG es IgG humana probada como control.

Figura 16. Lista de secuencias.

Figura 17. Unién de anticuerpos anti-C2 humanizados del complemento humano contra el complemento C2
humano recombinante mediante ELISA. Los resultados (absorcion a 450 nm) son medias + DT, n = 2.

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 incubd 1 pl de solucion de anticuerpo W6/32 (31,25 pg/ml) con 1 pl de suspension de PBMC (5x‘|06
células/ml) durante 30 minutos a 37°C. Mientras tanto, se incubaron 10 yl de suero normal de nueva
aportacion con 10 ul de VB que contenia mAb anti-C2 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
incubaron 5 ul de cada muestra con las mezclas de PBMC 1 hora a 37°C. Se afiadieron 5 ul de Fluoroquench
a cada pocillo, y las muestras se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, la
citotoxicidad se midié mediante microscopia automatizada (Leica Micro Systems). El porcentaje de lisis fue
calculado mediante el soporta logico Leica Q WIN. Se utilizd suero de nueva aportacion sin mAb anti-C2
como control positivo, EDTA y EGTA como controles negativos. Los controles adicionales fueron un mAb
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 incub6 1 pl de
anticuerpos anti-HLA en suero con 1 pl de suspension de PBMC (5x‘|06 células/ml) durante 30 minutos a
37°C. Mientras tanto, se incubaron 10 ul de suero normal de nueva aportacién con 10 ul de VB que contenia
mAb anti-C2 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron 5 pl de cada muestra con las mezclas
de PBMC 1 hora a 37°C. Se afadieron 5 ul de Fluoroquench a cada pocillo, y las muestras se incubaron
durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, la citotoxicidad se midié por microscopia automatizada
(Leica Micro Systems). El porcentaje de lisis fue calculado por medio del soporte logico Leica Q WIN. Se
utilizdé suero de nueva aportacion sin mAb anti-C2 como control positivo, EDTA como control negativo. Los
resultados son la media = DT, n = 2.

Ejemplos
Materiales:
La IgG agregada (agglgG) se preparo calentando IgG humana purificada (Gammaquin, Sanquin, Amsterdam, Paises

Bajos) a 80 mg por ml en PBS durante 20 minutos a 63°C. La preparacion se diluy6 a 10 mg por ml y se almaceno a
-80°C hasta su uso.
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Se obtuvo suero humano de nueva aportacion de voluntarios humanos por puncién venosa y se almacend en
alicuotas a -80°C. Se prepard suero envejecido normal incubando suero de nueva aportacion normal durante una
semana a 37°C. Se adquirio 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 se
adquirieron en Mybiosource.com y Thermo Scientific, respectivamente. Los anticuerpos se biotinilaron utilizando EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific) segun el protocolo del fabricante. Brevemente, se afiadié un exceso de
biotina 20 M al anticuerpo y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, el anticuerpo se
sometid a dialisis durante la noche contra PBS y se almacené a 4°C hasta su uso posterior.

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

Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos de raton anti-C2 del complemento humano
(a). Generacion de complemento C2 humano recombinante

La proteina C2 del complemento humano recombinante con una etiqueta His N-terminal fue generada por U-Protein
Express, Utrecht, Paises Bajos. Brevemente, se clon6 el ADNc que codifica la proteina C2 del complemento humano
(secuencia GenBank: NM_000063; véase SEQ ID NO.1), y posteriormente se expresé en células HEK293. El C2 se
purificd por cromatografia de afinidad y se analiz6 con SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado
NuPage® Novex® (Invitrogen). Las proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie.

Como se muestra en la figura 1 (calle 1), la preparacion de C2 mostré una pureza >95%, es decir, se observé una
banda con una masa molecular de = 100 kDa, compatible con la masa pronosticada de C2 humano glicosilado.

(b). Caracterizacion bioquimica del complemento C2 humano recombinante

Se generaron C2a y C2b recombinantes por incubacién de C2 (100 pyL de una soluciéon de 400 ug/ml) con C1s
activados derivados de plasma (100 yL de una solucién de 16 ug/ml; Calbiochem) durante 1 hora a 37°C en PBS
(razon C1s-C2 de 1:25). Para determinar la presencia de glicanos ligados a N sobre C2, se trataron 1,8 ug 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 tampon de reaccion de acuerdo con instrucciones del fabricante (New England Biolabs).
Las proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex®
(Invitrogen) y se tifieron con azul brillante de Coomassie.

Como se muestra en la figura 1 (calle 1 frente a calle 3), C1s escindié6 C2 recombinante en los subcomponentes C2a
((70 kDa) y C2b (= 30 kDa), de acuerdo con la masa pronosticada de C2a y C2b, respectivamente. El C2
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 mas bajas después de la incubacién 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
nocion de que C2a y C2b humanos tienen 6 y 2 supuestos sitios de glicosilacion 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 Cristallogr
D Biol Crystallogr 2009, D65: 266).

(c). Inmunizacion y generacion de anticuerpos contra el complemento C2 humano glicosilado

Segun la técnica anterior, los anticuerpos inhibidores contra C2 humano glicosilado solo se pueden obtener
mediante inmunizacién 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 inmunizacion de Oglesby (véase mas arriba; J Immunol 1988, 2: 926), a ratones
BALB/c (hembra, 6-8 semanas de edad; Charles River Laboratories) se les inyectaron subcutaneamente = 500 pL de
complemento C2 humano recombinante glicosilado en coadyuvante completo de Freund (cada raton con 25 ug de
complemento C2 humano recombinante glicosilado en 250 pL de benzamidina HCI 5 mM en PBS (U-Protein
Express) mezclado con 250 pL de coadyuvante completo de Freund (Sigma)) el dia 0. Las respuestas de
anticuerpos en ratones se estimularon mediante inyecciones subcutaneas de C2 recombinante glicosilado en
coadyuvante incompleto de Freund (cada ratéon con 25 ug de complemento humano recombinante glicosilado C2 en
250 pyL de PBS-5 mM de benzamidina HCI mezclado con 250 pL de coadyuvante de Freund incompleto (Sigma) el
dia 21 y el dia 42, e inyecciones intraperitoneales con C2 recombinante glicosilado sin coadyuvante (cada ratén con
25 pg de C2 recombinante en 250 yL de benzamidina HC 5 mM en PBS) el dia 63 y el dia 64. El dia 67, los
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esplenocitos de ratones inmunizados se fusionaron con células de mieloma SP2/0-Ag14 (DSMZ) utilizando
tecnologia 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® | sin suero con medio GlutaMax (medio SF; Invitrogen). Las células de mieloma SP2/0-Ag14 con
crecimiento logaritmico se lavaron en medio SF y se afiadieron a los esplenocitos produciendo una razén 5:1 de
células esplenocitos a mieloma. A continuacion, se sedimentaron las células y se elimind el sobrenadante. A
continuacion, se afadioé gota a gota 1 ml de una solucién al 37% (v/v) de polietilenglicol 4000 (Merck) durante un
periodo de 60 segundos, después de lo cual las células se incubaron durante otros 60 segundos a 37°C. A
continuacion, se afiadieron lentamente 8 ml de medio SF, seguido de 5 ml de opti-MEM® | con GlutaMax/suero de
ternera fetal al 10% (v/v) (FCS; Bodinco), con agitacion suave. Después de 30 minutos a temperatura ambiente, las
células se sedimentaron, se lavaron en opti-MEM® | con GlutaMax/FCS al 10% para eliminar el polietilenglicol
residual, y finalmente se colocaron en placas a una concentracion de 10° células/200 dl por pocillo en medio de
seleccion de aminopterina, es decir, opti-MEM® | con GlutaMax/FCS al 10% que se complementé con 50x
aminopterina Hybri-Max™ (un Inhibidor de la sintesis de ADN de novo (Sigma)). A partir del dia 7, el medio de
seleccion de aminopterina se repuso cada 2-3 dias, y el dia 13, el medio de seleccion de aminopterina se reemplazé
por opti-MEM I con GlutaMax/FCS al 10%.

A partir del dia 13 después de la fusion, los sobrenadantes de hibridomas se seleccionaron para la produccién 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 deteccion se realizé de la siguiente manera. Se utilizé
C2 recombinante humano glicosilado para el recubrimiento (250 ng/ml en PBS; 25 ng/100 pl/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,
albumina de suero bovino (BSA) (Roche) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). Posteriormente, las placas se
incubaron con 100 uL 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 determiné la unién de los anticuerpos con
anticuerpos de cabra especificos anti-Fcy de ratdon conjugados con peroxidasa de rabano picante diluidos 1:5000
(Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de una solucién lista para su uso de
sustrato TMB (Invitrogen) para la deteccion colorimétrica. Después de afiadir H.SO4 1 M, las densidades oOpticas 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.

Varios experimentos de fusiéon arrojaron 36 hibridomas que producian anticuerpos contra C2 humano glicosilado,
medido con el ELISA de deteccion 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.

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 afadida se
revistié sobre placas de microtitulacion (Greiner-Bio-One), y a continuacion se incubé con suero de nueva aportacion
diluido o no preincubado con sobrenadante de hibridoma que contiene anti-C2. La fijacion de C4 y C3 en la placa,
indicativa de la activacion del complemento, se midié a continuacién con anticuerpos policlonales biotinilados anti-C3
y anti-C4 purificados por afinidad. La uniéon de anti-C3 y anti-C4 a la placa se midi6 a continuaciéon con
estreptavidina-HRP, que a su vez se visualiz6 con 3',5-tetrametilbencidina. Brevemente, las placas ELISA (Greiner-
Bio-One) se recubrieron durante la noche a temperatura ambiente con 100 pl por pocillo de IgG agregada de 10
pg/ml en PBS. El volumen final de este y todos los pasos posteriores en el ELISA fue de 100 pl. Antes de utilizar las
placas se lavaron 5 veces con MilliQ. Las muestras a analizar se prepararon como sigue. El suero humano de nueva
aportacion se diluy6 1 a 100 en solucién salina tamponada con veronal, pH 7,4 (Lonza), que contenia MgCl, 1 mM,
CaCl; 0,15 mM y Tween 20 al 0,1% (p/v) (VB-T). Se incubd 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 de
control negativo se preparé mezclando 100 ul de suero normal de nueva aportacion diluido con 100 uyl de EDTA (0,1
M) y 100 pl de VB-T. Como control positivo, la mezcla se preparé con suero diluido y VB-T en lugar de sobrenadante
de cultivo. A continuacion, se incubaron 100 pl de estas mezclas en las placas recubiertas con IgG agregada durante
30 minutos a 37°C. 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 incubacién con
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 reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 uyl de H.SO4 2 M a cada pocillo. La absorbancia de
cada pocillo se leyé a 450 nm en un lector de placas Multiskan EX (Thermo Scientific). Los datos se analizaron con
Graphpad Prism 5.

Nueve hibridomas de varios experimentos de fusién mostraron una actividad inhibidora sustancial de la unién de C3,
mientras que no afectaron a la fijacién de C4 (Figura 3A y B), descartando que su efecto sobre la activacion de C3
se debiera a una activacion especifica y al consumo de complemento durante el procesamiento de las muestras. Los
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numeros 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. Ademas, se identificaron algunos hibridomas inhibidores limite (hibridoma 19, 35, 60 y
65). La secuenciacion de las regiones variables de cadena pesada y ligera revel6 que los mAb anti-C2 24 y anti-C2
32 eran idénticos, al igual que los mAb anti-C2 5F4 y anti-C2 5G2.

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

(a). Union 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 cromatografia de afinidad con proteina G (GE
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
MADb murino |Inhibicién en el ensayo de escrutinio (y/n) | Clase de anticuerpo murino

Anti-C2 7 Y IgG1k

Anti-C2 13 Y IgG1k

Anti-C2 18 N IgG1k

Anti-C2 19 N IgG1k

Anti-C2 23 Y IgG1k

Anti-C2 24 Y IgG1k

Anti-C2 26 Y IgG1k

Anti-C2 27 Y IgG1k

Anti-C2 31 N IgG1/M/k/A

Anti-C2 32 Y IgG1k

Anti-C2 35 S/N lgG1k/IgG2bk (sefal débil 2b)
Anti-C2 60 S/IN IgG1k

Anti-C2 63 N IgG1k

Anti-C2 79 N IgG1k/IgG2bk (sefal débil 2b)
Anti-C2 5F2.4 |Y IgG2ak

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 unién 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 se
unen de forma dependiente de la dosis al complemento C2 humano recombinante glicosilado. La unién de los
anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 35 y anti-C2 60 mostré solo ligeras diferencias con respecto a la union a C2
aplicado como recubrimiento a 25 ng/pocillo y a 200 ng/pocillo, mientras que la unién de los anticuerpos anti-C2 13 y
anti-C2 32 disminuy6 significativamente a C2 aplicado como recubrimiento a 25 ng/pocillo en comparacién con C2
aplicado como recubrimiento a 200 ng/pocillo (Figura 4). Por lo tanto, la afinidad (relativa) de anti-C2 del
complemento 13 (mIgG1k) y anti-C2 32 (mlgG1k) humano de ratén fue menor que la de los anticuerpos anti-C2
5F2.4 (mlgG2aK), anti-C2 35 (mlgG1k) y anti-C2 60 (mlgG1k).

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

Unién 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 evalué 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 la
dosis a C2 recombinante glicosilado (Figura 5A) y a C2 recombinante glicosilado escindido por C1s (Figura 5B). La
ultima observacion demostré que los anticuerpos anti-C2 5F2.4, anti-C2 13, anti-C2 32, anti-C2 35 y anti-C2 60 no
reconocieron un epitopo sobre el sitio de escision de C1s (es decir, enlace Arg -] - Lys 44,
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 fijacion de C3 a IgG
agregada en fase solida

Para confirmar la actividad inhibidora de los mAb anti-C2, se utilizd 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. Las
muestras se prepararon mezclando 10 pl de suero de nueva aportacién normal con 10 pl del mAb anti-C2 purificado
en PBS. La muestra de control positivo se preparé mezclando 10 ul de suero de nueva aportacién normal con 10 pl
de VB. Como muestra de control negativo, se mezclaron 10 ul de suero de nueva aportacion normal con 10 pl de
EDTA (0,1 M). Todas las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, todas
las muestras se diluyeron de 1 a 100 en PBS/Tween 20 al 0,1% y a continuacion se realizd el mismo protocolo de
acuerdo con el protocolo descrito en el ejemplo anterior. Como se muestra en la Figura 6, ni un mAb de control ni el
mADb no inhibidor anti-C2 63 afectaron la fijacion de C3 a la IgG en fase sélida. En contraste, los anticuerpos anti-C2
32, 5F2.4 y 13 inhibieron la fijacion de C3 a las placas, mientras que los mAb anti-C2 35 y 60 no mostraron actividad
significativa en este ensayo.

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

El efecto de los mAb anti-C2 13, 32, 35, 60 y 5F2 sobre la activacion de C3 de la fase fluida se midié en un ensayo
en el que se incubd suero humano de nueva aportacion preincubado con mAb anti-C2 con IgG agregada. A
continuacioén, se midio la activacion 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 pl de suero de nueva aportacién normal
con 30 pl de VB que contenia el mAb anti-C2 y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, se anadieron 30 pl 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 pl de VB. Las muestras se
incubaron posteriormente durante 30 minutos a 37°C. La activacién del complemento se detuvo afiadiendo 60 pl 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 dilucion final del suero fue de 1 a 4000),
y se analizaron en el ELISA para C3 activado. Como control positivo, se preincub6é suero humano de nueva
aportacion con 30 pl de VB que no contenia mAb. Como control negativo, se incubé suero de nueva aportacion solo
con VB, y no con mAb o IgG agregada. Este control se realiz6 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 comparacién con una curva patrén que consistia en diluciones en serie de suero normal
envejecido. Como el ensayo para C3 activado no discrimina entre C3b, C3bi o C3c, C3 activado se denoté como
C3b/c. La Figura 7 muestra que tras la adicion de IgG agregada al suero humano se generé C3b/c (control positivo
en la Figura 7). La adicién 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 generacion de C3b/c en suero por la I1gG
agregada. En contraste, los mAb anti-C2 7, 13, 32, 35, 60 y 5F2.4 inhibieron la generacion de C3b/c por la IgG
agregada (Figura 7).

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 modificé la prueba de
diagndstico de emparejamiento cruzado que prueba la presencia de anticuerpos dependientes del complemento en
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 lisaran. Esto se evallia con un microscopio y se expresa como una puntuacion de citotoxicidad (de 1 - sin
lisis - a 8 -> 80% de lisis). Para probar los efectos de los mAb anti-C2, este ensayo se modifico sustituyendo el suero
de conejo por suero humano de nueva aportacion. Ademas, se utilizd suero de un paciente con titulos altos de
anticuerpos anti-HLA contra multiples moléculas de HLA.

La prueba de coincidencia cruzada modificada se realiz6 de la siguiente manera. Los pocillos de una bandeja
Terasaki (Greiner) se cargaron con 1 pl de suero altamente inmunizado con anticuerpos HLA y 1 pl de suspension
de PBMC (2-5x10° células/ml) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Mientras tanto, las muestras
que se debian analizar se prepararon mezclando 5 pl de suero normal de nueva aportacion, 15 pyl de VB y 5 pl de VB
que contenia mAb anti-C2. Se prepard una muestra de control positivo afiadiendo 5 pl de suero de nueva aportacion
normal a 20 ul de tampon veronal sin mAb anti-C2, y se preparé una muestra de control negativo mezclando 5 pl de
suero de nueva aportacion normal, 15 pl de tampdén Veronal y 5 pyl de EDTA 100 mM. Posteriormente, todas las
muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 10 ul de cada
muestra a los pocillos por duplicado y se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se
afiadieron cinco pl de Fluoroquench (Sanbio) a los pocillos. Después de 30 minutos, la bandeja Terasaki se leyo
utilizando un microscopio automatico (Leica) y en algunos experimentos se calculd la lisis celular con un programa
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especial llamado "Leica Q WIN", mientras que en otros experimentos un técnico experimentado calificé la lisis. Una
puntuacion de citotoxicidad de "0" significa que no hay lisis de las células, mientras que se dio una puntuacién 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,
19, 23, 31 y 63 no tuvieron efecto sobre la destruccion 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: Caracterizacion de dominios sobre el complemento C2 humano reconocidos por los anticuerpos
anti-C2 del complemento antihumano de ratéon 13, 32, 35, 60 y 5F2.4

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

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 escision de C2, véase el Ejemplo 1 (b)) se sometieron a electroforesis utilizando geles Tris-Bis al
4-12% y tampdn de migracién MOPS (Invitrogen) en condiciones no reductoras en SDS-PAGE prefabricado (sistema
NuPage® Novex®). A continuacion, las proteinas C2 se sometieron a transferencia eléctrica sobre una membrana
de transferencia de poli(fluoruro de vinilideno) (PDVF) (Millipore). Después del bloqueo con PBS/Tween 20 al 0,05%/
fraccion 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
determind la unién de los mAb anti-C2 con anticuerpos de cabra especificos anti-Fcy de ratéon conjugados con
peroxidasa de rabano picante (Jackson ImmunoResearch) diluidos 1:10.000 durante RT, seguido de una solucién
lista para su uso de sustrato TMB (Sigma) para la deteccion 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). Ademas, mAb anti-C2 5F2.4 y anti-C2 35 reconocieron especificamente el
subcomponente glicosilado C2b (= 30 kDa), mientras que los mAb anti-C2 13 y anti-C2 32 reconocieron
especificamente el subcomponente glicosilado C2a (= 70 kDa). EI MAb anti-C2 60 parecia unirse a los
subcomponentes glicosilados C2a 'y C2b.

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

El C2a humano recombinante glicosilado se purificé a partir de C2 escindido por C1s (para el procedimiento de
escision de C2, véase el Ejemplo 1 (b)) mediante cromatografia de exclusién por tamafio (columna Yarra™ 3U sec
2000 300x 4,60). En SDS-PAGE utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex® (Invitrogen), la
preparacion de C2a fue >95% homogénea (no se muestra). Posteriormente, los mAb anti-C2 purificados se
analizaron adicionalmente para determinar la uniéon 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
mAb anti-C2 13 y anti-C2 32 demostraron una unidon dependiente de la dosis (es decir, saturacién a 0,1 yg/mL) a
C2a recombinante glicosilado purificado, mientras que los mAb anti-C2 60 mostraron una union 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 explico la unién observada de los mAb anti-C2 5F2.4 y anti-C2 35.

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

La desglicosilacion de C2 recombinante se realizé utilizando el procedimiento descrito anteriormente en el Ejemplo 1
(b) pero el tampon de reaccidon no tenia reactivos de desnaturalizacién/reduccion, y el tratamiento con Péptido-N-
Glicosidasa F (PNGasa F; New England Biolabs) fue durante la noche a 37°C. La desnaturalizacion y la reduccion
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 analizd
adicionalmente para determinar la unién 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 recombinante
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 demostré una unién 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 demostré una union dependiente de la dosis al C2 recombinante desnaturalizado, y no mostrd unién al C2
recombinante reducido (desnaturalizado). En resumen (véase la Tabla 2), el mAb anti-C2 5F2.4 parecia reconocer
un epitopo sobre el subcomponente C2b de C2 humano y no un epitopo sobre el subcomponente C2a de C2
humano (véanse los Ejemplos 7(a) y 7(b)). La unién del mAb anti-C2 5F2.4 sobre el subcomponente C2b parecia ser
insensible a la escisién por C1s (véase el Ejemplo 3(b)), desglicosilacién y desnaturalizacién de C2 humano. Sin
embargo, los puentes internos de cisteina parecian ser criticos para la uniéon de mAb anti-C2 5F2.4 sobre el
subcomponente C2b.

Tabla 2. Caracteristicas de union de mAb anti-C2-5F2.4

\\\\\\ MMMy
\ Dlana en ELISA \ Unlon de 5F2.4
. NI TS

o

C2 {732 aa) +

Cc2 desgllcosnado

C2 escindido por C1s +

o N oy & R .
RGN ‘\ SIXGY | C2 desnaturalizado

X, B N N
‘\\&§““l“b“\\§\\\\\“«\‘“‘§\“&“\\\\§‘\\\

C2b C2a
Enlaces S-S intra &x 2x
Glicanos ligadosa N  2x &x

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

Para investigar el mecanismo de inhibicion de los mAb anti-C2, se incubaron 10 ul de suero con 10 pyl de mAb anti-
C2 a 0,48 mg/ml a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 10 pl de IgG agregada a 1 mg/ml y las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Se afadieron 35 ul de agua y 35 ul de tampén de muestra a las
muestras, que posteriormente se hirvieron durante 10 minutos. Finalmente, se separaron a continuacién 15 pl de la
mezcla en SDS-PAGE al 7,5%. Las muestras se transfirieron e incubaron con 5 pg 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 afiada al suero antes de la activacion con la IgG agregada, se
espera que la mayoria de C2 esté presente en la muestra de suero como C2b (y C2a que no se visualiza en la
transferencia) y una minoria como C2 intacto con Mr =90.000. De hecho, esto se observd 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 mostré una
escision algo menor de C2 en comparacion con la observada con los mAb de control no dirigidos a C2,
probablemente debido a algun impedimento estérico. Todos los otros mAb disminuyeron la escisiéon de C2 en suero
tras la activacion 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 escisién del C2 humano recombinante
glicosilado de la fase fluida libre por C1s humano

Para investigar el mecanismo de inhibicién de los mAb anti-C2, se preincubé 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 razén molar de C2 a anticuerpo de
1:2) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Paralelamente, los controles de isotipo de IgG1K e IgG2aK de
ratéon (ambos de BD Biosciences) se probaron como controles negativos. A continuacion, se afiadié C1s humano
(razon C1s-C2 de 1:25; Calbiochem) durante 1 hora a 37°C. Las mezclas se analizaron mediante SDS-PAGE
utilizando el sistema de gel prefabricado NuPage® Novex® (Invitrogen), y se tifieron con azul brillante de
Coomassie.
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Como se muestra en la Figura 12, ninguno de los mAb anti-C2 inhibié la escisién de C2 recombinante por C1s.
Ademas, no se observd ningun efecto sobre la escisién de C2 por C1s (datos no mostrados) cuando se utilizaron
concentraciones mas 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 epitopo sobre o cerca del sitio de escision de C1s (es decir, el enlace Arg?® - | - Lys**;
http://www.uniprot.org/uniprot/P09871).

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

Las células de hibridoma se lavaron con PBS y se dividieron en alicuotas en microviales que contenian 5 x 10°
células, y se almacenan como granulos a -80°C. Estos granulos celulares se utilizaron para aislar ARN utilizando el
RNeasy Mini Isolation Kit (QIAGEN). Se determino la concentracion de ARN (A260 nm) y el ARN se almacené a
-80°C. Mediante la transcriptasa inversa, el ADNc se sintetizd a partir de 2 yg de ARN utilizando RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), y se almacendé a -20°C. Basandose en el isotipo de los
anticuerpos, se disefiaron los cebadores mostrados en la Tabla 3 para amplificar las regiones V de anti-C2 5F2.4,
-13, 32, 35 y 60 humanos de ratén.

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

region® nuam. de cebador* secuencia del cebador** direccion gene
5F2.4 VL 317 CTCTTGGTTCCAGGTTCCAC e kappa
4 ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG as kappa cs
5F2.4 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e I9G FR1
204 TGGACAGGGATCCAGAGTTC as IgG cs
13 VL 213 GCGCTTAACACAAACCCNCCNYT e kappa FR1
4 ACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTG as kappa cs
13 VH 1 SAGGTSMARCTGVAGSAGTCWGG e I9G 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
35VL 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 = regién constante

" VL = regién variable de cadena ligera, VH = region variable de cadena pesada; * nim. segin el sistema de
codificacion interna de Bioceros; ** cebadores degenerados: M=Co0A;V=G,A0C;N=A,C,GoT;Y=CoT;R
=AoG,W=AoT;yS=GoC.

*

El cebador 1 es un cebador sentido disefiado para reasociarse con el marco 1 (FR1) de la region VH de ratén; los
cebadores 2 y 204 son cebadores antisentido que se unen con la regién constante de cadenas pesadas de ratén.
Los cebadores 213 y 265 son ambos cebadores efectores que se unen con FR1 de las regiones VL de raton (k); los
cebadores 4 y 201 son ambos cebadores antisentido disefiados para reasociarse con la cadena ligera k constante
de ratén. Finalmente, el cebador 317 se disefi¢ para reconocer una parte de una secuencia del péptido sefal de
ratén aguas arriba de la region 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 raton anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60. Sorprendentemente, las regiones de cadena
ligera variable de raton anti-C2 35 y 60 se amplificaron utilizando solo el cebador 201 antisentido.

Se utilizd la ADN polimerasa Accuprime™ Pfx (Invitrogen) para amplificar las regiones variables de cadenas
pesadas y ligeras de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 de raton. 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
[I-TOPO® para el analisis de secuencia. A partir de plasmidos que contenian un inserto de PCR, los insertos
clonados se analizaron mediante secuenciacion de ADN (realizada por ServicXS B.V., Leiden, Paises Bajos y
Macrogen, Amsterdam, Paises Bajos) para obtener la secuencia consenso para las regiones V de los mAb anti-C2.
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 aminoacidos N-
terminales son dictados por los cebadores degenerados utilizados para casi todas las secuencias consenso de
aminoacidos determinadas. Tedricamente, las secuencias originales del raton pueden diferir en estas regiones. Se
determinaron las secuencias consenso de aminoacidos de las regiones VH y VL de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35y

60 de raton, 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 enumeracion o discusién 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 o
es de conocimiento general comun.

Ejemplo 11: Generacion de IgG1k humana y/o IgG4k humana quiméricas (es decir, con intercambio de
dominios constantes de IgGk de raton por dominios constantes de IgGk humanos) anti-C2 del complemento
humano 5F2.4, 13, 32, 35y 60

Basandose en las secuencias de las regiones V murinas identificadas (véase el Ejemplo 10), se disefiaron versiones
quiméricas de anticuerpos humanos de los mAb anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 de raton. 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 kK humana quimérica de 32
anti-C2 humano) se adquirieron de GENEART (Regensburg, Alemania), que codificdé un péptido sefial murino
seguido de la cadena pesada variable murina conectada a la region constante de IgG1 humana o seguida de la
cadena ligera variable murina conectada a la region constante kappa humana, respectivamente.

Ademas, se generd un formato de IgG4 quimérica humana (estabilizada) de anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60. Para
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 propésitos de subclonacién, se incorporaron sitios de restriccién 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 nim. 32 no se amplificd, debido a que ya estaba disponible una construccion a partir de la
construccion k humana quimérica utilizada para la generacion de IgGIK humana quimérica (véase mas arriba). Los
ADNc murinos nativos se utilizaron como moldes para todas las reacciones de PCR, excepto la cadena pesada
variable del anticuerpo anti-C2 del complemento num. 32. Para este ultimo, se utilizé ADNc optimizado con CHO de
la construccion de IgG1 humana quimérica (véase mas arriba).

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

regién® |nam.* secuencia del cebador**
5F2.4 VL | 356 CCGCGGGAGTGCACAGCGACATTGTGCTGACACAGTCTCC e
301 CGGTCCGTTTTATTTCCAACTTG as
5F2.4VH | 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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regién® |nam.* 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 = regi6n variable de cadena ligera, VH = regién de cadena pesada; * nim. segln el sistema de codificacion
interna Bioceros; ** cebadores degenerados: variable M=C o0 A; V=G, AoC;N=A,C,GoT;Y=CoT,R=Ao0
G,W=AoT;yS=GoC.

Se utilizd 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 analisis de secuencia. A partir de los plasmidos que contienen un inserto
de PCR, los insertos clonados se analizaron mediante secuenciacion de ADN (Macrogen, Amsterdam, Paises Bajos)
para obtener las regiones V correctas que contenian los sitios de restriccion apropiados. Posteriormente, las
regiones de cadena pesada variable se subclonaron en el plasmido de expresion v319 utilizando Sacll/Nhel que es
un derivado de pcDNA3.1 que contiene ADNc que codifica un péptido sefial murino seguido de la regién constante
de cadena pesada de IgG4 humana estabilizada. Las regiones de la cadena ligera variable se subclonaron en un
plasmido de expresion v322 similar utilizando Sacll/Rsrll, que contiene, sin embargo, ADNc que codifica un péptido
sefial murino combinado con la regién constante de la cadena ligera k humana.

Para las secuencias de ADNc de anticuerpos IgG4k 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
la cadena ligera k 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 k 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 k
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 kK humana quimérica de anti-C2 35), NO. 51 (que codifica la cadena pesada de
IgG4 humana quimérica de anti-C2 60), y NO. 52 (que codifica la cadena ligera kK humana quimérica de anti-C2 60).

Para las secuencias de aminoacidos de anticuerpos IgG1k humanos quiméricos e IgG4k 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 k humana quimérica de anti-C2 5F2.4), NO. 55 (cadena pesada de IgG4 humana
quimérica de anti-C2 13), NO. 56 (cadena ligera kK 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 k humana quimérica de anti-C2 32), NO. 60 (cadena pesada de IgG4 humana quimérica de anti-C2
35), NO. 61 (cadena ligera k humana quimérica de anti-C2 35), NO. 62 (cadena pesada de IgG4 humana quimérica
de anti-C2 60), y NO. 63 (cadena ligera k humana quimérica de anti-C2 60).

Ejemplo 12: Caracterizacion de la unién de anticuerpos IgG1k y/o IgG4k quiméricos de raton-humano anti-
complemento humano C2 5F2.4, 13, 32, 35y 60

Los anticuerpos quiméricos de ratén-humano (version IgG1K humana para anti-C2 32, y version IgG4K humana para
anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60) se expresaron utilizando el Sistema de Expresion MAX CHO (células CHO-S)
FreeStyle™ (Invitrogen). Los anticuerpos quiméricos de raton-humano anti-C2 del complemento humano expresados
se purificaron utilizando columnas de cromatografia de afinidad de proteina 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 unién a C2 recombinante alto (200 ng por pocillo) y bajo (25 ng por pocillo). Brevemente, las placas
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%/fraccién 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 dilucién 1:10 veces en tampon de bloqueo) ug/ml de IgG1K y/o IgG4K quimérica de ratén-humano
purificada con proteina A anti-C2 5F2.4, 13, 32, 35 y 60 durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un
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lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 al 0,05%, se determind la unidn de los anticuerpos con anticuerpos especificos
anti-lgG humana (cadenas pesadas y ligeras) de cabra conjugados con peroxidasa de rabano picante diluidos
1:5000 (Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido por una solucion lista para su
uso de sustrato TMB (Invitrogen) para la deteccion colorimétrica. Después de anadir H,SO4 1 M, se midieron las
densidades opticas a una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia de 655 nm) utilizando un
lector de microplacas (BioRad).

La Figura 13 (media + DT, n = 2) muestra que las caracteristicas de unién 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 concentracion, mientras que los otros anticuerpos
quiméricos se unieron bien a ambas concentraciones de C2. Por lo tanto, la afinidad (relativa) de anti-C2 13
quimérico de raton-humano (chulgG4K) y 32 (tanto chulgG4k como chulgG1k) parecia ser menor que la del anti-C2
5F2.4, 35 y 60 quimérico de ratdon-humano (chulgG4K).

Ejemplo 13: Actividad funcional de IgG4k quimérica de raton-humano anti-C2 humano 5F2.4, 13, 32, 35y 60

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

Ejemplo 14: Determinacion de secuencias de aminoacidos N-terminales de regiones variables a partir de
anti-C2 5F2.4, 35 y 60 de raton con cebadores de reasociacion en regiones del péptido sefial

Como se menciona en el Ejemplo 10, tedricamente, las secuencias de aminoacidos N-terminales de ratén 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 nuevamente
utilizando cebadores, que se describen en la Tabla 5, es decir, los cebadores efectores se recogen en regiones del
péptido sefial de anticuerpos murinos.

Tabla 5. Cebadores de PCR utilizados para amplificar regiones de cadena ligera y pesada variable de ratén
consenso de anti-C2 5F2.4, 35y 60

region® 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 = regién de cadena ligera variable, VH = regién de cadena pesada variable; * nim. segln el sistema de
codificacion interna Bioceros; ** cebadores: M=Co0A;V=G,Ao0C;N=A C,GoT;Y=CoT;,R=AoG;W=Ao0
T,yS=GoC.

*

El ARN se aislo de las células de hibridoma utilizando el RNeasy Mini Isolation Kit (QIAGEN). Se determiné la
concentracion de ARN (A260 nm) y el ARN se almaceno a -80°C. Mediante la transcriptasa inversa, el ADNc se
sintetizé a partir de 2 yg de ARN utilizando el RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), y
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se almacené a -20°C.

Se utilizd la ADN Polimerasa Accuprime ™Pfx (Invitrogen) para amplificar las regiones variables de cadenas
pesadas y ligeras de ratén 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 [I-TOPO® para analisis de
secuencia. A partir de plasmidos que contenian un inserto de PCR, los insertos clonados se analizaron mediante
secuenciacion de ADN (realizada por Macrogen, Amsterdam, Paises 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.

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

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

Ejemplo 15: Generacion de IlgG4/kappa humanizada anti-C2 del complemento humano 5F2.4

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

Se obtuvieron secuencias humanizadas de cadena ligera variable y secuencias humanizadas de cadena pesada
variable de anti-C2 5F2.4 de ratén utilizando la tecnologia de Germline Humanisation (injerto de CDR) (realizada por
Antitope Ltd, Cambridge, Reino Unido). Para secuencias de aminoacidos 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.

Después de este disefio, las secuencias de ADNc (véanse SEC ID NO 107, 108, 109 y 110 (que codifican las
versiones 5F2.4 de cadena ligera kK 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 sefial
seguido por la cadena ligera variable humanizada conectada a la region constante kappa humana, y un péptido
sefial seguido por la cadena pesada variable humanizada conectada a la region constante de IgG4 humana.
Ademas, todos los anticuerpos humanizados se expresaron como moléculas de IgG4 humana estabilizadas (Angal
et al.,, Mol Immunol 1993, 30: 105). Utilizando las enzimas de restricciéon adecuadas, los ADNc generados se
subclonaron en plasmidos de expresion derivados de pcDNA3.1.

Las versiones humanizadas de 5F2.4 anti-C2 se expresaron utilizando el Sistema de Expresion FreeStyle™ 293
(Life Technologies). Los anticuerpos humanizados generados se purificaron utilizando columnas de cromatografia de
afinidad de proteina A (GE Healthcare). De esta manera, se generaron ocho versiones humanizadas purificadas del
anticuerpo 5F2.4, es decir, VL1VH1, VL2VH1, VL1VH2, VL2VH2, VL3VHS3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VHA4.

Para las secuencias de aminoacidos 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 k 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.).

Ejemplo 16: Caracterizacion de union de IlgG4/kappa humanizada anti-complemento C2 humano 5F2.4

La union de las versiones de los mAb humanizados anti-C2 5F2.4 VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 a C2 se
evalu6 mediante ELISA como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 12 (el C2 humano recombinante se
inmovilizé en placas a 2 pg/ml). Como se muestra en la Figura 17, las cuatro versiones examinadas de mAb anti-C2
5F2.4 humanizado demostraron una uniéon similar a la fase sélida C2 en comparacién 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 ratén en el Ejemplo 6.

El primer anticuerpo monoclonal anti-HLA (clon W6/32) se utilizd para sensibilizar las células. Las versiones
quiméricas de anticuerpos anti-C2 5F2.4 y anti-C2 humanizados VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 se probaron
a razones molares Ab:C2, que oscilaron entre 5:1 y 0,312:1 (se suponia que la concentracion nativa de C2 en suero
normal era 20 pg/ml). Todos los mAb anti-C2 (quiméricos y cuatro versiones de Ab humanizados examinados)
inhibieron la destrucciéon 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
inhibicion comparable al mAb quimérico anti-C2 5F2.4 en la prueba cruzada. Ademas, las versiones que contienen
VL3 (es decir, VL3VH3 y VL3VH4) parecian superar a las versiones que contenian VL4 (es decir, VL4VH3 y
VL4VH4).

Ademas, también se realizd una prueba cruzada con suero del paciente que contenia altos niveles de anticuerpos
anti-HLA para sensibilizar las células, que se asemeja mas estrechamente a la situacion fisioldgica. Las versiones
anticuerpos quiméricos anti-C2 5F2.4 y anti-C2 humanizados VL3VH3, VL4VH3, VL3VH4 y VL4VH4 se probaron a
160 pg/ml. Todos los mAb anti-C2 (versiones de Ab quiméricos y cuatro humanizados examinados) inhibieron la
destruccion dependiente del complemento de las células sensibilizadas con anticuerpos anti-HLA del suero (véase la
Figura 19).
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de unién que se une al factor C2 del complemento humano que comprende una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina y una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en donde la region
variable de cadena pesada comprende:
(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;
(b) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y
(c) una CDRS3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6; y

)

en donde la region variable de cadena ligera comprende:
(a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

(b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8; y

(c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9

)

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

2. Una molécula de union segun la reivindicacion 1, que comprende una region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina y una regioén variable de cadena ligera de inmunoglobulina

(a) que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 respectivamente (resp.)
o0 SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 96 resp.; o

(b) que comprende las secuencias de aminoacidos 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: 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: 105y
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: 105y 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: 105y SEQ ID NO: 102 resp.; o SEQ ID NO: 106 y SEQ ID NO: 102 resp.; o

(c) que comprende las secuencias de aminoacidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoacidos y en donde las 1-5 sustituciones de
aminoacidos no estan en las regiones CDR.

3. Una molécula de unién segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que es un fragmento Fab, un fragmento Fv
de cadena sencilla (scFv), un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

4. Un anticuerpo segun la reivindicacion 3, que es un anticuerpo IgG, IgA, IgD, IgE o IgM humanizado o
desinmunizado, tal como un anticuerpo IgG1, 1I9G2, IgG3 o IgG4.

5. Un anticuerpo segun la reivindicacion 4,

(a) que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54; o

(b) que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 115y SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 115y
SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 115y SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO: 115y 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; 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; 0 SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 122; o
(c) que comprende las secuencias de aminoacidos especificadas en (a) y/o (b) pero en donde una o ambas
de dichas secuencias comprenden 1-5 sustituciones de aminoacidos y en donde las 1-5 sustituciones de
aminoacidos no estan en las regiones CDR.

6. Una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de unidén o un anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

7. Una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 6, que comprende la secuencia de acido 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; 0 SEQ ID NO: 114.

8. Un vehiculo o vector de suministro de genes que comprenden una molécula de acido nucleico segun la
reivindicacion 6 o la reivindicacién 7.

9. Una célula aislada o recombinante, o célula de cultivo celular in vitro que comprende una molécula o vector de
27
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acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-8.
10. Una molécula de union o anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en terapia.

11. Una molécula de unién o anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento
de un individuo que padece una enfermedad inflamatoria, una enfermedad neuroldgica o una lesion por isquemia-
reperfusion (I/R).

12. Una molécula de unién o anticuerpo para su uso segun la reivindicacién 11, en donde dicho individuo sufre
inflamacion mediada por anticuerpos o lesidon por isquemia-reperfusion, tal como infarto agudo de miocardio,
accidente cerebrovascular, sepsis, enfermedades del complejo inmunitario tales como artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, vasculitis, trauma multiple, neuropatia motora multifocal, rechazo de aloinjerto renal mediado
por anticuerpos, anemia hemolitica (auto)inmunitaria, derivacion cardiopulmonar y otra cirugia vascular, nefropatia
membranosa idiopatica, sindrome de Goodpasture.

13. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de unién o anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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Figura 3B
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SEQ ID NO: 1 Secuencia de aminoacidos de C2 del complemento humano
(NUm. acceso GenBank NM_000063; aa 1-752)

1 |MGPLMVLFCL LFLYPGLADS|APSCPQNVNI SGGTFTLSHG WAPGSLLTYS CPQGLYPSPA
61 SRLCKSSGQOW QTPGATRSLS KAVCKPVRCP APVSFENGIY TPRLGSYPVG GNVSEECEDG
121 FILRGSPVRQ CRPNGMWDGE TAVCDNGAGH CPNPGISLGA VRTGFREGHG DKVRYRCSSN
181 LVLTGSSERE CQGNGVWSGT EPICRQPYSY DFPEDVAPAL GTSEFSHMLGA TNPTQKTKES
241 LGRKIQIQRS GHLNLYLLLD CSQSVSENDF LIFKESASLM VDRIFSFEIN VSVAIITFAS
301 EPKVLMSVLN DNSRDMTEVI SSLENANYKD HENGTGTNTY AALNSVYLMM NNQMRLLGME
361 TMAWQEIRHA IILLTDGKSN MGGSPKTAVD HIREILNINQ KRNDYLDIYA IGVGKLDVDW
421 RELNELGSKK DGERHAFILQ DTKALHQVFE HMLDVSKLTD T-CGVGNMSA NASDQERTPW
481 HVTIKPKSQE TCRGALISDQ WVLTAAHCFR DGNDHSLWRV NVGDPKSQWG KEFLIEKAVI
541 SPGFDVFAKK NQGILEFYGD DIALLKLAQK VKMSTHARPI CLPCTMEANL ALRRPQGSTC
601 RDHENELLNK QSVPAHEFVAL NGSKLNINLK MGVEWTSCAE VVSQEKTMFP NLTDVREVVT
661 DQFLCSGICE DESPCKGESG GAVFLERRFR FFQVGLVSWG LYNPCLGSAD KNSRKRAPRS
721 KVPPPRDFHI NLFRMQPWLR QHLGDVLNFL PL

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

SEQ ID NO: 2 Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada nim. 5F2.4

1 EVQLQQSGAE LVKPGASVKI SCKASGYTFT DYNMDWVKQS HGKSLEWIGLD INPNYESTGY
61 NQKFKGKATL TVDKSSSTAY MELRSLTSED TAVYYCARED DHDAFAYWGQ GTLVIVSA

SEQ ID NO: 3 Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera nim. 5F2.4

1 DIVLTQSPAS VVVSLGQORAT ISCRASKSVR TSGYNYMHWY QQOKPGQOPPKL LIYLASNLKS
61 GVPARFSGSG SGIDFTLNLH PVEEADAATY YCQHSRELPY TFGGGLKLEL KR

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

SEQ ID NO: 4 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada num. 5F2.4
DYNMD

SEQ ID NO: 5 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada num. 5F2.4
DINPNYESTGYNQKFKG

SEQ ID NO: 6 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada num. 5F2.4
EDDHDAFAY

SEQ ID NO: 7 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera num. 5F2.4
RASKSVRTSGYNYMH

SEQ ID NO: 8 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera num. 5F2.4
LASNLKS
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SEQ ID NO: 9 Secuencia de aminoacidos de CDRS3 de cadena ligera num. 5F2.4
QHSRELPYT ' ’

SEQ ID NO: 10 Secuencia de aminoacidos region variable de cadena pesada nim. 13

1 OQVOLOOPGAE LVKPGASVKL SCKASGYTFT IYYMYWVKOR PGOGLEWIGE VDPSIGCISE
61 NEKFKSKATL TVDRSSSTAY MHLSSLTSED SAVYYCTRGG TYYAMDYWGQ GTSVIVSS

SEQ ID NO: 11
Secuencia de aminoacidos region variable de cadena ligera num. 13

1 DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRAGQSIV HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRE
61 SGVPDRESGS GSGIDFTLKI SRVEAEDLGV YYCFQGSHVP WIFGGGTKLE IKR

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

SEQ ID NO: 12 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada num. 13
IYYMY

SEQ ID NO: 13 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada num. 13
EVDPSIGGISFNEKFKS ' '

SEQ ID NO: 14 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada nim. 13
GGTYYAMDY

SEQ ID NO: 15 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera nim. 13
RAGQSIVHSNGNTYLE

SEQ ID NO: 16 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera nim. 13
KVSNRFS

SEQ ID NO: 17 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera nim. 13
FQGSHVPWT

SEQ ID NO: 18 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada num. 32
1 QVQLQQOSGAE LVKPGASVKL SCKASGYTFT SYDMYWVKQR PGQGLEWIGE INPSNGDTNF

61 NEKFKSKATL TVDKSSSTAH MQLSSLTSED SAVYYCTRGG TFYAMDYWGQ CTSVIVSS

SEQ ID NO: 19 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera num. 32

1 DIQMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV HSNGNTYLEW YLOKPGQSPK LLIYKVSNRF
61 SCVPDRESCS CSCTIDFTLKI SRVEAEDLCV YYCFQCSHVP WIFCCCTKLE IKR

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

SEQ ID NO: 20 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada num. 32
SYDMY

SEQ ID NO: 21 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada num. 32
EINPSNGDTNFNEKFKS
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SEQ ID NO: 22 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada num. 32
GGTFYAMDY ' '

SEQ ID NO: 23 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena liger num. 32
RSSQSIVHSNGNTYLE

SEQ ID NO: 24 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera nim. 32
KVSNRFS

SEQ ID NO: 25 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera nim. 32
FQGSHVPWT

SEQ ID NO: 26 Secuencia de aminoacidos region variable de cadena pesada nim. 35

1 QVQLQQSGAE LVRSGASVKL SCTASGFNIK DYYMHWVKQR PEQGLEWIGW IDPENCDTEY
61 APKFQGKATM TADTSSNTAY LQLSSLTSED TAVYYCNEWK FYAMDDWGQG TSVIVSS

SEQ ID NO: 27 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera num. 35

1 DIVMSQSPSS LAVSVGEKVT MSCKSSQSLL YSSNOKNYLA WYQQKPGQSP KLLIYWASTR
61 ESGVPDRFTG SGSGTDETLT ISSVKAEDLA VYYCQQYYSY PRTFGGGTKL EIKR

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

SEQ ID NO: 28 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada num. 35
DYYMH

SEQ ID NO: 29 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada num. 35
WIDPENGDTEYAPKFQG

SEQ ID NO: 30 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada num. 35
WKFYAMDD

SEQ ID NO: 31 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera nim. 35
KSSQSLLYSSNQKNYLA

SEQ ID NO: 32 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera nim. 35
WASTRES

SEQ ID NO: 33 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera nim. 35
QQYYSYPRT

SEQ ID NO: 34 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada num. 60
1 QVQOLQOQOSGPG ILQPSQTLSL TCSESGESLS TSNMGVGWIR QPSGKGLEWL AHIWWDDDKR
61 YNPALKSRLT ISKDTSSNQV FLKIASVDTA DTATYFCARI GRPTMITTWY LDVWGAGTTV
121  TVSS
SEQ ID NO: 35 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada num. 60
1 DIOMIQSPAS LSVSVGETVI I'TCRASENLY SNLAWYQQKQ GKSPQLLVYA ATKLADGYPS
61 RFSGSGSGTQ YSLKINSLQS EDFGNYYCQH FWNTPYTFGG GTKLEIKR
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Regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpo anti-C2 del
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complemento humano de ratéon num. 60 SEQ ID NO: 36-41

SEQ ID NO: 36 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada num. 60
TSNMGVG

SEQ ID NO: 37 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada num. 60
HIWWDDDKRYNPALKS )

SEQ ID NO: 38 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada num. 60
IGRPTMITTWYLDV

SEQ ID NO: 39 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera nim. 60
RASENIYSNLA

SEQ ID NO: 40 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera nim. 60
AATKLAD ' ’

SEQ ID NO: 41 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera nim. 60
QHFWNTPYT ' ’

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

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

SEQ ID NO: 43 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana nim. 5F2.4 quimérica

1
61

ATGGAATGGA
GZGCAGCTZGC
TGCAAGGCTT
GGARAGAGCC
CAGAAGTZCA
GAACTCCGCA
CACGACGCCT
AAGGGCCCCT
GCTCTIGGGCT
GGCGCCCTZGA
TCCCTGTCCT
AACCTCCACC
CCTCCTTGCC
CCCCCARAAGC
CZ”CCATCZCT
GZGCACAACG
TCCGTGCTZGA
TCCAACRAGG
CGGGAACCCC
TCCCTGACCT
AACGGCCAGC
TZCTTCCZGT
TCCTGCTCTG
TCTCTIGGGCA

GCGGCGTICTT
AGCACTCIGG
CTGGCTACAC
TTGACTGCAT
AGGGAAACGC
GCCTCACATC
TTGCITACTG
CCGTCTTICC
GCCTCGTCAA
CCTCCGGCGT
CCGTCGTCAC
ACAACCCCTC
CACCCTGCCC
CCAACGACAC
CCCACCAACA
CCAACACCAA
CCGTCCTCCA
GCCTCECCCTC
AGGTCTACAC
GTCTCGTCAA
CTGACAACAA
ACTCTCGCCT
TGATGCACGA
AG

CATGTTCCIG
AGCTGAGCIG
ATTCACTGAC
TGGAGATATT
CACATTGACZT
TGAGGACAZT
GGGCCAAGSG
TCTGGCCCTT
GGACTACTIC
GCACACATIT
TGTGCCTTICC
CAACACCAAQC
TGCCCCTGAA
CCTGATGATIC
TCCCCACCIC
GCCCAGAGAG
CCAGGATTSG
CAGCATCGAA
ACTGCCTICCA
AGGCTTCTAC
CTACAAGATZC
GACCGTGGAC
GGCCCTGCAC

ATGGAATGGA GCGGCCTGIT CATGTTICCIS
AT”GTGCTGA CACAGICTCC TGCTTCCGTA GTTGTATCTIC TGGGGCAGAC GGCCACCATC
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CTGTCCGTGA
GTGAAGCCZG
TACAACATGG
AATCCTAATT
GTTGACAAGT
GCAGTCTATT
ACTCTIGGTICA
TGCTCCAGAT
CCCGAGCCCG
CCAGCTGTIGC
TCTAGCCTGG
CTCCACAACC
TTTCTGGGCG
TCCCGGACCC
CACTTICAATT
GAACAGTTICA
CTGAACGGCA
AAGACCATCT
AGCCAGGAAG
CCCTCCGATA
ACCCCCCCTZG
AAGTCCCGGT
AACCACTACA

CCGCGGGACT
GGGCTTCACT
ACTGGGTGAA
ATGAAAGTAC
CCTCCAGCAC
ACTGTGCAAG
CTGICICTICC
CCACCTCCCA
Z“GACAGTGTC
“GCAGTCCTC
GCACCAAGAC
CCCTCCAATC
GACCTTCCCT
CCGAAGTGAC
CCTACCTICCA
ACTCCACCTA
AAGAGTACAA
CCAAGGCCAA
AGATGACCAA
TCGCCGTGCA
“GCTGGACTC
GGCAGGAACG
CCCAGAAGTC

GCACAGCGAS
GAACATATCC
ACACAGCCAT
TGGCTACAACT
AGCCTACATG
AGACGATGAT
AGCTAGCACC
GTCTACCGCC
TTGCAACTCT
CGGCCTGTAC
CTACACCTGT
TAACTACCCC
GTTCCTGTTT
CTGCGTGGTS
CCCCCTCCAA
CCGCGTGGTS
GTGCAAGGTIG
GGGCCAGCCC
GAACCAGGTG
ATGCGAGTCC
CGACGGCTCC
CAACGTGTTC
CCTGTCCCTS

CTGTCCGTGA CCGCGGGAGT GCACAGCGAC
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121 TCATGCAGGG CCAGCAAAAG TGTICAGAACA TCTGGCTATA ATTATATGCA CTGGTACCAA
181 CAGAMAMACCAG GACAGCCACC CARAACTCCTIC ATCTATCTTG CATCCAACCT AANATCTGGG
241 GULCCCLGCCA GGUIICAGLGG CAGLGGGICL GGGACAGACL 'ICACCCLCAA CALCCALCCY
301 GTGGAGGAGG CGGATCCTGC AACCTATTAC TGTCAGCACA GTAGGGAGCT TCCGTACACG
361 TTCGGAGGGG GGACCAAGCT GGAAATAAAA CGGACCGSTAG CCGCCCCTTIC CGIGTITCAIC
421 TTZCCACCCT CCGACCAGCA GCTIGAAGTCT GGCACCGCTIT CCGTCGTGTIG CCIGCTGAAC
481 AACTTCTACC CCCGCCAGGC CAAGGTGCAG TGGAAGGTGG ACAACGCCCT GCAGTICCGGC
541 AACTCCCAGG AAAGCCTGAC CGAGCAGGAC TCCAAGGACA GCACCTACTC CCTIGICCTICC
601 ACCCTGACCC TGTCCAAGGC CGACTACGAG AAGCACAAGG TGTACGCCTIG CGAAGTGACC
661 CACCAGGGCC TGTCTAGCCC CGTGACCAAG TCTTTCAACC GGGGCGAGIG C

SEQ ID NO: 44 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana ndm. 13 quimérica

1 ATCCAATCCA CCCCCCTCTT CATCTTCCTC CTCTCCCTCA CCCCCCCACT GCACACTCAC
61 GTZCCAACTIGC AGCACCCIGG GGCTGAACTG GTGAAGCCTG GGGCTITCAGT GAACTTGTCC
121 TGCAAGGCTT CTGGCTACAC CTTCACCATC TACTATATGT ACTGGGTGAA GCAGAGGCCT
181 GGACAAGGCC TTGACTGGAT TGGGGAGGTIT GATCCTAGCA TTGGTGGTAT TAGCTTCAAT
241 GAGAAGTTCA AGAGCAAGGC CACACTGACT GTAGACAGAT CCTICCAGCAC AGCATACATG
301 CACCTCAGCA GCCTCGACATC TGAGGACTCT GCGGTCTATT ACTGTACAAG AGGTGGGACG
361 TACTATGCTA TGGACTACTG GGGTCAAGGA ACCTCAGTCA CCGTCTCCTC AGCTAGCACC
421 AAGGGCCCCT CCGTICITICC TCTIGGCCCCT TGCTCCAGAT CCACCTCCGA GTICTACCGCC
481 GCTCTGGGCT GCCTCGTGAA GGACTACTTC CCCGAGCCCG TGACAGTGTC TTGGAACTCT
541 GGCGCCCTIGA CCTCCGGCGT GCACACATTT CCAGCIGTGC TGCAGTCCTC CGGCCTGTAC
601 TCCCIGICCT CCGTCGIGAC TGIGCCTITCC TCTAGCCTIGG GCACCAAGAC CTACACCTIGT
661 AACGTGGACC ACAAGCCCTIC CAACACCAAG GTGGACZAAGC GGGIGGAATC TAAGTACGGC
721 CCTCCTITGCC CACCCTGCCC TGCCCCTGAA TTTCTGGGCG GACCTTCCGT GITCCTGTIT
781 CCCCCAAAGC CCAAGGACAC CCTGATGATIC TCCCGGACCC CCGAAGIGAC CTIGCGTGGIG
841 GTUGGATGIGT CCCAGGAAGA TCCCGAGGTIG CAGTTCAATT GGTACGTGGA CGGCGTGGAA
901 GTGCACAACG CCAACACCAA GCCCAGAGAG GAACAGTTCA ACTCCACCTA CCGCGTGGIG
961 TCCGTIGCIGA CCGTCGCTGCA CCAGGATTGG CTGAACGGCA AAGAGTACAA GTIGCAAGGIG
1021 TCCAACAAGG GCCTGCCCTC CAGCATCGAA AAGACCATCT CCAAGGCCAA GGGCCAGCCC
1081 CGGGAACCCC AGGTICTACAC ACTGCCTCCA AGCCAGGAAG AGATGACCAA GAACCAGGIG
1141 TCCCTGACCT GICICGTGAA AGGCTTCTAC CCCICCGATA TZCGCCGIGGA ATGCGAGTICC
1201 AACCCCCACC CTCACAACAA CTACAACACC ACCCCCCCTC TCCTCCACTC CCACCGCCTCC
1261 TZCTTICCIGT ACTCICGCCT GACCGTGGAC AAGTCCCGGT GGCAGGAAGG CAACGTIGTIC
1321 TCCTGCICIG TGATCGCACGA GGCCCTGCAC AACCACTACA CCCAGAAGTC CCTGTCCCTG
1381 TCTCIGGGCA AG

SEQ ID NO: 45 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana nim. 13 quimérica

GCGGCCIGTT

CATIGTICCIG

CCGCGGGAGT

1 ATGGAATGGA CTGICCGIGA GCACAGCGAT
61 GICCTICATGA CACAAACGCC TCTCTCCCTG CCTGICAGTC TTZGGAGATCA AGCCTICCATC
121 TCTTGCAGAG CTGGTCAGAG CATTGTACAT AGTAATGGAA ACACCTATTIT AGAATGGTIAC
181 CTGCAGAAAC CAGGCCAGTC TCCAAAGCTC CTGATCTACA AAGTTTCCAA CCGATTTICT
241 GGGGTCCCAG ACAGGTTCAG TGGCAGTGGA TCAGGGACAG ATTTCACACT CAAGATCAGC
301 AGAGTGGAGG CTGAGCATCT GGGAGTITTAT TACTGCTITTC AGGGTTCACA TGTTCCGTGG
361 ACGITCGGIG GAGGCACCAA GCTGGAAATC AAACGGACCG TAGCCGCCCC TTCCCIGITC
421 ATCTTTCCAC CCTCCCACGA GCAGCTGAAG TCTGGCACCG CTTCCGTCGT GTIGCCTGCTG
481 AACAACTICT ACCCCCGCGA GGCCAAGGTIG CAGTGGAAGG TGGACAACGC CCIGCAGICC
541 GGCAACTCCC AGGAAAGCGT GACCGAGCAG GACTCCAAGG ACAGCACCTA CTCCCIGTCC
601 TCCACCCTGA CCCTIGICCAA GGCCGACTAC GAGAAGCACA AGGTGTACGC CTGCGAAGTG
661 ACCCACCAGG GCCTIGICTAG CCCCGIGACC AAGTICTTITCA ACCGGGGCGA GTGC
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SEQ ID NO: 46 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana ndm. 32 quimérica

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

SEQ ID NO: 47 Secuencia de ADNc optimizada para CHO que codifica la cadena de IgG1 humana

ATGGAATGGA
GTGCAGCTIGC
TGCAAGGCCT
GGCCAGGGCC
GAGAAGTTICA
CAGCTGTCCT
TZCTACGCTA
AAGGGCCCCT
GCTCTGGGCT
GGCGCCCTIGA
TCCCIGICCT
AACGTGGACC
CCTCCTTGCC
CCCCCAAAGC
GTGGATGTIGT
GTGCACAACG
TCCGTIGCTGA
TCCAACAAGG
CGGGAACCCC
TCCCTGACCT
AACGGCCAGC
TZCTICCIGT
TCCTGCTICTG
TCTCTIGGGCA

num. 32 quimérica

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ATGGAGTGGT
GZGCAGCTGC
TGCAAGGCCT
GGCCAGGGCC
GAGAAGTTCA
CAGCTIGTICCT
TZCTACGCTA
AAGGGCCCCT
GCCCTGGGCT
GGCGCCCTIGA
TCCCIGICCA
AACGTGAACC
GACAAGACCC
TZCCIGTICC
TGCGTGGTGG
GGCGIGGAAG
CGGGIGGTIGT
TGCAAGGTGT
GGCCAGCCCC
AACCAGGTIGT
TGGCAGTCCA
GACGGCTCAT
AACGIGTICT
CZGTCCCTIGA

ES 2784616 T3

GCGGCGTGTT
AGCACTCIGG
CCGGCTACHC
TGGAATGGAT
AGTCCAAGGC
CCCTCACCTC
TGGACTACTG
CCGTICTTICC
GCCTCGTGAA
CCTCCGGCGT
CCGTCGTIGAC
ACANCCCCTIC
CACCCTGCCC
CCAACGACAC
CCCACGAAGA
CCAACACCAA
CCGTCCTIGCA
GCCTCCCCIC
AGGTCTACAC
GTCTCGTGAA
CTGACAACAA
ACTCICGCCT
TGATCCACGA
AG

CCGGCGIGTT
AGCACTCTGG
CCGGCTACAC
TGGAATGGAT
AGTCCAAGGC
CCCTCACCTC
TGGACTACTG
CCGTCTICCC
GCCTCGTGAA
CCAGCGGCGT
GCGTCGTGAC
ACAACCCCTC
ACACCTIGICC
CCCCAAAGCC
TGGACGTGTC
TGCACAACGC
CCGTCCTIGAC
CCAACAAGGC
GCGACCCCCA
CCCTCACCTG
ACGGCCAGCC
TCTTCCIGTA
CCTGCTICCGT
GCCCCGGCAA

CATGTTCCTG
CGCCGAGCTG
CTTCACCAGC
CGGCGAGATC
CACCCTIGACC
CGAGGACTCC
GGGCCAGGGT
TCTGGCCCCT
GGACTACTIC
GCACACATIT
TGTGCCTICC
CANCACCANG
TGCCCCTGAA
CCTGATGATC
TCCCGAGGTG
GCCCAGAGAG
CCAGGATTGG
CAGCATCGAA
ACTGCCTCCA
AGGCTTCTAC
CTACAAGACC
GACCGIGGAC
GGCCCTIGCAC

CATGTICCIG
CGCCGAGCTG
CITCACCAGC
CGGCGAGATC
CACCCTGACC
CGAGGACTCC
GGGCCAGGGC
TCTGGCCCCC
AGACTACTIC
GCACACCTIC
AGTGCCCICC
CAACACCAAG
CCccCrseeeT
TAAGGACACC
CCACGAGGAC
CAAGACTCAAG
CGTGCIGCAC
CCTGCCIGCC
GGTGTACACC
TCTGGTGAAA
CGAGAACAAC
CICCAAGCIG
GATGCACGAG
G
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CTGTCCGTGA
GTGAAACCTG
TACGACATGT
AACCCCICCA
GTGGACAAGT
GCCGTGTACT
ACCTCCGTIGA
TGCTCCAGAT
CCCGAGCCCG
CCAGCIGIGC
TCTAGCCTIGG
GTGGACZANGC
TTTCTGGGCG
TCCCGGACCC
CAGTTCAATT
GAACAGTTCA
CTGAACTGGCA
AAGACCATCT
AGCCAGGAAG
CCCTCCGATA
ACCCCCCCTG
AAGTCCCGGT
AACCACZTACA

CTGTCCGTIGA
GTGAAACCTG
TACGACATGT
AACCCCICCA
GTGGACAAGT
GCCGTGTACT
ACCTCCGTGA
TCCAGCAAGT
CCCGAGCCTIG
CCTGCCGTIGC
TCCAGCCIGG
GTGGACAAGA
GCCCCIGARAC
CTGATGATCT
CCTGAAGTGA
CCCAGAGAGG
CAGGATTIGGC
CCCATCGAAA
CTGCCCCCTA
GGCTTCTACC
TACAAGACCA
ACAGTGGATA
GCCCTGCACA

CCGCGGGAGT
GCGCCTCCGT
ACTGGGTGAN
ACGGCGACAC
CCTCCTICCAC
ACTGCACCAG
CCGIGTICCTIC
CCACCTCCGA
TGACAGIGTC
T“GCAGTICCTC
GCACCAAGAC
GGGTGGAATC
GACCTTCCGT
CCGAAGTGAC
GGTACGTIGGA
ACTCCACCTA
AAGAGTACAA
CCAAGGCCAA
AGATGACCAA
TCGCCGTGGA
TGCTGGACTC
GGCAGGAAGG
CCCAGAAGTC

CCGCTGGCGT
GCGCCTCCGT
ACTGGGTGAA
ACGGCGACAC
CCTCCTCCAC
ACTGCACCAG
CCGTGTICCTC
CCACCICIGG
TGACAGTGTIC
“GCAGTICCTC
GCACCCAGAC
AGGTGGAACC
TGCTIGGGCGG
CCCGGACCCC
AGTTCAATTG
AACAGTACAA
T"GAACGGCAA
AGACCATICTC
GCCGGGACGA
CCTCCGATAT
CCCCCCCTaT
AGTCCCGGTIG
ACCACTACAC

GCACAGTCAG
GAACCTCTCC
ACANGCGECCT
CAACTTCAAC
CGCCCACATG
AGGCGGCACC
TGCTAGCACC
GTCTACCGCC
TTGCAACTCT
CGGCCTICTAC
CTACACCTGT
TANCTACGGC
GTTCCTICTTT
CTGCGTCGTIG
CGGCGTCGAA
CCGEGTCEGTG
GTGCAACGIG
GGGCCACGCCC
GAACCACGTG
ATGCGACTCC
CGACGGCTCC
CAACGTICTIC
CCTCTICCCTIGC

GCACTCCCAG
GAACCTCTICC
ACACCGCCCT
CAACTTCAAC
CGCCCACATG
AGGCGGCACC
TGCCTCCACC
CGGCACCGCT
CTGCGAACTCT
CGGCCTICTAC
CTACATCIGC
CAACTCCTGC
ACCTTICCGIG
CGAAGTCACC
GTACGTCGAC
CTICCACCTAC
AGACTACAAG
CAACGCCAAG
GCTCACCAAG
CGCCGTCGAA
GCTCGACTCC
GCACCACGGC
CCACAACICC



SEQ ID NO: 48 Secuencia de ADNc optimizada para CHO que codifica la cadena kappa humana

num. 32 quimérica

ES 2784616 T3

1 NATGCGAGTGGT CCGGCETGTT CATGTITCCTG CTGTCCGTIGA CCGCIGGCGT GCNACICCGAC
61 ATCCACATCA CCCAGCACCCC CCTCTCCCTC CCCCTCTCTC TCCCGCCACCA GCCCTICCATC
121 TCCLGLCGGL CCLCCCAGLC CATCGLGCAU LCCAACGGCA ACACCTACCT GGAALGGLAT
181 CTGCAGAAGC CCGGCCAGTC CCCCAAGCTG CTGATCTACA AGCTGTCCAA CCGGITCTCC
241 GGCGTGCCCG ACAGATICTC CGGCTCCGGC TCTGGCACCG ACTTCACCCT GAAGATCTCC
301 CGGCETSGAAG CCGAGCACCT GGGCGTGTAC TACTGITTITC AGCGCTCCCA CGTGCCITGG
361 ACCITCGGCG GAGGCACCAA GCTGGAAATC AAGCGGACCG TGCCCGCICC CTCCCTGTIC
421 ATCTTCCCAC CCTCCCACGA GCAGCTGAAG TCCGGCACCG CCTCCGTGGT GTGCCTSCTG
481 AACAACTICT ACCCCCGCGA GGCCAAGGTG CAGTGGAAGG TGCGACAACGC CCTGCAGTCC
541 GGCAACTCCC AGGRATCCGT CACCGAGCAG GACTCCRAAGG ACAGCACCTA CTCCCTGTICC
601 TCCACCCTGA CCCTGTCCAA GGCCGACTAU GAGAAGCACA AGCTGTACGC CTGCCAAGIGC
661 ACCCACCAGG GCCTGTCCAG CCCCGTGACC AAGTCCITCA ACCGGGGCGA GTGC

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

1 ATGGAATGGA GCGGCGTGTIT CATGTTICCTG CTGTICCGTGA CCGCUGGGAGT GCACAGTCAG

61 GTCCAGCIGC AGCACGTCTGG GGCAGAGCTT GTIGAGGICAG GCGGCCICAGT CAACGTTGTCC
121 TGCACZAGCTT CIGGCTTICAA CATTAAAGAC TACTATATGC ACTGGGTIGAA GCACAGGCCT
181 GAACAGGGCC TGGACTGGAT TGGATGGATT GATCCTGAGA ATGGTGATAC TGAATATGCC
241 CCCGAAGTICC AGGGCAAGGC CACTATGACT GCAGATACGT CCTCCAACAC AGCCTACCIG
301 CAGCTICAGCA GCCTCGACATC TGAGGACACT GCCGTCTATT ACTGTAATTIG GGAAAAATTC
361 TATGCTATGG ACGACTGGGG TCAAGGAACC TCAGTCACCG TCTCCICAGC TAGCACTCAAG
421 GGCCCCTCCG TGTITTCCTICT GGCCCCTTGC TCCAGATCCA CCTCCGAGTC TACCGCCGCT
481 CTCEGGCTGCC TCGICGAAGGA CTACTTCCCC GAGCCCGTGA CAGTGTICTTG GAACTCTGGC
541 GCCCTGACCT CCGGCGTGCA CACATTTCCA GCTGTGCTGC ACTCCICCGG CCTCTACTCC
601 CTZCICCICCG TCGTCACTGT GCCTTCCICTZ AGCCTGGGCA CCAAGACCTA CACCTGTAAC
661 GTCGACCACA AGCCCTCCAA CACCAAGGTG GACAAGCGGG TCGAATCTAA GTACGGCCCT
721 CCTTSCCCAC CCTGCCCTGC CCCTGAATIC CTGGGCIGGAC CTITCCGTIGTT CCICTTTICCC
781 CCAAAGCCCA AGGACACCCT GATGATCTICC CGGACCCCCG AAGTGACCTG CGTCGIGGIG
841 GATGIGTCCC AGGAAGATCC CGAGGTIGCAG TTCAATTGGT ACGTGGACGG CGTCGAAGIG
901 CACAACGCCA AGACCAAGCC CAGAGAGGAA CAGTTCAACT CCACCTACCG GGTCGIGTCC
961 GTGCTGACCG TGCTGCACCA GGATTGGCTG AACGGCAAAG AGTACAAGTG CAAGGIGICC
1021 AACAAGGGCC TGCCCTCCAG CATCGAAAAG ACCATCTCCA AGGCCAAGGG CCAGCCTCCGG
1081 GAACCCCAGG TGTACACACT GCCTCCAAGC CAGGAAGAGA TCACCAAGAA CCACGIGTCC
1141 CTCACCIGIC TCGTCAAAGG CTTCTACCCC TCCGATATCG CCGTGGAATG GGACTCCAAC
1201 GGCCAGCCTG AGAACAACTA CAAGACCACC CCCCCTGTGC TEGACTCCGA CGGCTCCITC
1261 TTCCIGTACT CTCGCCIGAC CGIGGACAAG TCCCGSTGGC ACGAAGGCAA CGICTICICC
1321 TGCICTGTIGA TGCACGAGGC CCTGCACAAC CACTACACCC ACAAGTCCCT GTCCCIGICT
1381 CTCGGCRAG

SEQ ID NO: 50 Secuencia de ADNc que codifica la cadena kappa humana nim. 35 quimérica

1 ATGCAATGGA GCGGCCTIGTIT CATGITICCIG CTGICCSIGA CCCCGGGAGT GCACAGTGAC
61 ATTCTGATGT CACAGTCTICC ATCCTCCCTA GCTGTGICAG TTCGAGAGAA GGTTACTAIG
121 NGCIGCANGT CCAGICAGAG CCTTTTATAT AGTAGCANTC AANNGANCTA CTTGCCCTGG
181 TACCAGCAGA AACCACGGGCA GLCLCCLAAA CLACIGATIL ACLGGGCALC CACLAGGGAA
241 TCTCGGGGICC CTGATCGCTT CACAGGCAGT GGATCTGGGA CAGATTTICAC TCTCACCATC
301 AGCAGTIGTGA AGGCTCAAGA CCTGGCAGTIT TATTACTGTC AGCAATATTA TAGCIATCCT
361 CGGACGTTCG GTGGACGCAC CAAGCTGGAA ATCAAATUGGA CCCTAGCCGC CCCTICCGTG
421 TTCATCTTIC CACCCTCCGA CGAGCAGCTG AAGTCTGGCA CCGCITCCGT CGTIGIGCCIG
481 CTGAACAACT TCTACCCCCG CGAGGCCAAG GTGCAGTGGA AGGTGGACAA CGCCCTGCAG
541 TCCCGCAACT CCCAGCAAAG CGIGACCGAG CAGGACICCA AGCATAGCAC CTACLICCCILG
601 TCCTCCACCC TGACCCIGIC CAAGGCCGAC TACGAGAAGC ACAASGIGTA CGCCIGCGAA
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SEQ ID NO: 51 Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humana ndm. 60 quimérica

1

61
21
gl
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1241
1201
1261
1321
1381

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

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

SEQ ID NO: 53 Secuencia de aminoacidos de la cadena de IgG4 humana nim. 5F2.4 quimérica

ACATGTCGAG

ES 2784616 T3

CTCACCCACC ACCCCCTCTC TACQCCCCCTC ACCAACTCTT TCAACCCCCC CCACICC

A_CCAALCCA
GTGCAGCTGC
TGTTCTTICT
CCTTCAGGGA
AATCCAGCCC
CTCAAGATCG
CGACCTACTA
GZCTCCTCAG
ACCTCCGAGT
ACAGTGTCTT
CAGTCCTCCG
ACCAAGACCT
GTGGAATCTA
CCTTCCGTIGT
GAAGTGACCT
TACGTIGGACG
TCCACCTACC
GAGTACAAGT
AAGGCCAAGG
ATGACCAAGA
CCCCTCCAAT
CTGGACTCCG
CAGGAAGGCA
CAGANGTCCC

ccgoocaretrr
AGCACTCIGG
CTGGCTTTIC
AGGGTICTCGA
TGAACAGCCG
CCAGIGTCGA
TGATTACCAC
CTAGCACCAA
CTACCGCCGC
GGAACTCIGG
GCCICTACTC
ACACCTGTAR
AGTACGGCCC
TCCTCTTICC
GCGTCGTCGT
GCGICGAAGT
GGGICGTCTIC
GCAACGTCTC
GCCACCCCCG
ACCACGTCTC
CCCACTCCAA
ACGGCTCCTT
ACGTICTICIC
TGTCCCTCTC

CAlLCLICCLC
CCCTGGGATT
ACTGAGCACC
GZGGCTGGCA
ACTGACAATC
CACTGCAGAT
GZGGTACCTC
GGGCCCCTICC
TCTGGGCTGC
CGCCCTGACC
CCTGTCCTICC
CGTGGACCAC
TCCTTGCCCA
CCCAAAGCCC
GGATGTGTCC
GCACAACGCC
CGTGCTGACC
CAACAAGGGC
GGAACCCCAG
CCTGACCTIGT
CCCCCACCCT
CZTCCTGTAC
CZGCICIGIG
TCTGGGCANG

CLlCICCCICA
TTGCAGCCCT
TCTAATATGG
CACATTTGGT
TCCAAGGATA
ACTGCCZACAT
GATGTCTGGG
GTGTTTCCTIC
CTCGTGAAGG
TCCGGCGTGC
GTCGTGACTG
AAGCCCZTCCA
CCCTGCCCIG
AAGGACACCC
CAGGAAGATC
AAGACCAAGC
GTGCTGCACC
CTGCCCTCCA
GTGTACACAC
CTCGTGAAAG
CACAACAACT
TCTCGCCTGA
ATGCACGAGG

CCCCCCCACYT
CCCAGACCCT
GTGTAGGCTG
GGGATGATGA
CCICCAGCAA
ACTTCTGTGC
GCGCAGGGAC
TGGCCCCTTG
ACTACTTCCC
ACACATTTICC
T“GCCTTCCTC
ACACCAAGGT
CCCCTGAATT
“GATGATCTC
CCGAGGTGCA
CCAGAGAGGA
AGGATTGGCT
GCATCGAAAA
T“GCCTCCAAG
GCTTCTACCC
ACAACACCAC
CCGTGGACAA
CCCTGCACAA

CCACACCCAC
CAGTCTGACT
GATTCGTCAG
CAACCGCTAT
CCACGTATIC
TCGAATAGGC
CACCGTCACC
CTCCAGATCC
CGAGCCCGTG
AGCTGTGCTG
TAGCCTGGGC
GGACAAGCGG
TCTCGGCGGA
CCGCGACCCCC
GTTCAATTGG
ACACTTICAAC
GAACGGCAAA
GACCATCTCC
CCRACGAAGAG
CTCCGATATC
CCCCCCTCTIC
GTCCCGGTGG
CCACTACACC

ATGGAATGGA GCGGCCTGTIT CATZGTITCCTG CTGTICCGTGA CCGCGGGAGT GCACAGCGAC

ATCCAGATGA CTCAGICTCC AGCCTCCCTA TCTGTATCTG TGGGAGAAAC TGTCACCATC
CAAGTGAGAA TATTTACAGT AATTTAGCAT GGTATCAGCA GAAACAGGGA

AAATCICCLIC AGCICCLGCEL CLATGCIGCA ACAAAATTAG CAGATGGLIGL GCCALTCAAGG
CACACAGTAT TCCCTCAAGA TCAACAGCCT GCAGTCTGAA
TCAACATTTT TGGAATACTC CGTACACGTT CGGACGGGGG

TTCAGTGGCA
GATTTTGGGA

GACGAGCAGC
CGCGAGGCCA
AGCGTGACCG
TCCAAGGCCG
TCTAGCCCCG

GCGGATCACG
ACTATTACTG

TGAAGICTCGG
AGGTGCAGIG
AGCAGCACIC
ACTACCAGAA
TGACCAAGIC

CACCGCTTICC
GAAGGTGGAC
CAAGGACAGC
GCACAAGGTG
TTZ”CAACCGG

ACCAAGCTGG AAATAAAACC GACCGTAGCC GCCCCTTCCG TGTZTCATCIT TCCACCCICC

GTCGTGTGCC TGCTGAACAA CTTCTACCCC
AACGCCCZTGC AGTCCGGCAA CTCCCAGGAA
ACCTACTCCC TGTCCTCCAC CCTIGACCCTG
TACGCCTGCG AAGTGACCCA CCAGCGGCCTG

GGCGAGTIGC

MEWSGVFMEFLLSVIAGVHSEVQLOQSGAELVKPGASVKISCKASGYTETD
YNMDWVKQSHGKSLEWIGDINPNYESTGYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYM
ELRSLTSEDTAVYYCAREDDHDAFAYWGCQCTLVIVSAASTKCPSVEFPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKLYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSEGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVE SCSVMHEALH
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NHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 54 Secuencia de aminoacidos de la cadena kappa humana nim. 5F2.4 quimérica
MEWSGVFMFLLSVTAGVHSDIVLTQSPASVVVSLGQRATTSCRASKSVRT
SCYNYMHWYQQKPGOPPKLLIYLASNLKSGVPARFSGSGSCTDFTLNIHP
VEEADAATYYCQHSRELPYTFGCCTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTEQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 55 Secuencia de aminoacidos de la cadena de IgG4 humana ndm. 13 quimérica

MEWSGVEFMFLLSVTAGVHSQVQOLQQPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTI
YYMYWVKQRPGQGLEWIGEVDPSIGGISEFNEKFKSKATLTVDRSSSTAYM
HLSSLTSEDSAVYYCTRGGTYYAMDYWGQGTSVIVSSASTKGPSVFPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 56 Secuencia de aminoacidos de la cadena kappa humana ndm. 13 quimérica

MEWSGVFMFLLSVTAGVHSDVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRAGQSIVH
SNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
RVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTIFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 57 Secuencia de aminoacidos de la cadena de IgG4 humana ndm. 32 quimérica
MEWSGVFMFLLSVTAGVHSQVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASCYTETS
YDMYWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGDINFNEKFKSKATLTVDKSSSTAHM
QLSSLISEDSAVYYCTRGGTFYAMDYWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVE SKYGPPCPPCPAPE
FLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 58 Secuencia de aminoacidos la cadena de IgG1 humana ndm. 32 quimérica

MEWSGVFMFLLSVTAGVHSQVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFETS
YDMYWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGDTNFNEKFKSKATLTVDKSSSTAHM
QLSSLTSEDSAVYYCTRGGTFYAMDYWGQGTSVIVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
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PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 59 Secuencia de aminoacidos de cadena kappa humana num. 32 quimérica

MEWSGVFMFLLSVTAGVHSDIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVH
SNGNTYLEWYLOKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRESGSGSGTDFTLKIS
RVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 63 Secuencia de aminoacidos de cadena de IgG4 humana num. 35 quimérica

MEWSGVFMFLLSVTAGVHSQVQLOQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKD
YYMHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENGDTEYAPKFQGKATMTADTSSNTAYL
QLSSLTSEDTAVYYCNWEKEFYAMNDDWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPC
SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEF
LCCPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDCVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 61 Secuencia de aminoacidos de cadena kappa humana nim. 35 quimérica
MEWSGVFMFLLSVTAGVHSDIVMSQSPSSLAVSVGEKVIMSCKSSQSLLY
SSNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTI
SSVKAEDLAVYYCQQYYSYPRTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC

SEQ ID NO: 62 Secuencia de aminoacidos de cadena de IgG4 humana nim. 60 quimérica
MEWSCGVFMFLLSVTAGVHSQVQLQQSGPGILQPSQTLSLTCSFSCGFSLST
SNMGVGWIRQPSGKGLEWLAHI WWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQVE
LKIASVDTADTATYFCARICRPTMITTWYLDVWCACTTVTVSSASTKCPS
VEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVE SKYGPPCP
PCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSQEDPEVQENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVF SCSV
MHEALHNHEYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 63 Secuencia de aminoacidos de cadena kappa humana num. 60 quimérica

MEWSGVFMFLLSVTAGVHSDIQMNTQSPASLSVSVGETVTITCRASENTIYS
NLAWYQQKQGKSPQLLVYAATKLADGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSE
DFGNYYCOHFWNTPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

57



ES 2784616 T3

SEQ ID NO: 96 Secuencia de aminoacidos de ratén consenso de region variable de cadena
ligera num. 5F2.4

1 DNVLTQSPAS VVVSLGQORAT ISCRASKSVR TSGYNYMHWY QQKPGQPPKL LIYLASNLKS
61 GVPARFSGSG SGTDFTLNIH PVEEADAATY YCQHSRELPY TFGGGTKLEI KR

SEQ ID NO: 97 Secuencia de aminoacidos de ratén consenso de region variable de cadena
pesada num. 35

1 EVQLQOSGAE LVRSGASVKL SCTASGENIK DYYMHWVKQR PEQGLEWIGW IDPENCDTEY
61 APKFQCKATM TADTSSNTAY LQLSSLTSED TAVYYCNEWK FYAMDDWCQC TSVIVSS

SEQ ID NO: 98 Secuencia de aminoacidos de ratén consenso de region variable de cadena
pesada num. 60

1 OQVALKESGPG ILQPSQTLSL TCSFSGEFSLS TSNMGVGWIR QPSGKGLEWL AHIWWDDDKR
61 YNPALKSRLT ISKDTSSNQV FLKIASVDTA DTATYFCARI GRPTMITTWY LDVWGAGTITV
121  TVSS

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

DNVLTQSPDSLVVSLGERATISCRASKSVRTSGYNYMHWYQQOKPGOPPKL
LIYLASNLKSGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQEEDAATYYCQHSRELPY
TEFGQGTKLEIK

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

DNVLTQSPDSLAVSLGERAT ISCRASKSVRTSGYNYMHWYQOKPGOPPKL
LIYLASNLKSGVPARFSGSGSGIDFTLTISSLOAEDAATYYCQHSRELPY
TFGQGTKLEIK

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

DNVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASKSVRTSGYNYMHWYOQOKPGOPPKL
LIYLASNLKSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDAATYYCOHSRELPY
TFGOGTKLEIK

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

DNVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVRTSGYNYMHWYQOKPGQOPPKL
LIYLASNLKSGVPDRESGSGSGIDFTLTISSLOAEDAATYYCQHSRELPY
TEGQGTKLEIK

SEQ ID NO: 103
Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada VH1 anti-C2 5F2.4 humanizada

EVOLVQSGAELKKPGASVKISCKASGYTFTDYNMDWVKQAHGQGLEWIGD
INPNYESTGYNQKEFKGRATLTVDKSISTAYMELRSLTSEDTAVYYCARED
DHDAFAYWGQGTLVIVSS
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SEQ ID NO: 104
Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada VH2 anti-C2 5F2.4 humanizada

EVQLVQSCGAEVKKPGASVKISCKASGYTFTDYNMDWVKQATGQGCLEWIGD
INPNYESTGYNQKEFKGRATLTVDKSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARED
DHDAFAYWGQGCTLVIVSS

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

EVOLVQOSGAEVKKPGASVKISCKASGYTEF TDYNMDWVRQATGQGLEWIGD
INPNYESTGYNQKFKGRATLTVNKSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARED
DHDAFAYWGQGTLVIVSS

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

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEF TDYNMDWVRQATGQGLEWIGD
INPNYESTGYNQKEFKGRATMIVNKSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARED
DHDAFAYWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO: 107

Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera k humanizada 5F2.4 que contiene VL1 humanizada
GACAACGTGCTGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGTGGTGTCTCTGEGCGAGAGAGCCACC
ATCTCTTGCCGGGCCTCTAAGTCCGTECGGACCTCCGGCTACAACTACATGCACTGGTAT
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTCATCTACCTGCCCTCCAACCTGAAGTCC
GGCGTGCCCGCCAGATTCTCCGCCTCTGGCTCTGGCACCGACT TTACCCTGACCATCAGE
TCCCTGCAGGAAGAGGACGCCGCCACCTACTACTGCCAGCACTCCAGAGAGCTGCCCTAC
ACCTTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGCACCGTGGCCECTCCCTCCGTGTTC
ATCTTCCCACCTTCCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACAGCCTCCETCGTGZGCCTGCTG
AACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGCAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCC
GGCANCTCCCNAGGNANTCCCTGNACCCAGCAGGACTCCANGGNACAGCACCTACTCCCTGICC
TCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTE
ACCCACCAGGSCCTGTCTAGCCCCGTGACCAAGTCTTTCAACCGGSGCGAGTGE

SEQ ID NO: 108

Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera k humanizada 5F2.4 que contiene VL2 humanizada
GACAACGTGCTGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGCTGIGTCTCTGGGCGAGAGAGCCACC
ATCTCTTGCCGGGCCTCTAAGTCCGTGCGGACCTCCGGCTACAACTACATGCACTGGTAT
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATCTACCTGGCCTCCAACCTGAAGTCC
GGCGTGCCCGCCAGATTCTCCOECTCTGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATCAGE
TCCCTGCAGGCCGAGGATGCCGCCACCTACTACTGCCAGCACTCCAGAGAGCTGCCCTAC
ACCTTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGCACCGTGGCCECTCCCTCCGTGTTC
ATCTTCCCACCTTCCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACAGCCTCCOTCGTG GOCTGCTG
AACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGCAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCC
GGCAACTCCCAGGAATCCGTGACCCAGCAGGACTCCARGGACAGCACCTACTCCCTGTCC
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TCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCZGCGAAGTG
ACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGIGACCAAGTCTITCAACCGGSGCGAGTGC

SEQ ID NO: 109

Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera k humanizada 5F2.4 que contiene VL3 humanizada
GACAACGTGCTGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGCTGTGTCTC T GEGGCCAGAGAGCCACT
ATCTCTTGCCGGGCCTCTAAGTCCGTGCCGACCTCCGGCTACAACTACATGCACTGGTAT
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGAT CTACCTGGCCTCCAACCTGAAGTCC
GGCGTGCCCGACAGATTCTCCGCCTCTGCCTCTGGCACCCACT 2 TACCCTGACCATCAGT
TCCCTGCAGGCCGAGGATGCCGCCACCTACTACTGCCAGCACTCCAGAGAGCTGCCCTAC
ACCTTTCCCCACCCCACCAACCTCCAAATCAACCCCACCCTCCCCOCTCCCTCCCTOTTC
ATCTTCCCACCTTCCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACACCCTCCSTCGTGTGCCTGCTG
AACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGCTGCAGTGCAAGCTGCACAACGCCCTGCAGTCC
GGCAACTCCCAGGAATCCGTGACCGAGCAGGACTCCAAGCACAGCACCTACTZCCCTGICC
TCCACCCTCACCCTCTCCAACCCCCACTACCACAACCACAACCTCTACCCCTCCCAACTC

ACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTGACCAAGTCTTTCAACCGGEGCGAGTGC

SEQID NO: 110

Secuencia de ADNc que codifica la cadena ligera k humanizada 5F2.4 que contiene VL4 humanizada
GACAACGTGCTGACCCAGTCCCCTGACTCCCTGGCTGTGTCTC T GGGCCAGAGAGCCACT
ATCAACTGCCGGGCCICTAAGTICCGIGCCEGACCTCCGGCTACAACTACATGCACTGGTAT
CAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATCTACCTGGCCTCCAACCTGAAGTCC
GGCGTGCCCGACAGATTCTCCGCCTCTGCCTCTGGCACCCACT 2 TACCCTGACCATCAGC
TCCCTGCAGGCCGAGGATGCCGCCACCTACTACTGCCAGCACTCCAGAGAGCTGCCCTAC
ACCTTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGGACCCTGGCCECTCCCTCCGTGTTC
ATCTTCCCACCTTCCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACACCCTCCETCGTGTGCCTGCTE
AACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGCTGGACAACGCCCTGCAGTCC
GGCAACTCCCAGGAATCCGTGACCGAGCAGGACTCCAAGCACAGCACCTACTCCCTETCE
TCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCZGCGAAGTG
NACCCNACCNAGGGCCTIGTICTINGCCCCGIGACCANGTICTITCANCCCGEGCGAGTGC

SEQID NO: 111

Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1 humanizada
GAAGTGCAGCTGGTGCAGTCTGCCCCCCAGCTCAAGAAACCTGCCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGECTACACCTTCACCGACTACAACATGGACTGCCTCAAGCAGGCT
CACGGCCAGGGCCTGGAATCGATCGGCGACATCAACCCCAACTACCAGTCCACCGGCTAC
AACCAGAAGTTCAAGGGCACAGCCACCCTGACCGTGGACAAGTCCATCTCCACCGCCTAC
ATGGAACTGCGGTCCCTGACCTCTGAGCACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGAGCAC
GACCACGACGCCTTTGCTTATTCCGSCCAGGGCACCCTCCTGACCSTGTCCICTGCTTCT
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCTCIGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCCAGTCTACC
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GCCGCTCTGGGCTGCCTCGTGAAGCACTACTTCCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCTTGGAAC
TCTCCCCCTCTCACCTCCCCCOTCCACACCTTTCCACCTCTCCTCCACTCCTCCOCCCTC
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTICCAGCTCTCTGGGCACCAAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAACCCCTCCAACACCAAGCTGGACAAGCGGETGCAATCTAAGTAC
GGCCCTCCCTGCCCTICCTTGCCCAGCCCCTGAATTTCTIGGGCGGACCCAGCGTIGTICCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAACGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCSAAGTGACCTGCCTIG
GTGGTGGATGTGTCCCACGAAGATCCCGAGGTGCAGTICAATTGGTACGTGGACGGCCETG
GAAGTGCACAACGCCAACACCAAGCCTAGAGAGCAACAGTTCAACTCCACCTACCGGCTG
GTSTCCGTIGCTCACCGTCCTGCACCAGCATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAG
GTSTCCAACAAGGGCCTCCCTTCCAGCATCGAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAG
CCCCGGGAACCCCAGGTCTACACACTGCCTCCAAGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAG
CTCTCCCTCACATCCCTCCTCAAACCCTTCTACCCCTCCCATATCOCCCTCCAATCCCAC
TCCZAACGGCCAGCCTGACAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGITGGACTCCGACCEGT
TCCLICLIICCLIGIACLICLICGGULICGACAGTGCATAAGAGCCGGTGGCAGCAAGGCAACCLG
TICTICCIGCTCCGTIGATCCACGAGGCCCTGCACAACCACTATACCCAGAAGTCCCTGICC
CTGAGCCTGGGCAAG

SEQID NO: 112

Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH2 humanizada
GAAGTGCAGCTGGTGCACTCTCCCGCCCAAGTGARGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACACCTTCACCGACTACAACATGGACTGGGTCAAGCAGCCC
ACCGGCCAGGGCCTGGAATGCATCGGCCACATCAACCCCAACTACGAGTCCACCGGCTIAC
AACCAGAAGCTTCAAGGGCAGAGCCACCCTGACCGTGGACAAGTCCATCTCCACCGCCIAC
ATGGAACTGTCCTCCCTCCGGACCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGAGCAC
GACCACGACGCCTTTGCTTATT CGGGCCAGSGCACCCTCCTGACCETGTCCICTGCTICT
ACCAAGGGCCCCTCCGTCTITCCCICTGGCCCCTIGCTCCAGATCCACCTCCGAGTICTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTCCTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTG-CTTGGAAC
TCTGGCGCCOCTGACCTCCGGCETGCACACCTTTCCAGOTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTCCGTCCTGACTGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCAAGACCTACACC
TCTAACCTCCACCACAACCCCTCCAACACCAACCTCCACAACCCCOTCCAATCTAACTAC
GGCCCTCCCTGCCCTICCTTGCCCAGCCCCTGAATTTCTIGGGCGGACCCAGCGTGTTICCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAACGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCCTG
GTGGTGCATGTGTCCCACCAAGATCCCCAGSTGCAGTICAATTGGTACCTGGACGGCCTG
GAAGTGCACAACGCCAACACCAAGCCTAGAGAGGAACAGT TCAACTCCACCTACCGGETG
GTGTCCGTGCTGACCGTCCTGCACCAGCAT TGGCTGAACCCCARAGAGTACAAGTGCAAG
GTGTCCAACAAGGGCCTCCCTTCCAGCATCCAAAAGACCATCTCCARGGCCAAGGGCCAG
CCCCGGGAACCCCAGGTCGTACACACTGCCTCCAAGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGTCTCCTGAAAGGCTTCTACCCCTCCCATATCGCCGTGGAATGGCAG
TCCAACGGCCAGCCTGACAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACCGE
TCCTTCTTCCTIGTACTCICGGCTGACAGCTGGATAACGAGCCGGTGGCAGGAAGGCAACCTG
TTCTCCTGCTCCGTGATCCACGAGGCCCTGCACARCCACTATACCCAGAAG-CCCTGICC
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CTGTCTCTGGGAAAG

SEQID NO: 113

Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH3 humanizada
GAAGTGCAGCLGGLIGCAGCLCLIGCCGCCCAAGLIGAAGAAACCTGGCGCCICCGLIGAAGALC
TCCTGCAAGGCCTCCGGCTACACCTTCACCGACTACAACATCGACTGGGTGCGACAGGCT
ACCGGCCAGGGCCTGGAATGGATCGGCGACATCAACCCCAACTACGAGTCCACCGGCTAC
AACCAGAAGTTCAAGGGCAGAGCCACCCTGACCGTGAACAAGTCCATCTCCACCGCCTAC
ATGGAACLIGTCCLCCCLIGCGCACCGAGGACACCGCCGLIGIACTACIGCGCCAGAGAGGAC
GACCACGACGCCTITTIGCTTATTCGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCETGTCCTCTIGCTICT
ACTAAGGGCCCCTCCGTCTTCCCTCTGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTCTACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTCCTGAAGGACTACTTCCCCCAGCCCGTGACAGTGTCT TGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTG
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTCCACCTCTCTCGGCACCAAGACCTACACC
TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCAACACCAAGCTGGACAAGCGGETGGCAATCTAAGTAC
GGCCCTCCCTGCCCTCCTTGCCCAGCCCCTGAATTCTGGGCGGACCCAGCGTGTTCCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATCATCTCCCGGACCCCCSAAGTGACCTGCGTG
GTGGTGCATGTGTCCCAGGAAGATCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTACCGGGTG
GTGTCCGTGCTGACCGTCGCTGCACCAGGAT TGGCTCGAACGCCAAAGAGTACAAGTGCAAG
GTGTCCAACAAGGGCCTGCCTTCCAGCATCGAARAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAG
CCCCGGGAACCCCAGGTCTACACACTGCCTCCAACCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGTICTCGTCGAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGCGAG
TCCAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGE
TCCTTCTTCCTGTACTCTCGGCTCACAGTCGACAAGAGCCGCT GGCAGGAAGCCAACGTG
TTCTCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTATACCCAGAAGTCCCTIGTICC
CTGTCTCTGGGAAAG

SEQID NO: 114

Secuencia de ADNc que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH4 humanizada
GAAGTGCAGCTGGTGCAGT CTGCCGCCGAAGTGAAGAAACCTCGCSCCT CCGTCAAGGTG
TCCTGCAAGGCTTCCGGCTACACCT TZACCGACTACAACATGGACTGGGTGCCACAGGCT
ACCGGCCAGGGCCTGGAATGGATCGCCGACATCAACCCCAACTACGAGTCCACCGGCTAC
ANCCAGANGTTCANGGGCAGAGCCACCATGACCGTGANCAAGTCCATCTCCACCGCCTAC
ATGGAACTGTCCTCCCTGCGGACCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGCCAGAGAGGAC
GACCACGACGCCTTTGCTTATTCCGGCCACGGCACCCTCGTGACCSTCTCCTCTGCTICT
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCTCTGGCCCCTTGCTCCAGATCCACCTCCGAGTCTACC
GCCGCTCTGGECTGCCTCCTCANGGACTACTTCCCCCAGCCCGTGACAGTGTCT TGGANC
TCTGGCGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTITCCAGCTGTCGCTGCAGT CCTCCGGCCTE
TACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACTGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCAAGACCTACACC
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TGTAACGTGGACCACAAGCCCTCCANCACCANGGTGGACANGCGGETGCGANTCTAAGTAC
GGCCCTCCCTGCCCTICCT - GCCCAGCCCCTGAATTTCTGGSCGGACCCAGCGTIGTITCCTG
TTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTG
GTGGTGGATGIGTCCCAGGAAGATCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACEGCGTG
GAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTTICAACTCCACCTACCGGGTG
GTGTCCGTGCIGACCGTGCTIGCACCAGGATTIGGCTGAACGSCAAAGAGTACAAGTGCAAG
GTGTCCAACAAGGGCCTGCCTTCCAGCATCGAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGEGCCAG
CCCCGGGAACCCCAGGTGTACACACTGCCTCCAAGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGICTCGTGARAGGCTICTACCCCTCCGATATCSCCGTGGAATGGGAG
TCCAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGT
TCCTTCTITCCIGTACTCTCGCCTCACZCTGGATAAGTCCCSCTGGCAGGAAGGCAACGTS
TTCTCCTCCTCCCTCATCCACCACCCCCTCCACAACCACTATACCCACAACTCCCTCTICC

CTGTCTCTGGGAAAG

SEQID NO: 115
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena k ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL1 humanizada
DNVLTQSPDSLVVSLGERATISCRASKSVRTSGYNYMHWYQOKPGOPPKLLZYLASNLKSGVPARE SGSGSGTD

FTLT-SSLOEEDAATYYCQHSRELPYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVE _FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSUONSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVIHQCLSSPVIKSENRCEC

SEQID NO: 116
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena k ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL2 humanizada
DNVLZQSPDSLAVSLGERATISCRASKSVRISGYNYMHWYQOKPGOPPKLL-ZYLASNLKSGVPARESGSGSGTID

FTLTZSSLOQAEDAATYYCQHSRELPYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVE _FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC

SEQID NO: 117
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena k ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL3 humanizada
DNVLZQSPDSLAVSLGERATISCRASKSVRTSGYNYMHWYQQOKPGOPPKLL-_YLASNLKSGVPDRE SGSGSGTD

FTLTZSSLQAEDAATYYCQHSRELPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVE _FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQID NO: 118
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena k ligera humanizada 5F2.4 que contiene VL4 humanizada
DNVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVRTSGYNYMHWYQQOKPGOPPKLL-_YLASNLKSGVPDRE SGSGSGTD

FILTZSSLQAEDAATYYCQHSRELPYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFE _FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQID NO: 119

Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH1 humanizada
EVOLVQSGAELKKPGASVKISCKASGYTFTDYNMDWVKQAHGQGLEWIGDINPNYESTCYNQKEFKCRATLTVDK
SISTAYMELRSLTSEDTAVYYCAREDDHDAFAVWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK

DYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYZCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKCTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
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TYRVVSVLZVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYZLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSLCG
K

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

EVOLVOSGAEVKKPGASVKISCKASGYTEFTDYNMDWVKQATGQGLEWIGDINPNYESTGYNQKFKCRATLTVDK
SISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREDDHDAFAYWGQGTILVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTY_CNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVLZVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVY _“LPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLC
K

SEQID NO: 121
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH3 humanizada

EVOLVOSGAEVKKPGASVKLISCKASGY TETDYNMDWVRQATGOQGLEWLGD INPNYESTGYNQKEKCRATLTVNK
SISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREDDHDAFAYWGQGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYZCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVL-VLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYZLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVE SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLC
K

SEQID NO: 122
Secuencia de aminoacidos que codifica la cadena de IgG4 humanizada 5F2.4 que contiene VH4 humanizada

EVOLVOSGAEVKKPCGASVKVSCKASGCYTFTDYNMDWVRQATGCOQCGLEWIGCDINPNYESTGYNQKFKCRATMTIVNK
SISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREDDHDAFAYWGQGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYZCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TYRVVSVLZVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVY_LPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY TOQKSLSLSLC
K
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