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DESCRIPCION

Variantes de Coversin que carecen de unién a C5

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos de Coversin modificados que tienen actividad de unién a
leucotrienos/hidroxieicosanoides (LK/E) y union a C5 reducida o ausente y composiciones que comprenden los
mismos utiles en el tratamiento de enfermedades y afecciones mediadas por eicosanoides y, en particular, a
compuestos modificados derivados de garrapatas modificados que tienen actividad de wunién a
leucotrienos/hidroxieicosanoides (LK/E) para el tratamiento de enfermedades y afecciones mediadas por leucotrienos
e hidroxieicosanoides, y en particular LTBa.

Antecedentes de la invencion

Los eicosanoides son una familia de mediadores lipidicos oxigenados bioldgicamente activos que se derivan
del acido araquidénico (AA), un acido graso de 20 carbonos, a través de tres vias enzimaticas principales: la
ciclooxigenasa (COX), la lipoxigenasa (LO) y la citocromo P450 monooxigenasa (CYP450). Los eicosanoides incluyen
los prostanoides (incluidas las prostaglandinas, PG, y los tromboxanos, TXB) derivados de la via de COX, los
leucotrienos (LK) de la via de LO y los acidos hidroxieicosatetraenoico (HETE) y los &cidos epoxieicosatrienoicos
(EET) de las vias de la LO y de la P450 monooxigenasa (Curtis-Prior, 2004; Peters-Golden y Henderson Jr., 2007).
Los eicosanoides median numerosos efectos sobre diversos tipos de células y 6rganos. Estos efectos incluyen la
regulacién del tono vascular y la permeabilidad de capilares y vénulas (PGs, TBXs, LKs), la contraccion o relajacion
muscular (PGs, TBXs, cisteinil LKs), la estimulacién o inhibicion de la funcién plaquetaria (TBXs, PGs, LKs), la
regulacién del flujo sanguineo renal y el metabolismo mineral (Imig, 2000; Hao y Breyer, 2007), control del crecimiento
y/o propagaciéon de células malignas (Schwartz et al, 2005; Aya, 20086), y activacién de leucocitos en particular en
condiciones autoinmunes e inflamatorias (LKs, HETEs) (Samuelsson, 1983; Kim y Luster, 2007).

El leucotrieno B4 (LTB4) es el eicosanoide quimiotactico y quimiocinético mas potente descrito y promueve la
adhesion de los neutréfilos al endotelio vascular mediante la regulacion por incremento de integrinas (Hoover et al,
1984). También es un secretagogo completo para los neutrofilos, induce su agregacion y aumenta la permeabilidad
microvascular. LTB4 recluta y activa las células asesinas naturales, los monocitos y los eosinéfilos. Aumenta la
formacion de radicales superéxidos (Harrison y Murphy, 1995) y modula la expresion génica, incluyendo la produccion
de una serie de citoquinas y mediadores proinflamatorios que pueden aumentar y prolongar la inflamacion tisular
(Ford-Hutchinson, 1990; Showell et al., 1995). LTB4 también desempefia funciones en la induccion y la gestion de
respuestas inmunitarias adaptativas. Por ejemplo, regulacion del trafico de células dendriticas para drenar los ganglios
linfaticos (Klaas et al, 2005; Del Prete et al, 2007), la produccién de la citoquina Th2 IL-13 a partir de células T
pulmonares (Miyahara et al, 2006), el reclutamiento de células T efectoras CD8+ especificas de antigeno (Taube et
al, 2006) y la activacion y proliferacién de linfocitos B humanos (Yamaoka et al, 1989).

El leucotrieno B4 (LTB4) y los hidroxieicosanoides median sus efectos a través de los receptores acoplados
a proteinas Gde BLT1 y BLT2 (Yokomizo et al, 1997, 2000). EI BLT1 humano es un receptor de alta afinidad (Ko 0,39-
1,5 nM; Tager y Luster, 2003) especifico para LTB4 con s6lo 20-hidroxi LTB4 y 12-epi LTB4 capaz de desplazar a
LTB4 en estudios de unién competitiva (Yokomizo et al., 2001). El BLT2 humano tiene una afinidad 20 veces menor
(Ko 23 nM) por la LTB4 que el BLT1 y se activa al unirse a un intervalo mas amplio de eicosanoides, incluyendo la 12-
epi LTBa4, la 20-hidroxi LTB4, el 12(S)-y el 15(S)-HETE y el 12(S)- y el 15(S)-HPETE (Yokomizo et al., 2001). EI BLT2
humano tiene un 45,2 y un 44,6% de identidad aminoacidica con el BLT1 humano y de ratén, mientras que el BLT2
humano y de ratén tienen un 92,7% de identidad (Yokomizo et al, 2000).

El BLT1 humano se expresa principalmente en la superficie de los leucocitos, aunque recientemente se ha
descrito en células endoteliales y células musculares lisas vasculares. El BLT2 humano se expresa en una variedad
mas amplia de tejidos y tipos celulares. Se han descrito una serie de antagonistas especificos de BLT1 y BLT2 que
inhiben la activacion, extravasacion y apoptosis de neutréfilos humanos (Kim y Luster, 2007) y reducen los sintomas
provocados por la infiltracién de neutrofilos en modelos de ratén de artritis inflamatoria (Kim et al., 2006) y reperfusién
de isquemia renal (Noiri et al., 2000). Cada vez mas estudios indican que tanto BLT1 como BLT2 pueden mediar
efectos patologicos a través de LTB4 e hidroxieicosanoides (Lundeen et al., 2006), aunque BLT1 tiene sin duda un
papel dominante en algunas patologias como la artritis inducida por colageno en ratones (Shao et al, 2006). Los
ratones deficientes en BLT1-/- también han puesto de relieve la importancia de BLT1 en el direccionamiento de la
migracién de neutréfilos en las respuestas inflamatorias. En particular, se us6é una cepa de ratén deficiente en 5LO
para demostrar que la activacién autocrina de BLT1 en los neutréfilos es necesaria para su reclutamiento en las
articulaciones artriticas (Chen et al., 2006).

Los derivados isoméricos oxidados de LTB4, como los isoleucotrienos B4, también son biolégicamente
activos (Harrison et al, 1995). Al igual que los hidroxieicosanoides, por ejemplo el 5(S)-HETE es un quimioatrayente
muy potente para los eosinéfilos (Powell y Rokach, 2005). Los cisteinil LK, que se derivan de LTA4, estan
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correlacionados con la fisiopatologia del asma, que incluye: broncoconstriccion provocada por la contraccion del
musculo liso que recubre las vias respiratorias; edema de la mucosa provocado por la fuga vascular; aumento de la
secrecién de moco; y presencia de un infiltrado de células inflamatorias rico en eosinofilos (Bisgaard et al., 1985;
Drazen et al., 1988).

Una serie de farmacos comercializados se dirigen a los eicosanoides. Entre ellos se encuentran los
glucocorticoides, que modulan la fosfolipasa A2 (PLA2) e inhiben de este modo la liberacion del precursor eicosanoide
AA (Sebaldt et al., 1990). Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y otros inhibidores de la COX2 que impiden
la sintesis de PG y TXB (Curry et al., 2005). También hay una serie de modificadores de LK que inhiben la enzima 5-
LO necesaria para la sintesis de LTB4 (Zileuton; Dube et al., 1998), o antagonizan el receptor CysLT1 que media los
efectos de los cisteinil leucotrienos (Zafirlukast y Montelukast) (Sharma y Mohammed, 2006). Los modificadores de
LK estan disponibles por via oral y han sido aprobados por la FDA para su uso en el tratamiento, por ejemplo, del
asma. Todavia no ha llegado al mercado ningun farmaco que actiie especificamente sobre LTB4 0 sus receptores.

La WQ02004/106369 describe un inhibidor del complemento (C) derivado de garrapatas blandas, Coversin,
que inhibe las vias clasica, lectina y alternativa del complemento mediante la unién directa al componente C5 del
complemento (Nunn et al, 2005). La Coversin procede de las glandulas salivales de artropodos hematofagos. Tiene
un potencial terapéutico demostrado (Hepburn et al, 2007). La Coversin impide la activacién del componente 5 de C
(C5) mediada por el complemento (C) en una amplia variedad de especies de mamiferos, incluyendo los humanos
(Barratt-Due, A., et al. (2011) J. Immunol. 187, 4913-4919)). Al unirse directamente a los dominios CUB, C5d y C5-
C345C C5, Coversin impide la escision de C5 por las convertasas del complemento C5, evitando de este modo la
liberacion de anafilatoxina C5a y la formacién de C5b, que nuclea la formacién del complejo de atague de membrana
(MAC) que comprende los componentes del complemento complejo C5b-9 (consultar, por ejemplo, Jore et al. 2016).
También se ha demostrado que la Coversin se une a eicosanoides, en particular LKs, especialmente LTB4 (Roversi,
P., et al., (2013) J. Biol. Chem. 2013, 288:18789-18802) encerrandolos entonces dentro del cuerpo de la proteina. Se
sabe que la Coversin puede unir LTB4 y C5 simultdneamente, y que los sitios de unién estan situados en caras
opuestas de la Coversin, y que el bolsillo de unién de LTB4 es totalmente accesible en el complejo C5-Coversin (Jore
et al. 2016).

La WO 2009/0984S4 describe el tratamiento de enfermedades y afecciones mediadas por eicosanoides.
Mans B.J. et al, (2008) describe la funcién, el mecanismo y la evolucién del clado de moubatina de lipocalinas de
garrapatas blandas.

Sumario de la invencion

Se ha descubierto que el polipéptido de Coversin puede modificarse para reducir o eliminar su actividad de
union a C5 (y, por tanto, su actividad inhibidora del complemento) a la vez que se conserva la actividad de union a
leucotrienos/hidroxieicosanoides (LK/E) (por ejemplo, la actividad de unién a LTB4). En particular, los presentes
inventores han demostrado que la modificacion de polipéptidos de Coversin que comprenden la SEQ ID NO: 3 en
residuos especificos puede reducir o eliminar la union a C5.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a versiones modificadas de polipéptidos de Coversin que
comprenden la SEQ ID NO: 3 como se define en las reivindicaciones, especificamente en donde el polipéptido
modificado de Coversin muestra actividad de unién a leucotrienos o hidroxieicosanoides y unién a CS reducida o
ausente, dicho polipéptido de Coversin modificado comprendiendo la SEQ ID NO: 3 en el que se realizan hasta 30
sustituciones de aminoacidos, en donde:

(i} en las posiciones 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 se realizan las siguientes sustituciones (a)-(e)

a. Met116 se sustituye por Gin, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala, Pro, His o Thr;

b. Leu117 se sustituye por Ser, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala o Pro;

c. Gly121 se sustituye por Ala, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro o His;

d. Leu122 se sustituye por Asp, Glu, Asn, Ala, Gin, Arg, Lys, Pro o His;y

e. Glu123 se sustituye por Ala, Asp, GiIn, Asn, Arg, Lys, Gly, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His o Thr; y en donde

(i) Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn, Asp, Gin, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro o His; y en
donde

(iii) Asp149 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly, GIn, Asn, Ala, Met, Arg, Lys, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His
o Thr, y en donde

(iv) Met114, Trp115, Asp118, Ala119, Gly120 y Val124 no estan sustituidos,

o un fragmento del mismo en el que se suprimen hasta cinco aminoacidos del extremo N terminal del polipéptido de
Coversin modificado, y a los polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos de Coversin modificados.

Tales polipéptidos de Coversin modificados, o polinucleétidos que codifican tales polipéptidos de Coversin

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 980 279 T3

modificados actian como inhibidores de LK/E y pueden usarse en la prevencion y el tratamiento de enfermedades y
afecciones mediadas por LK/E. Puede observarse que estas moléculas modificadas mostraran una union reducida o
nula a C5y, como consecuencia, habra una inhibicién reducida o nula de la convertasa C5, y una interferencia reducida
o nula con la actividad del complemento.

La invencion también se refiere as polipéptidos de Coversin modificados y nucledtidos codificantes de la
invencion para su uso en el tratamiento de enfermedades en las que estan implicados en la patologia de las
enfermedades los leucotrienos, especialmente LTB4 e hidroxieicosanoides. Los polipéptidos de Coversin modificados
de la invencion pueden unirse y enjaular a LKs e hidroxyeicosanoides. Esto puede impedir que los ligandos interactden
con los receptores tanto BLT1 como BLT2 y mejorar los efectos proinflamatorios de los acidos grasos, que con
frecuencia se ha demostrado que dependen de la sefializacién a través de ambos receptores. Por tanto, de acuerdo
con un aspecto de la presente invencién, se proporcionan los polipéptidos de Coversin modificados y nucleétidos
codificantes de la invencién para el tratamiento de una enfermedad o afeccion mediada por un leucotrieno o
hidroxieicosanoide.

Los polipéptidos o polinucleétidos de la presente invencion pueden usarse en el tratamiento de enfermedades
y afecciones mediadas por un leucotrieno o hidroxieicosanoide. Ejemplos de enfermedades y trastornos que pueden
tratarse de acuerdo con la presente invencion incluyen el asma.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicién que comprende un
polipéptido de Coversin modificado y un acido graso. El acido graso es preferiblemente un acido graso terapéutico y
se proporciona para su adminsitracién a un individuo.

En un aspecto adicional de la presente invencién se proporciona una proteina de fusién que comprende un
polipéptido de Coversin modificado de la invencién que generalmente esta fusionado genéticamente o quimicamente
a uno o mas péptidos o polipéptidos, opcionalmente

(i) que comprende una secuencia PAS; o

(i) que comprende una secuencia PAS que consiste en 30 copias de la SEQ ID NO: 13, fusionada al extremo N
terminal del polipéptido de Coversin modificado de la invencién.

Descripcion de las Figuras

La Fig. 1(a) muestra un diagrama esquematico de las vias clasica y alternativa de activaciéon del complemento.
Componentes enzimaticos, en gris oscuro. Anafilatoxinas dentro de estrellas. (b) muestra diagrama esquematico de
la via de los eicosanoides.

La Fig. 2 muestra (A) Secuencia primaria de la Coversin. Secuencia sefial subrayada. Residuos de cisteina en negrita.
Nidmero de nucledtidos y aminoacidos indicado a la derecha. (B) Ejemplos de variantes de Coversin

La Fig. 3 muestra un gel de SDS-PAGE reductor de la Coversin de tipo salvaje (carril 1), la variante 1 de Coversin
(carril 2) y la variante 2 de Coversin (carril 3} expresadas y purificadas a partir de E. coli.

La Fig. 4 muestra trazas de resonancia de plasmon superficial para la Coversin de tipo salvaje y las variantes 1y 2 de
la Coversin que se unen a C5 (A), asi como las versiones PASiladas de las mismas (B).

La Fig. 5 muestra curvas de titulacién de fluorescencia para la Coversin de tipo salvaje y las variantes 1 y 2 de la
Coversin, a varias concentraciones, uniéndose a LTB4 (A) asi como a versiones PASiladas de las mismas (B).

La Fig. 6 muestra las curvas de desnaturalizacién térmica de la Coversin de tipo salvaje y de las variantes 1y 2 de la
Coversin, medidas por espectroscopia de dicroismo circular. También se muestra una tabla de valores para la
temperatura de fusién de cada proteina.

La Fig. 7 muestra el efecto de la Coversin de tipo salvaje y de las variantes 1 y 2 de la Coversin sobre la lisis de
glébulos rojos de oveja mediada por C5, medida mediante un ensayo CH50. Los resultados de este ensayo mostrados
en la figura 7 se usan como una medicién indirecta de la capacidad de la Coversin de tipo salvaje y las variantes 1y
2 para inhibir el C5.

La Fig- 8 muestra el efecto de la L-Coversin sobre el nimero de eosinofilos y neutréfilos en el liquido broncoalveolar
y los pulmones de modelos de ratén de asma. Los ratones asmaticos fueron expuestos a acaros del polvo doméstico
(HDM) antes de la administracion de L-Coversin. Se introdujo solucién salina tamponada con fosfato en los grupos de
ratones de control en lugar de la exposicién a HDM.

La Fig. 9 muestra el efecto de la L-Coversin de accion prolongada (PAS-L-Coversin} en el modelo de ratén de EBA
(A-experimento 1, B experimento 2).

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia polinucleotidica de la Coversin de Omithodoros moubata.
SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la Coversin de Ornithodoros moubata (es decir, los aminoacidos 1-
168). La secuencia presenta un giro entre beta H y alfa2 en los aminoacidos 132 a 142.
SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoé&cidos de los aminoacidos 19 a 168 mostrada en la SEQ ID NO: 2 y es la
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secuencia de aminoacidos de la Coversin de Ornithodoros moubata sin la primera secuencia de 18 aminoacidos de la
proteina de la SEQ ID NO: 2, que es una secuencia sefial. La secuencia presenta un giro entre beta H y alfa2 en los
aminoacidos 114 a 124.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de una Coversin modificada en la que la SEQ ID NO: 3 se ha modificado
para cambiar Met114 por GIn, Met116 por GIn, Leu117 por Ser, Asp118 por Asn, Ala119 por Gly, Gly120 por Ser,
Gly121 por Ala, Leu122 por Asp, Glu123 por Asp y Val124 por Lys. (variante 1 de Coversin)

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de una Coversin modificada de acuerdo con la presente invencion en
la que la SEQ ID NO: 3 se ha modificado para cambiar Ala44 por Asn, Met116 por Gin, Leu117 por Ser, Gly121 por
Ala, Leu122 por Asp, Glu123 por Ala y Asp149 por Gly. (variante 2 de Coversin)

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de una Coversin modificada, modificada para cambiar Ala44 por Asn,
Met116 por Gin, Leu122 por Asp y Asp149 por Gly. (variante 3 de Coversin)

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de una Coversin modificada, modificada para cambiar Ala44 por Asn.
(variante 4 de Coversin).

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos del giro entre beta H y alfa2 en las posiciones de aminoacidos 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 (posiciones de aminoacidos 132-142 de la SEQ ID NO: 2).

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos del giro entre beta H y alfa2 en las posiciones de aminoacidos 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 en la variante 1 de Coversin (SEQ ID NO: 5).

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos del giro entre beta H y alfa2 en las posiciones de aminoacidos 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 en la variante 2 de Coversin (SEQ ID NO: 6).

SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos del giro entre beta H y alfa2 en las posiciones de aminoacidos 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 en la variante 3 de Coversin (SEQ ID NO: 7).

SEQ ID NO:13 a 19 son secuencias PAS.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona un polipéptido de Coversin modificado que presenta actividad de union a
leucotrienos o hidroxieicosanoides y unién a C5 reducida o ausente, dicho polipéptido de Coversin modificado
comprendiendo la SEQ ID NO: 3 en el que se realizan hasta 30 sustituciones de aminoacidos, en donde

(i} en las posiciones 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 se realizan las sustituciones (a)-(e):

a. Met116 se sustituye por Gin, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala, Pro, His o Thr;

b. Leu117 se sustituye por Ser, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala o Pro;

c. Gly121 se sustituye por Ala, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro o His;

d. Leu122 se sustituye por Asp, Glu, Asn, Ala, Gin, Arg, Lys, Pro o His;y

e. Glu123 se sustituye por Ala, Asp, GiIn, Asn, Arg, Lys, Gly, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His o Thr; y en donde

(i) Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn, Asp, Gin, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro o His; y en
donde

(iii) Asp149 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly, GIn, Asn, Ala, Met, Arg, Lys, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His
o Thr, y en donde

(iv) Met114, Trp115, Asp118, Ala119, Gly120 y Val124 no estan sustituidos,

o un fragmento del mismo en el que se suprimen hasta cinco aminoacidos del extremo N terminal del polipéptido de
Coversin modificado.

También se proporciona una proteina de fusién que comprende un polipéptido de Coversin modificado de
acuerdo con la invencién que generalmente esta fusionado genéticamente o quimicamente a uno o mas péptidos o
polipéptidos, opcionalmente

(i que comprende una secuencia PAS; o
(i) que comprende una secuencia PAS que consiste en 30 copias de la SEQ ID NO: 13, fusionada al extremo N
terminal del polipéptido de Coversin modificado.

También se proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de Coversin modificado
o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencién, asi como un vector que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencién, y una célula huésped que comprende una molécula de &cido nucleico de acuerdo
con la invencién o un vector de acuerdo con la invencion.

También se proporciona un método para preparar un polipéptido de Coversin modificado o un fragmento del
mismo de acuerdo con la invencién o una proteina de fusién de acuerdo con la invencién que comprende cultivar una
célula huésped de acuerdo con la invencion en condiciones por las que se expresa dicha proteina y recuperar dicha
proteina producida de este modo.
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También se proporciona una composicion que comprende un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo
con la invencién, una proteina de fusién de acuerdo con la invencién, o una molécula de acido nucleico de acuerdo
con la invencion junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

Se proporciona ademas un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la invencion, una proteina de
fusion de acuerdo con la invencién, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién o una composicién
de acuerdo con la invencién para su uso en terapia.

También se proporciona un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la invencién, una proteina de
fusion de acuerdo con la invencién, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon o composicién de
acuerdo con la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por un leucotrieno o
hidroxyeicosanoide, asi como un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccién mediada por un
leucotrieno o hidroxieicosanoide en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto de acuerdo con la invencion,
una proteina de fusion de acuerdo con la invencién, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién o
composicién de acuerdo con la invencion.

En un aspecto, la presente invencién proporciona polipéptidos de Coversin modificados o polinucleétidos que
codifican dichos polipéptidos de Coversin modificados para el tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por
leucotrienos o hidroxieicosanoides.

Se proporciona ademas un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la invencion, una proteina de
fusion de acuerdo con la invencién, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon o composicién de
acuerdo con la invencién para su uso en un método para tratar el asma.

Polipéptidos de Coversin modificados

El polipéptido de Coversin modificado de la invencion se basa en un inhibidor del complemento derivado de
la garrapata, aislado de la saliva de Ornithodoros moubata. Esta proteina se aisloé por primera vez de las glandulas
salivales de la garrapata y se ha descubierto que inhibe las vias clasica y alternativa del complemento, asi como el
leucotrieno y los hidroxieicosanoides, (en particular LTB4). La secuencia de aminoacidos de esta proteina se muestra
en la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la invencion
puede ser una versién modificada de la secuencia completa mostrada en la SEQ ID NO: 2.

En realizaciones alternativas, el polipéptido de Coversin modificado se proporciona en una forma que no
incluye los primeros 18 aminoacidos de la secuencia proteica (una secuencia sefial). Por consiguiente, un polipéptido
de Coversin modificado de acuerdo con la invencién puede ser una versidon modificada de la SEQ ID NO: 3, es decir,
de los aminoacidos 19 a 168 de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

A lo largo de esta solicitud, las referencias a un "polipéptido de Coversin modificado" deben entenderse como
una referencia a una version modificada de cualquiera de la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3, es decir, el polipéptido
de Coversin con o sin la secuencia sefial de 18 aminoacidos que se ve en el extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 2.

Cuando un aminoacido particular dentro de la SEQ ID NO: 3 se define por referencia al nimero de su posicion
en la SEQ ID NO: 3, este aminoacido también puede definirse por referencia al nimero de su posicion en la SEQ ID
NO: 2 y este nimero sera 18 mayor que para la SEQ ID NO: 3 debido a la presencia de la secuencia sefial de 18
aminoacidos en el extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 2.

La secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién varia de la de la
SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 hasta en 30 aminoacidos como se especifica en las reivindicaciones, pero conserva
en cierto grado la actividad de unién a LK/E como se observa con el polipéptido de Coversin no modificado. Los
polipéptidos de Coversin modificados de la invencion también presentan una union a C5 reducida o ausente en
comparacioén con los polipéptidos de Coversin no modificados de la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3. La actividad de
union a LK/E, como se usa en la presente, se refiere a la capacidad de unirse a leucotrienos e hidroxieicosanoides
incluyendo, entre otros, LTBa4, isoleucotrienos B4 y cualquier derivado hidroxilado de los mismos, HETEs, HPETEs y
EETs. La union a LTB4 es de particular interés.

Los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién pueden consistir en la SEQ ID NO: 2 o 3,
modificados como se define en las reivindicaciones, como de acuerdo con la descripcidon que sigue, o pueden
comprender la SEQ ID NO: 2 o 3, modificados como se define en las reivindicaciones, como de acuerdo con la
descripcién que sigue.

El polipéptido de Coversin no modificado de la SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 presenta un giro entre beta H
y alfa2 en las posiciones de aminoacidos 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 (posiciones de aminoacidos 132-142 de la
SEQ ID NO: 2). Este giro tiene la secuencia que se muestra a continuacion:
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-Met-Trp-Met-Leu-Asp-Ala-Gly-Gly-Leu-Glu-Val- (SEQ ID NO: 9=

La primera Met se encuentra en la posicion 114 de la SEQ ID NO: 3 y en la posicion 132 de la SEQ ID NO:

En la invencién, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que en las posiciones 114 a 124 de la
SEQ ID NO: 3 estan presentes las siguientes sustituciones (a)-(e):

a. Met116 se sustituye por Gin, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala, Pro, His o Thr, preferiblemente Gin o Al, por
ejemplo, Gin;

b. Leu117 se sustituye por Ser, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala o Pro, preferiblemente Ser o al, por ejemplo, Ser;
c. Gly121 se sustituye por Ala, Asp, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro, o His, preferiblemente Ala o Asn,
por ejemplo, Ala;

d. Leu122 se sustituye por Asp, Glu, Asn, Gin, Arg, Lys, Pro o His, preferiblemente Asp o Al, por ejemplo, Asp;y
e. Glu123 se sustituye por Asp, Ala, GIn, Asn, Arg, Lys, Gly, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His o Thr, preferiblemente
Asp, Ala, GIn o ASn, por ejemplo Asp o Ala;

y adicionalmente Ala44 en la SEQ ID NO: 3 (Ala62 en la SEQ ID NO: 2) se sustituye por Asn, Asp, GIn, Glu, Arg, Lys,
Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro, o His, preferiblemente Asn,

y adicionalmente Asp149 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly, Gin, Asn, Ala, Met, Arg, Lys, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr,
Pro, His, o Thr, y en donde

Met114, Trp115, Asp118, Ala119, Gly120, y Val124 no estan sustituidos.

En algunas realizaciones, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que en las posiciones 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 estén presentes las siguientes sustituciones:

a. Met116 se sustituye por Gin;

b. Leu117 se sustituye por Ser;

c. Gly121 se sustituye por Ala;

d. Leu122 se sustituye por Asp;

e. Glu123 se sustituye por Ala;

y Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn.

En aspectos preferidos de esta realizacion, los residuos de aminoé&cidos correspondientes a las posiciones
114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 son los expuestos en la SEQ ID NO: 11.

En algunas realizaciones, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que en las posiciones 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 estén presentes las siguientes sustituciones:

a. Met116 se sustituye por Gin;
b. Leu122 se sustituye por Asp;
y Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn

En algunas realizaciones, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que Asp149 de la SEQ ID NO:
3 se sustituye por Gly.

En algunas realizaciones, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que en las posiciones 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 estén presentes las siguientes sustituciones:

a. Met116 se sustituye por Gin;
b. Leu117 se sustituye por Ser;
c. Gly121 se sustituye por Ala;
d. Leu122 se sustituye por Asp;
e. Glu123 se sustituye por Ala;

Alad4 de la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn y Asp149 de la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly149.

En aspectos preferidos de esta realizacion, los residuos de aminoé&cidos correspondientes a las posiciones
114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 son los expuestos en la SEQ ID NO:11.

En algunas realizaciones, el polipéptido de Coversin se modifica de tal manera que en las posiciones 114 a
124 de la SEQ ID NO: 3 estén presentes las siguientes sustituciones:
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a. Met116 se sustituye por Gin;
b. Leu122 se sustituye por Asp;

Alad4 de la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn y Asp149 de la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly149.

En los varios aspectos y realizaciones de esta divulgacion, los polipéptidos de Coversin modificados de la
invencion difieren de los polipéptidos de Coversin no modificados de la SEQ ID NO: 2y la SEQ ID NO: 3 hasta en 30
aminoacidos como se especifica en las reivindicaciones.

En algunas realizaciones de la invencion, los seis aminoacidos de cisteina en las posiciones 6, 38, 100, 128,
129, 150 de la SEQ ID NO: 3 se conservan en los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién.

En algunas realizaciones, Asn60 y Asn84 en la SEQ ID NO: 3 se sustituyen cada uno por Gin. Esta
modificacién puede llevarse a cabo mediante mutagénesis dirigida al sitio para evitar la hiperglucosilacion ligada a N
cuando el polipéptido se expresa en células eucariotas (por ejemplo, levadura, planta, mamifero).

En algunas realizaciones, se cree que uno o mas de los siguientes aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 estan
implicados en la unién a LTB4 vy, por lo tanto, pueden conservarse en forma no modificada: Phe18, Tyr25, Arg36,
Leud9, Gly41, Pro43, Leu52, Val54, Met56, Phe58, Thr67, Trp69, Phe71, GIn87, Arg89, His99, His101 y Asp103. En
algunas realizaciones, por lo menos cinco, diez o0 quince, o todos estos aminoacidos se conservan en forma no
modificada en los polipéptidos de Coversin modificados de la invencion. En algunas realizaciones, uno o mas de estos
aminoacidos pueden sustituirse de manera conservadora. En algunas realizaciones, hasta cinco, diez o quince, 0
todos estos aminoacidos se sustituyen de manera conservadora en los polipéptidos de Coversin modificados de la
invencién.

Los aminoacidos en las siguientes posiciones de la SEQ ID NO: 3 estan altamente conservados entre la
Coversiny TSGP2 y TSGP3: 5, 6, 11, 13-15, 20-21, 24-27, 29-32, 35-41, 45, 47-48, 50, 52-60, 64, 66, 69-81, 83, 84,
86, 90-94, 97-104, 112-113, 115, 125-129, 132-139, 145, 148, y 150.

Se cree que los aminoacidos en las siguientes posiciones de la SEQ ID NO: 3 estan implicados en la unién a
LTB4 y/o estan altamente conservados entre la Coversiny TSGP2 y TSGP3: 5, 6, 11, 13-15, 18, 20-21, 24-27, 29-32,
35-41, 43, 45, 47-48, 50, 52-60, 64, 66, 67, 69-81, 83, 84, 86, 87, 89, 90-94, 97-104, 112-113, 115, 125-129, 132-139,
145, 148 y 150.

Se cree que los aminoacidos en las siguientes posiciones de la SEQ ID NO: 3 estan implicados en la unién a
LTB4 y/o estan altamente conservados entre Coversiny TSGP2 y TSGP3: 5, 6, 11, 13-15, 18, 20-21, 24-25, 27, 30-
32, 35-41, 43, 47-48, 50, 52-60, 64, 66, 67, 69-81, 83, 84, 86, 87, 89, 90-94, 98, 100, 102-104, 112-113, 115, 126, 128-
129, 132-139, 145, 148 y 150.

En algunas realizaciones, por lo tanto, los aminoacidos anteriores se conservan en forma no modificada. En
la invencion, Trp115 no esta sustituido. En algunas realizaciones, por lo menos cinco, diez o quince, o todos estos
aminoacidos se conservan en forma no modificada en los polipéptidos de Coversin modificados de la invencion. En
algunas realizaciones, uno o mas de estos aminoacidos pueden sustituirse de manera conservadora. En algunas
realizaciones, hasta cinco, diez o quince, o veinte de estos aminoacidos estan sustituidos de manera conservadora en
los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién.

Los polipéptidos de Coversin modificados que tienen el giro entre beta H y alfa2 en las posiciones de
aminoacidos 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 (posiciones de aminoacidos 132-142 de la SEQ ID NO: 2) como se expone
en la SEQ ID NO: 11 tienen 5 sustituciones de aminoacidos en comparacién con la SEQ ID NO: 3 como resultado de
la presencia de este giro. En algunas realizaciones, los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién tienen
por lo tanto preferiblemente 1-20, 2-15, 3-10, o hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sustituciones adicionales en comparacioén
con la SEQ ID NO: 3 mas alla de las que se exponen en la SEQ ID NO: 6.

Las sustituciones distintas de las mencionadas explicitamente anteriormente son preferiblemente
sustituciones conservadoras, por ejemplo de acuerdo con la siguiente Tabla. Los aminoacidos en el mismo bloque de
la segunda columna y preferiblemente en la misma linea de la tercera columna pueden sustituirse entre si:
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AP
No-polar G
ILV
. ™
Alifatico Polar - no cargado cs
NQ
Polar - cargado DE
KR
Aromético HFWY

Las sustituciones también pueden seleccionarse basandose en residuos que se encuentran en variantes,
como un homologo de la proteina Coversin obtenido de Ornithodoros moubata. Tales homologos pueden incluir
paralogos y ortélogos de la secuencia de la Coversin que se expone en la SEQ ID NO: 2 o 3, incluyendo, por ejemplo,
la secuencia de la proteina Coversin de otras especies de garrapatas incluyendo Rhipicephalus appendiculatus, R.
sanguineus, R. bursa, A. americanum, A. cajennense, A. hebraeum, Boophilus microplus, B. annulatus, B. decoloratus,
Dermacentor reticulatus, D. andersoni, D. marginatus, D. variabilis, Haemaphysalis inermis, Ha. leachii, Ha. punctata,
Hyalomma anatolicum anatolicum, Hy. dromedarii, Hy. marginatum marginatum, Ixodes ricinus, I. persulcatus, |.
scapularis, |. hexagonus, Argas persicus, A. reflexus, Ornithodoros erraticus, O. moubata moubata, O. m. porcinus y
O. savignyi.

La presente invencién también abarca fragmentos del polipéptido de Coversin modificado de la SEQ ID NO:
3 en los que se suprimen hasta cinco aminoacidos del extremo N terminal del polipéptido de Coversin modificado. El
fragmento puede corresponder a 1, 2, 3, 4 o 5 deleciones del extremo N terminal del polipéptido de Coversin
modificado.

Los polipéptidos de Coversin modificados de la invenciéon también pueden proporcionarse como una proteina
de fusion que comprende el polipéptido de Coversin modificado fusionado genética o quimicamente con otro péptido.
Una proteina de fusién puede obtenerse, por ejemplo, clonando un polinucledtido que codifique el polipéptido de
Coversin modificado en el marco de las secuencias codificantes de una secuencia de proteinas heteréloga. El término
"heterdlogo”, cuando se usa en la presente, se pretende que designe cualquier polipéptido distinto del polipéptido de
Coversin modificado de la invencion. Ejemplos de secuencias heterblogas, que pueden incluirse en las proteinas de
fusion solubles en el extremo N- o C-terminal, son los siguientes: dominios extracelulares de proteina unida a
membrana, regiones constantes de inmunoglobulinas (regién Fc), PAS o XTEN u otros polipéptidos no estructurados
similares, dominios de multimerizacién, dominios de proteinas extracelulares, secuencias de sefializacién, secuencias
de exportacién o secuencias que permiten la purificacién por cromatografia de afinidad. Muchas de estas secuencias
heterblogas estan disponibles comercialmente en plasmidos de expresién, ya que estas secuencias se incluyen
comunmente en las proteinas de fusién para proporcionar propiedades adicionales sin perjudicar significativamente la
actividad biolégica especifica de la proteina fusionada con ellas. Ejemplos de tales propiedades adicionales son una
vida media mas duradera en los fluidos corporales (por ejemplo, como resultado de la adicién de una region Fc o
pasilacion (Schlapschy M, et al Protein Eng Des Sel. agosto 2013; 26(8):489-501), la localizacion extracelular, o un
procedimiento de purificacion mas facil como el que permite una etiqueta como una etiqueta de histidina, GST, FLAG,
avidina o HA. Las proteinas de fusion pueden contener ademas secuencias conectoras (por ejemplo, de 1-50, 2-30,
3-20, 5-10 amino&cidos de longitud), de tal manera que los componentes estén separados por este conector.

Las proteinas de fusién son, por tanto, ejemplos de proteinas que comprenden polipéptidos de Coversin
modificados, e incluyen a modo de ejemplo especifico una proteina que comprende una secuencia PAS y una
secuencia de polipéptidos de Coversin modificada. Las secuencias PAS se describen, por ejemplo, en Schlapschy M,
et al Protein Eng Des Sel. agosto 2013; 26(8):489-501, y la EP 08773567.6, describiéndose una molécula de Coversin
PASilada en Kuhn et al Bioconjugate Chem., 2016, 27 (10), pp 2359-2371. La PASilacién describe la fusién genética
de una proteina con secuencias polipeptidicas conformacionalmente desordenadas compuestas por los aminoacidos
Pro, Ala, y/o Ser. Se trata de una tecnologia desarrollada por XL Protein (http://xl-protein.com/) y proporciona una
manera sencilla de unir una cadena aleatoria solvatada con gran volumen hidrodinamico a la proteina a la que se
fusiona. La secuencia polipeptidica adopta una estructura de bobina aleatoria voluminosa. El tamario de la proteina
de fusion resultante es, por tanto, mucho mas grande que el de la proteina a la que se fusiona. Se ha demostrado que
esto reduce la depuracion en sistemas biologicos. Las secuencias PAS adecuadas se describen en la EP08773567.6,
asi como en la referencia de Schlapschy mencionada anteriormente. En la proteina de fusion puede usarse cualquier
secuencia PAS adecuada. Los ejemplos incluyen una secuencia de aminoacidos que consiste en por lo menos 100
residuos de aminoacidos que forman una conformacion de espiral aleatoria y consisten en residuos de alanina, serina
y prolina (o consisten en residuos de prolina y alanina). Puede comprender una pluralidad de repeticiones de
aminodcidos, en donde dichas repeticiones consisten en residuos de Ala, Ser y Pro (o residuos de prolina y alanina)
y en donde no mas de 6 residuos de aminoacidos consecutivos son idénticos. Los residuos de prolina pueden constituir
mas del 4% y menos del 40% de los aminoacidos de la secuencia. La secuencia puede comprender una secuencia
de aminoé&cidos seleccionada entre:
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ASPAAPAPASPAAPAPSAPA
AAPASPAPAAPSAPAPAAPS
APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 15),
SAPSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 16),
SSPSAPSPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 17),
AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQID NO:18)y
ASAAAPAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 19)

SEQ ID NO: 13);
SEQ ID NO: 14);
)
)

e o —

o versiones circulares permutadas o multimeros de estas secuencias como un todo o partes de estas secuencias.
Puede haber, por ejemplo, 5-40, 10-30, 15-25, 18-20, preferiblemente 20-30 o 30 copias de una de las repeticiones
presentes en la secuencia PAS, es decir, una de las SEQ ID NO 13-19, preferiblemente 13. Preferiblemente, la
secuencia PAS comprende o consiste en 30 copias de la SEQ ID NO:13. Preferiblemente, la secuencia PAS se fusiona
con el extremo N terminal de la proteina tipo Coversin (directamente o a través de una secuencia conectora) y, en
ciertas realizaciones preferidas, la proteina tipo Coversin puede comprender o estar formada por la SEQ ID NO:5 o la
SEQ ID NO:6, o la SEQ ID NO:7 o la SEQ ID NO:8, por ejemplo. la proteina de fusién comprende (a) una secuencia
PAS que consiste en 30 copias de la SEQ ID NO:13 y (b) (i) la SEQ ID NO:5, o (iii) la SEQ ID NO:8, o (iii) la SEQ ID
NO:7, o (iv) la SEQ ID NO:8, en donde (a) esta fusionada al extremo N temrinal de (b) directamente o mediante una
secuencia conectora.

En algunas realizaciones, el conector comprende uno o mas residuos de alanina, por ejemplo, de 1 a 5
residuos de alanina, por ejemplo, un Unico residuo de alanina.

Los polipéptidos de Coversin modificados de la invencion pueden estar quimicamente modificados, por
ejemplo, modificados postraduccionalmente. Por ejemplo, pueden estar glicosilados, pegilados, fosforilados o contener
residuos de aminoacidos modificados. Tales polipéptidos modificados entran dentro del alcance del término
"polipéptido" usado en la presente. En otras realizaciones, los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién
no se modifican quimicamente, por ejemplo, se modifican postraduccionalmente (por ejemplo, no se glicosilan, pegilan
o fosforilan}.

Los polipéptidos de Coversin modificados de la invencion pueden estar en una forma sustancialmente aislada.
En el caso de que los polipéptidos de la invencién se hayan expresado en una célula huésped, puede ser que se
hayan separado de por lo menos un componente de la célula huésped y/o del medio de crecimiento en el que se
expresd. Se entendera que el polipéptido de Coversin modificado puede mezclarse con portadores o diluyentes que
no interfieran con el propésito pretendido del polipéptido y seguir considerandose sustancialmente aislado. Un
polipéptido para su uso en la invencién también puede estar en una forma sustancialmente purificada, en cuyo caso
comprendera generalmente el polipéptido en una preparacién en la que mas del 50%, por ejemplo mas del 80%, 90%,
95% 0 99%, en peso del polipéptido en la preparacion es un polipéptido de la invencion. Esto puede determinarse, por
ejemplo, mediante electroforesis o cromatografia.

Los polipéptidos de Coversin modificados también pueden elaborarse sintéticamente o por medios
recombinantes. Por ejemplo, un polipéptido de Coversin recombinante puede producirse transfectando células de
mamifero, hongo, bacteria o insecto en cultivo con un vector de expresién que comprenda una secuencia de
nucleétidos que codifique el polipéptido de Coversin modificado enlazado operativamente a secuencias de control
adecuadas, cultivando las células, extrayendo y purificando el polipéptido de Coversin modificado producido por las
células. Los polipéptidos también pueden modificarse tras su produccién sintética o recombinante. Los polipéptidos
para su uso en la invencién también pueden producirse usando D-aminoacidos. En tales casos, los aminoacidos se
enlazaran en secuencia inversa en la orientacién C a N. Esto es convencional en la técnica de produccién de tales
polipéptidos.

En la técnica se conocen una serie de modificaciones de las cadenas laterales que pueden realizarse en las
cadenas laterales de los polipéptidos de Coversin modificados, siempre que los polipéptidos de Coversin modificados
conserven la actividad de unién a LK/E y presenten una actividad inhibidora del complemento reducida o ausente (por
ejemplo, actividad de unién a C5 del complemento).

Polinucledtidos

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporcionan polinucleétidos que codifican los
polipéptidos de Coversin modificados de la invencién. Un polinucleétido que codifica un polipéptido de Coversin
modificado o un fragmento del mismo de acuerdo con la presente invencién puede usarse para tratar una enfermedad
o afeccién mediada por leucotrienos o eicosanoides.

En particular, el polinucledtido puede comprender o consistir en: (a) una secuencia codificante
correspondiente a la de la SEQ ID NO: 1 (o nucleétidos 55 a 507 de la misma) con los cambios necesarios para reflejar
las modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin modificados de
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la invencién; (b) una secuencia que es degenerada como resultado del codigo genético a la secuencia como se define
en (a); o (c) un fragmento de cualquiera de las secuencias como se define en (a), o (b) que codifica un polipéptido
modificado de acuerdo con la invencién que tiene actividad de unién a LK/E (por ejemplo, como se describe en la
presente en relacién con los polipéptidos modificados) y actividad inhibidora del complemento reducida o ausente (por
ejemplo como se describe en la presente en relacion con los polipéptidos modificados). Tipicamente, el polinucledtido
es ADN, por ejemplo, ADNc. Sin embargo, el polinucleétido puede ser un polinucleétido de ARN. El polinucleétido
puede ser de cadena sencilla o de cadena doble, y puede incluir nucleétidos sintéticos o modificados.

En algunas realizaciones, en lugar de que la secuencia codificante corresponda a la de la SEQ ID NO: 1, la
secuencia codificante correspondera a la de los nuclettidos 55 a 507 de la secuencia de nucleétidos de la Figura 2
(SEQ ID NO: 1). Esta secuencia de nucleotidos codifica la proteina de Coversin de la Figura 2 sin la secuencia sefial,
es decir, codifica la SEQ ID NO:3. Las primeras 54 bases de la secuencia de nuclettidos de la Figura 2 codifican la
secuencia sefial, que no es necesaria para la actividad inhibidora del complemento ni para la actividad de unién a
LTB4. Por tanto, los polinucleétidos de la invencién pueden comprender o consistir en versiones modificadas de los
nucleétidos 55 a 507 de la secuencia de nucleétidos de la Figura 2 (SEQ ID NO: 1).

Un polinucleotido de la invencidén puede hibridar tipicamente con la secuencia codificante o el complemento
de la secuencia codificante de la SEQ ID NO: 1 (o nucleétidos 55 a 507 de la misma) con los cambios necesarios para
reflejar las modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin
modificados de la invenciéon a un nivel significativamente superior al de fondo. La hibridacién de fondo puede
producirse, por ejemplo, debido a otros ADN presentes en una biblioteca de ADN. El nivel de sefial generado por la
interaccion entre un polinucledtido de la invencién y la secuencia codificante o complemento de la secuencia
codificante de la SEQ ID NO: 1 (o nuclettidos 55 a 507 de la misma) con los cambios necesarios para reflejar las
modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin modificados de la
invencién es tipicamente por lo menos 10 veces, preferiblemente por lo menos 100 veces, tan intensa como las
interacciones entre otros polinucleétidos y la secuencia codificante de la SEQ ID NO: 1 (o nucleétidos 55 a 507 de la
misma). La intensidad de la interaccion puede medirse, por ejemplo, radiomarcando la sonda, por ejemplo con %P. La
hibridacién selectiva puede lograrse tipicamente usando condiciones de rigurosidad media a alta. Sin embargo, dicha
hibridacién puede llevarse a cabo en cualquier condicién adecuada conocida en la técnica (consultar Sambrook et al,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989). Por ejemplo, si se requiere una alta rigurosidad, las condiciones
adecuadas incluyen de 0,1 a 0,2 x SSC a 60°C hasta 65°C. Si se requiere una rigurosidad menor, las condiciones
adecuadas incluyen 2 x SSC a 60° C.

El polinuclettido mencionado anteriormente puede modificarse alternativa o adicionalmente para que incluya
secuencias que codifiquen la extension en uno o ambos extremos o internamente en las regiones de giro del
polipéptido. También pueden incluirse secuencias adicionales, como secuencias de sefializacion, o secuencias que
codifiquen otro péptido o proteina para ayudar a la deteccion, expresion, separacion o purificacion de la proteina, o
que codifiquen un péptido, como un péptido Fc, PAS u otras moléculas, como se menciona en otras partes de la
presente, para aumentar la semivida circulante de la proteina, como se ha mencionado anteriormente. Entre los
ejemplos de otros comparieros de fusion se incluyen la beta-galactosidasa, la glutatidn-S-transferasa o la luciferasa.

El polinucleétido modificado generalmente codifica un polipéptido que tiene actividad de union a LK/E. Pueden
realizarse sustituciones degeneradas y/o sustituciones que den como resultado una sustitucién conservadora de
aminoacidos cuando se traduzca la secuencia modificada, por ejemplo como se muestra en la Tabla anterior. Una
secuencia de nucleétidos que es capaz de hibridar selectivamente con el complemento de la secuencia codificante de
ADN de la SEQ ID NO: 1 con los cambios necesarios para reflejar las modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2
o la SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin modificados de la invencion tendran generalmente por lo menos un
60%, por lo menos un 70%, por lo menos un 80%, por lo menos un 90%, por o menos un 95%, por lo menos un 98%
o por lo menos un 99% de identidad de secuencia con la secuencia codificante de la SEQ ID NO: 1 (o nucleétidos 55
a 507 de la misma) con los cambios necesarios para reflejar las modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2 o la
SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin modificados de la invencidén sobre una regién de por lo menos 20,
preferiblemente por lo menos 30, por ejemplo por lo menos 40, por lo menos 60, por lo menos 100, por lo menos 200,
por lo menos 420, o mas preferiblemente sobre toda la longitud de la SEQ ID NO: 1 (con los cambios necesarios para
reflejar las modificaciones realizadas en la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 en los polipéptidos de Coversin
modificados de la invencién) que codifica un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 2 o0 3,
sujeto a las modificaciones realizadas en estas secuencias de acuerdo con la invencion). La identidad de secuencia
puede determinarse mediante cualquier método adecuado (como se analiza, por ejemplo, en Pearson, W. Curr Protoc
Bioinformatics. junio 2013; 03, doi:10.1002/0471250953.5bi0301s42).

Los polinucledtidos para su uso en la invencién pueden producirse de manera recombinante, sintética o por
cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También pueden clonarse mediante técnicas estandar. Los
polinucleétidos se suministran tipicamente en forma aislada y/o purificada.

Los polinucleétidos descritos en la presente tienen utilidad en la produccion de polipéptidos para su uso en
la presente invencion, que puede tener lugar in vitro, in vivo o ex vivo. Los polinucleétidos pueden usarse como agentes
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terapéuticos por derecho propio o pueden participar en la sintesis de proteinas recombinantes. Los polinucleétidos
para su uso en la invenciéon se incorporan tipicamente en un vector replicable recombinante. El vector puede usarse
para replicar el acido nucleico en una célula huésped compatible. Por lo tanto, los polinucleétidos para su uso en la
invencién pueden realizarse introduciendo un polinucleétido de Coversin en un vector replicable, introduciendo el
vector en una célula huésped compatible y cultivando la célula huésped en condiciones que provoquen la replicacién
del vector. La célula huésped puede ser, por ejemplo, una célula de E. coli.

Vectores

La invencion también incluye vectores de clonacioén y expresién que comprenden las moléculas de acido
nucleico de este aspecto de la invencion. Tales vectores de expresion pueden incorporar las secuencias de control
transcripcional y traslacional apropiadas, por ejemplo elementos potenciadores, regiones promotoras-operadoras,
secuencias de parada de terminacion, secuencias de estabilidad del ARNm, codones de inicio y parada o sitios de
unién ribosomal, enlazados en marco con las moléculas de acidos nucleicos de la invencion.

Preferiblemente, el vector es un vector de expresién que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido de Coversin modificado, como se define en la presente. Las secuencias codificantes también
pueden seleccionarse para proporcionar un uso de codones preferido adecuado para el organismo huésped que se
vaya a usar. Otros vectores adecuados serian evidentes para los expertos en la técnica, consultar Sambrook et al.
(1989). Preferiblemente, un polinucledtido para su uso en la invencién en un vector esta enlazado operativamente a
una secuencia de control que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia codificante por la célula huésped,
es decir, el vector es un vector de expresion. El término "enlazado operativamente" se refiere a una yuxtaposicion en
la que los componentes descritos estan en una relaciéon que les permite funcionar de la manera pretendida. Una
secuencia reguladora, como un promotor, "enlazada operativamente” a una secuencia codificante se coloca de tal
manera que la expresién de la secuencia codificante se logra en condiciones compatibles con la secuencia reguladora.

Los vectores de acuerdo con la invencion incluyen plasmidos y virus (incluyendo tanto bacteriéfagos como
virus eucariotas), asi como otros portadores de ADN lineal o circular, como los que emplean elementos transponibles
o tecnologia de recombinacién homologa.

Muchos de estos vectores y sistemas de expresion son conocidos y estan documentados en la técnica
(Fernandez y Hoeffler, 1998). Entre los vectores viricos particularmente adecuados se encuentran los basados en
baculovirus, adenovirus y virus vaccinia.

Entre los huéspedes adecuados para la expresién recombinante se incluyen especies procariotas de uso
comun, como E. coli, o levaduras eucariotas a las que puede hacerse que expresen altos niveles de proteinas
recombinantes y que pueden cultivarse faciimente en grandes cantidades. Preferiblemente, la célula huésped es una
célula de levadura eucariota. También son adecuadas las lineas celulares de mamiferos cultivadas in vitro,
particularmente cuando se usan sistemas de expresion impulsados por virus. Otro sistema de expresion adecuado es
el sistema de expresion por baculovirus, que implica el uso de células de insecto como huéspedes. Un sistema de
expresién también puede estar constituido por células huésped que tienen el ADN incorporado en su genoma.

Las proteinas o fragmentos de proteinas también pueden expresarse in vivo, por ejemplo en larvas de
insectos o en tejidos de mamiferos.

Pueden usarse una variedad de técnicas para introducir los vectores de acuerdo con la presente invencion
en células procariotas o eucariotas. Las técnicas adecuadas de transformacién o transfeccién estan bien descritas en
la bibliografia (Sambrook et al, 1989; Ausubel et al, 1991; Spector, Goldman & Leinwald, 1998). En las células
eucariotas, los sistemas de expresion pueden ser transitorios (por ejemplo, episomal) o permanentes (integracién
cromosomica), de acuerdo con las necesidades del sistema.

Células huésped

La invencién también incluye células huésped procariotas o eucariotas transformadas o transfectadas que
comprenden una molécula de acido nucleico, una molécula de acido nucleico antisentido o un vector como se ha
definido anteriormente. Cuando las células huésped son procariotas, se trata preferiblemente de células de E. coli.

Las células huésped eucariotas preferidas incluyen las células de levadura eucariética y las células de
mamifero.

La invencién también proporciona un método para preparar un polipéptido de Coversin modificado, como se
ha definido anteriormente, que comprende cultivar una célula huésped que contiene una molécula de acido nucleico
de acuerdo con la invencion en condiciones en las que se expresa la proteina y recuperar la proteina producida de
este modo. Preferiblemente, la célula huésped es una célula de levadura o una célula de E. coli.
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Composiciones

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una composicion que comprende un
polipéptido de Coversin modificado, una proteina de fusién que comprende un polipéptido de Coversin modificado, o
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica un polipéptido de
Coversin modificado, de acuerdo con los aspectos de la invencion descritos anteriormente, junto con un portador
farmacéuticamente aceptable.

El término "portador farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente, incluye genes, polipéptidos,
anticuerpos, liposomas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos y particulas de virus inactivos o, de
hecho, cualquier otro agente, siempre que el excipiente no induzca por si mismo efectos de toxicidad o cause la
produccién de anticuerpos que sean perjudiciales para el individuo que recibe la composicién farmacéutica. Los
portadores farmacéuticamente aceptables pueden contener ademas liquidos como agua, solucién salina, glicerol,
etanol o sustancias auxiliares como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias de tamponamiento del pH 'y
similares. A modo de ejemplo, puede usarse una solucién en agua o PBS.

Los excipientes pueden permitir que las composiciones farmacéuticas se formulen en comprimidos, pildoras
(incluyendo pildoras mecanicas), grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones, emulsiones,
pomadas, cremas, pulverizaciones en aerosol, para facilitar la ingesta por parte del paciente. También pueden usarse
nanoparticulas para la administracion de sustancias terapéuticas o la iontoforesis. En Remington's Pharmaceutical
Sciences (Mack Pub. Co., N. J. 1991) hay disponible un analisis exhaustivo de los portadores farmacéuticamente
aceptables.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un polipéptido de Coversin
modificado, una proteina de fusién que comprende un polipéptido de Coversin modificado, 0 una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de Coversin modificado, de
acuerdo con los aspectos de la invencion descritos anteriormente, para su uso en terapia.

La invencién también proporciona un polipéptido de Coversin modificado, una proteina de fusiéon que
comprende un polipéptido de Coversin modificado, o0 una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica un polipéptido de Coversin modificado, de acuerdo con los aspectos de la invencién
descritos anteriormente, para su uso en un método para tratar a un animal que padece una enfermedad o trastorno
mediado por LK/E (en particular LTBa4).

Preferiblemente, dicho animal es un mamifero, mas preferiblemente un humano.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de compuesto necesaria para tratar o
mejorar una enfermedad o afeccién objetivo. La dosificacion exacta dependera generalmente del estado del paciente
en el momento de la administracion. Entre los factores que pueden tenerse en cuenta al determinar la dosificaciéon se
incluyen la gravedad del estado de la enfermedad en el paciente, el estado general de salud del paciente, la edad, el
peso, el sexo, la dieta, el tiempo y la frecuencia de administracion, las combinaciones de farmacos, las sensibilidades
a las reacciones y la tolerancia o respuesta del paciente a la terapia.

La cantidad precisa puede determinarse mediante experimentacion rutinaria, pero en Ultima instancia puede
depender del criterio del practicante clinico. Preferiblemente, la dosis del agente es suficiente para ligar tanta LK/E
disponible, por ejemplo LTB4 como sea posible en el sujeto, mas preferiblemente, toda la LK/E disponible, por ejemplo
LTBa.

La frecuencia con la que debe administrarse la dosis dependera de la semivida del agente implicado. El
polipéptido de Coversin modificado puede administrarse como una infusién continua, en dosis de bolo, diariamente,
dos veces al dia o cada dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, 10, 15 o0 20 dias o0 mas. Una ventaja particular de los
polipéptidos de Coversin modificados es la relativa facilidad y rapidez con que pueden administrarse, y el hecho de
que no se requieren profesionales médicos para administrar la proteina.

Pueden administrarse dosis individuales o multiples. Por ejemplo, pueden administrarse por lo menos 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 dosis. Las dosis individuales son una realizacion. La dosificacién exacta y la frecuencia de las dosis también
pueden depender del estado del paciente en el momento de la administracién. Los factores que pueden tenerse en
consideracion al determinar la dosificacion incluyen la necesidad de tratamiento o profilaxis, la gravedad del estado
de la enfermedad en el paciente, la salud general del paciente, la edad, el peso, el sexo, la dieta, el tiempo y la
frecuencia de administracion, las combinaciones de farmacos, las sensibilidades a las reacciones y la tolerancia o
respuesta del paciente a la terapia. La cantidad precisa puede determinarse mediante experimentacion rutinaria, pero
en ultima instancia puede depender del criterio del practicante clinico.

El régimen de dosificacion también puede adoptar la forma de una "dosis de carga" inicial seguida de una o
mas "dosis de mantenimiento" posteriores. En general, la dosis de carga serd mayor que la dosis de mantenimiento.
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La dosis de carga puede ser 2, 5, 10 0 mas veces mayor que la dosis de mantenimiento. La dosis de carga puede
administrarse como dosis Unica, 0 como una o mas dosis en un periodo de tiempo particular. Tipicamente, la dosis de
carga serade 1, 2, 3, 4 o 5 dosis administradas en un Unico periodo de 24 horas. La dosis de mantenimiento puede
ser una dosis mas baja que se repite a intervalos regulares. La dosis de mantenimiento puede repetirse a intervalos,
como cada 3, 4, 6, 8, 12, 24 o 48 horas. El régimen preciso puede determinarse mediante experimentacion rutinaria,
pero en Ultima instancia puede depender del criterio del practicante clinico. La dosis de mantenimiento puede ser por
lo menos el 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 100% de la dosis de carga inicial, o hasta el 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
0 100% de la dosis de carga inicial.

En una realizacién adicional, se usa la misma dosis durante todo el tratamiento (por ejemplo, diariamente).

El polipéptido de Coversin modificado, una proteina de fusién que comprende un polipéptido de Coversin
modificado, o una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de Coversin modificado o puede administrarse mediante cualquier via de administracion conocida. Puede
administrarse local o sistémicamente. Puede administrarse por via parenteral (por ejemplo, mediante inyeccion, ya
sea subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o en el espacio intersticial de un tejido). Las
composiciones también pueden administrarse en una lesién. Otros modos de administracién incluyen la administracién
oral y pulmonar, supositorios y aplicaciones transdérmicas o transcutaneas, agujas e hipoesprais. La administracién
local puede incluir la administracién tépica. Preferiblemente se administra mediante inyeccion subcutanea.

Enfermedades y afecciones

Los presentes inventores han descubierto que los polipéptidos de Coversin modificados como se define en
las reivindicaciones tienen la capacidad de unirse a E/LK, por ejemplo LTB4, pero muestran unién a C5 reducida o
nula. LTBa4 es el eicosanoide quimiotactico y quimiocinético mas potente descrito y promueve la adhesién de neutréfilos
al endotelio vascular a través de la regulacién por incremento de las integrinas. LTB4 induce la agregacion de
neutrofilos y, a través de diversos procesos, desempefia un papel en la inflamacién. Se ha demostrado que LTB4
desempefia funciones en la induccién y la gestién de respuestas inmunitarias adaptativas. Por tanto, los polipéptidos
de Coversin modificados, que tienen la capacidad de unirse y enjaular los leucotrienos y los hidroxieicosanoides,
pueden evitar que estos ligandos interactien con los receptores BLT1 y BLT2 y pueden usarse para mejorar los efectos
proinflamatorios de los &cidos grasos.

Los ejemplos de enfermedades y trastornos que pueden tratarse usando polipéptidos de Coversin
modificados de la presente invencién incluyen asma.

Complemento y actividad LK/E

Los polipéptidos de Coversin modificados de la invencién presentan actividad de unién a leucotrienos o
hidroxieicosanoides. Como resultado de las modificaciones de la secuencia de amino&cidos en la SEQ ID NO: 2 0 3,
los polipéptidos de Coversin modificados también muestran una actividad de unién al complemento C5 reducida o
ausente (en relacion con la secuencia de aminoacidos de Coversin no modificada en la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID
NO: 3).

Union a C5 reducida/ausente

La capacidad de un polipéptido modificado de la invencién para unirse a la proteina C5 del complemento,
incluyendo C5 de sujetos con polimorfismos de C5, puede determinarse mediante ensayos in vitro estandar conocidos
en la técnica, por ejemplo mediante transferencia western después de la incubacién de la proteina en el gel con C5
marcado o resonancia de plasmon superficial (consultar, por ejemplo, el Ejemplo 2).

La Coversin de tipo salvaje se une a C5 e impide su escision por la convertasa de C5 en suero de rata, ratén
y humano con una ICso de aproximadamente 0,02 mg/ml. Se ha demostrado que la proteina Coversin se une a C5
con una Kp de 1 nM, determinada mediante resonancia de plasmén superficial (SPR) (consultar, por ejemplo, el
Ejemplo 2).

Los polipéptidos de Coversin modificados mostraran preferiblemente una capacidad reducida de unirse a C5
en comparacion con el polipéptido de Coversin no modificado. En las realizaciones preferidas, los polipéptidos de
Coversin modificados pueden no mostrar una unién detectable a C5.

En algunas realizaciones de la invencién, la unién a C5 se reduce, por ejemplo, en por lo menos 2, 5, 10, 15,
20, 50, 100 veces, o se elimina en relacién con la unién mostrada por el polipéptido de Coversin no modificado en la
SEQ ID NO: 20 3.

En algunas realizaciones, la unién a C5 se reduce en por lo menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 0 95% en
relacién con el polipéptido de Coversin no modificado de la SEQ ID NO: 2 o0 3.
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En algunas realizaciones, los polipéptidos de Coversin modificados se unen a C5 con una Kp mayor de 1
micromolar segun se determina por Resonancia de Plasmén de Superficiel de acuerdo con el método descrito en
Roversi et al. (2013) J Biol Chem. 288, 18789-18802, o como se expone en el Ejemplo 2.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de Coversin modificados inhiben la lisis de glébulos rojos de oveja
en menos del 10% cuando estan presentes a una concentracién de 0,02 mg/ml en suero normal entero agrupado con
el ensayo litico CH50 realizado de acuerdo con o de manera similar a Giclas 1994.

La capacidad del polipéptido modificado de la invencién para unirse a C5 puede determinarse midiendo la
capacidad del agente para inhibir la activaciéon del complemento en el suero. Por ejemplo, la actividad del complemento
en el suero puede medirse mediante cualquier medio conocido en la técnica.

Unidn a LK/E no afectada

El polipéptido de Coversin modificado de la invencién puede inhibir la actividad de LK/E (por ejemplo,
leucotrieno B4 (LTB4)). En particular, el polipéptido de Coversin modificado de la invencién se une a dichas moléculas.
La capacidad de un agente para unirse a estas moléculas puede determinarse mediante ensayos in vitro estandar
conocidos en la técnica, por ejemplo mediante un ELISA competitivo entre la Coversin y un anticuerpo anti LK/E (por
ejemplo, anti-LTB4) que compita por unirse a LK/E marcado (por ejemplo, LTBa4). Un ensayo de este tipo se describe
en Roversi et al 2013.

El polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la invencién puede unirse a LK/E con la misma o mayor
afinidad que la Coversin de tipo salvaje. También puede ser aceptable cierta reduccién de la unién.

La unién de Coversin LTB4 también puede expresarse en términos de la Kp, determinada mediante titulacién
por fluorescencia. Los datos obtenidos usando titulacion por fluorescencia han demostrado que la Coversin de tipo
salvaje se une a LTBs con una Kp de entre 200-300 pM. Los polipéptidos de Coversin modificados de acuerdo con la
invencién se uniran preferiblemente a LTB4 con una Kp de menos de 5 nM, 2 nM o 1 nM, mas convenientemente
menos de 0,9 nM, mas convenientemente menos de 0,8 nM, preferiblemente menos de 0,7 nM, mas preferiblemente
menos de 0,6 nM, preferiblemente menos de 0,5 nM, incluso mas preferiblemente menos de 0,4 nM, y ventajosamente
menos de 0,3 nM, en donde dicha Kp se determina usando titulacién por fluorescencia, por ejemplo, de acuerdo con
el método descrito en el Ejemplo 3.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de Coversin modificados compiten con el anticuerpo para unirse a
LTB4 de acuerdo con la metodologia ELISA descrita en Roversi et al. (2013) J Biol Chem. 288, 18789-18802.

Ejemplos

La Variante 1 descrita en los ejemplos siguientes es solamente un ejemplo comparativo.
Ejemplo 1: Expresion de variantes de la Coversin en E. coli

Los constructos genéticos que codifican las variantes 1 (SEQ ID NO: 5) y 2 (SEQ ID NO: 6) de la Coversin
se clonaron en vectores de expresion de E. coli que luego se transformaron en una cepa de expresion de E. coli. A
continuacion, se realizaron fermentaciones de los cultivos bacterianos con medio complejo usando un protocolo de
fermentacion establecido.

El cultivo celular clarificado resultante se concentré en tampén Bis-Tris 20 mM, pH 6,0, y se aplicé a una
columna DEAE-Sefarosa FF (GE Healthcare), y luego se eluyé con un gradiente escalonado de NaCl en el mismo
tampon. A continuacién, las fracciones purificadas se pasaron a una columna de fenil Sefarosa HP usando un gradiente
lineal de (NH4)2SO4 en tampén Bis-Tris 20 mM. Las fracciones cromatograficas se analizaron con SDS-PAGE y se
agruparon. En el caso de la variante 1 de la Coversin, se llevo a cabo un paso de purificacién adicional en el que las
fracciones proteicas agrupadas se aplicaron a una columna de filtraciéon en gel Superdex 75. Para la variante 2 de la
Coversin, se llevo a cabo un paso de purificacion adicional en el que las fracciones de proteina agrupadas se aplicaron
a una columna de intercambio i6nico Q-sefarosa.

A continuacién, las fracciones purificadas de las variantes 1 y 2 se analizaron en un gel SDS-PAGE junto con
la Coversin de tipo salvaje. Los resultados se muestran en la Figura 3 y demuestran que ambas variantes de la
Coversin se expresan bien en E. coli.

Ejemplo 2: Las variantes 1 y 2 de la Coversin pierden la actividad de union a C5 con respecto a la Coversin de
tipo salvaje.

Para medir la actividad de union de la Coversin de tipo salvaje al C5 en relacion con la actividad de unién de
las variantes 1 y 2 de la Coversin, se llevaron a cabo experimentos SPR usando un instrumento Biacore (GE
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Healthcare). Se usé solucion salina tamponada con HEPES con 0,05% de Tween 20 como tampén de funcionamiento
a un caudal de 30 pl/min y se inmovilizé C5 humano en un chip sensor CM3 hasta un total de 4800 RU.

Las mediciones de afinidad en tiempo real se realizaron a 25°C en un sistema BlAcore 2000 (GE Healthcare,
Munich, Alemania). EI C5 humano (Complement Technology, Tyler, Tex., USA) se inmovilizo inicialmente en Na-
acetato 10 mM pH 5,0 a una concentracion de 25 ug/ml en un sensorchip CM3 (GE Healthcare) usando un kit de
acoplamiento de amina (GE Healthcare), lo que dio como resultado una densidad de ligando de 4200-4800 unidades
de resonancia (RU). La Coversin purificada, la variante 2 y la variante 1 se inyectaron en una serie de diluciones (0-
96 nM para la Coversin) 0 a 1 yM en el caso de las variantes, en presencia de solucién salina tamponada con HEPES
(HBS; 10 mM HEPES/NaOH pH 7,4, 150 mM NaCl} que contenia un 0,05% v/v de Tween 20 como tampo6n de
funcionamiento (HBST-0,05). La formacion del complejo se observo a un caudal continuo de 30 pl/min durante 240 s.
Posteriormente, se dejo que la disociacion prosiguiera durante 900 s antes de regenerar con 8 ul de tamp6n de elucién
ImmunoPure Gentle Ag/Ab (ThermoFisher Scientific, Waltham, Mass., USA) para alterar la fuerte interaccion
electrostatica entre Coversin y C5, seguido de la inyeccién de 120 ul de HBST-0.05 que contenia 1 mM de EDTA y
120 ul de HBST-0.05 para limpiar la celda de flujo. Los sensorgramas se corrigieron mediante sustraccion doble de
las sefiales correspondientes medidas para el canal en blanco de control en linea y un valor de referencia promediado
determinado a partir de tres inyecciones en blanco de tampén, como se ha descrito anteriormente (Myszka D. G.
(1999) Improving biosensor analysis. J Mol Recognit. 12(5):279-284). Los parametros cinéticos se determinaron
usando el software BlAevaluation mediante el ajuste global de los datos a un modelo de unién de Langmuir para la
formacion de complejos bimoleculares.

Como se muestra en la Figura 4a, la Coversin se uni6é al C5 inmovilizado con una Kp de 1,45 nM. Por el
contrario, cuando se llevé a cabo el mismo experimento con una Unica medicién de las variantes 1 y 2 de la Coversin
a 1 uM, ninguna de ellas produjo una respuesta significativa, lo que demuestra que ninguna de las variantes se une a
C5. También se probaron las versiones PASiladas de las variantes 1 y 2 de la Coversin y se obtuvieron resultados
similares (Figura 4B).

Ejemplo 3: La Coversin/variantes se unen a LTB4 en el intervalo picomolar

La valoracién por fluorescencia de la unién de la Coversin a LTB4 se llevo a cabo para la Coversin de tipo
salvaje y las variantes 1y 2, asi como para sus versiones PASiladas.

Se cuantificé la actividad de unién de la Coversin y las variantes 1 y 2 y las versiones PASiladas de las
mismas para LTB4 (Caymen Chemicals, Ann Arbor, Mich., USA) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en
un espectrofluorimetro LS 50 B (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn., USA). Se aplicaron soluciones purificadas de 100 nM
de las proteinas en 2 ml de PBS en una cubeta de cuarzo (10 mm de longitud de paso; Hellma, Mihlheim, Alemania)
equipada con un agitador magnético. La temperatura se ajustd a 20°C y, una vez se hubo alcanzado el equilibrio, la
fluorescencia Tyr/Trp de la proteina se excité a 280 nm (anchura de la rendija: 15 nm). La emision de fluorescencia se
midi6 a 340 nm (anchura de la rendija: 16 nm) correspondiente al maximo de emisién. Se afiadié paso a paso una
solucién de ligando de 30 uM LTB4 en PBS, hasta un volumen maximo de 20 ul (1% del volumen total de la muestra),
y después de 30 s de incubacion se midi6 la fluorescencia en estado estacionario. Para calcular el valor Kp, se
normalizaron los datos a una intensidad de fluorescencia inicial del 100%, se corrigié el efecto de filtro interno usando
una titulacion de 3 UM de solucion de N-acetil-triptofanamida y se trazaron los datos frente a la concentracién de
ligando correspondiente. A continuacién, se uso la regresién de minimos cuadrados no lineales basada en la ley de
accion de masas para la formacion de complejos bimoleculares para ajustar los datos con el software Origin version
8.5 (OriginLab, Northampton, Mass., USA) usando una férmula publicada (Breustedt et al., 2006 Comparative ligand-
binding analysis of ten human lipocalins. Biochim Biophys Acta 1764(2):161-173).

Las FIGS. 5A y B muestran que ambas variantes de Coversin, asi como sus versiones PASiladas, retienen
la actividad de unién a LTB4, uniéndose a LTB4 con una Kp en el intervalo picomolar.

Ejemplo 4: Analisis de la estabilidad térmica usando espectroscopia CD

Se us6 el dicroismo circular para detectar el desdoblamiento de la proteina como resultado de la
desnaturalizacion térmica. Mediante este método, se obtuvo la temperatura de fusion de la Coversin de tipo salvaje y
de las variantes 1y 2 de la Coversin.

El desdoblamiento térmico se midié en un espectropolarimetro J-810 (Jasco, Tokio, Japén) equipado con un
elemento Peltier PT-423S, ambos controlados por el software del instrumento Spectra Manager version 1.53.05. Las
soluciones de proteina se cambiaron con tampén a 20 mM KP; pH 7,5, 50 mM K2SO4 mediante didlisis durante la
noche a 4°C usando un dispositivo de mini didlisis Slide-A-Lyzer™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, Mass., USA) y
se registraron los espectros a una concentracion de proteina de 12,5 uM en una cubeta de cuarzo (longitud de paso
de 1 mm; Hellma) a 20°C y a 94°C de 190 nm a 250 nm. De esta manera se identificé el cambio de sefial 6ptimo para
los estudios de desnaturalizacion a 217 nm. Las temperaturas de fusién (Tm) se determinaron con soluciones de
proteinas tras calentarlas de 20°C a 94°C con un gradiente de 60 K/h. Los datos se registraron a 217 nmy se evaluaron
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de acuerdo con el modelo de dos estados de plegamiento de proteinas usando una férmula publicada (Schlehuber y
Skerra, 2002 Tuning ligand affinity, specificity, and folding stability of an engineered lipocalin variant-a so-called
'anticalin'-using a molecular random approach. Biophys Chem. 96(2-3):213-228) con el software KaleidaGraph
(Synergy software, Reading, Pa., USA).

Se represent6 graficamente la fraccidn de proteina desplegada frente a la temperatura para obtener las
curvas de fusién de la Figura 6 y un valor para la temperatura de fusion de la Coversin de tipo salvaje y las variantes
1y 2. Como se muestra en la Figura 6, la Coversin de tipo salvaje tiene una temperatura de fusién de 61,06°C +0,03°C,
la variante 2 tiene una temperatura de fusion de 57,83°C+0,04°C, y la variante 1 tiene una temperatura de fusién de
50,16°C+0,06°C.

Ejemplos 5: Las variantes de la Coversin no demuestran actividad inhibidora de C5

Para evaluar los efectos inhibidores de las variantes 1 y 2 de la Coversin sobre C5, se realizé un ensayo
CHS50 con proteinas de Coversin purificadas usando el protocolo que se detalla a continuacion.

Se sensibilizaron glébulos rojos de oveja (SRBC) usando hemolisina de conejo (Sigma) de acuerdo con €l
método de Giclas et al. 1994. Los ensayos se realizaron en un volumen total de 50 yl usando 25 ul de suero humano
normal (NHS) agrupado diluido 1:80 en solucién salina tamponada con veronal de gelatina suplementada con calcio y
magnesio y 25 ul de SRBC sensibilizados. Todos los ensayos liticos se prepararon en hielo. Se prepararon diluciones
en serie de Coversin, variante 1 de Coversin y variante 2 de Coversin en el NHS diluido. Los ensayos se incubaron
durante 30 minutos a 37°C con agitacion a 350 rpm. Las reacciones se detuvieron por microcentrifugacién a 4000 g
durante 5 segundos y el sobrenadante se retiré a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Se afiadieron 100 pl de
ddH20 a cada pocillo y se calcul6 el porcentaje de lisis en presencia de las proteinas como porcentaje de la lisis total
inducida afiadiendo 25 ul de agua a las reacciones en lugar del NHS diluido.

Se evalu6 el efecto inhibidor de cada proteina sobre C5 mediante el porcentaje de lisis de células en presencia
de cada una de las proteinas de Coversin. Se realizaron mediciones de la absorbancia como medida de la lisis celular
a 405 nm a lo largo del intervalo de concentraciones de la proteina Coversin.

La Figura 7 muestra que el porcentaje de lisis celular en las muestras que contenian diferentes
concentraciones de Coversin de tipo salvaje se mantuvo por debajo del 10% en cada concentracién, lo que demuestra
el efecto inhibidor de C5 conocido por parte de la Coversin de tipo salvaje. Por el contrario, casi todas las células de
las muestras que contenian ambas variantes de Coversin a diferentes concentraciones fueron lisadas, lo que indica
que ninguna de las variantes posee actividad inhibidora detectable hacia el C5.

Ejemplo 6: La L-Coversin reduce el infiltrado de granulocitos en modelos de asma en ratones HDM

Para probar el efecto de las variantes de la Coversin in vivo, se introdujo la variante 2 en un modelo de ratén
de asma, inducido por un alérgeno de acaros del polvo doméstico (HDM) (consultar Gregory, L. G., et al., 2009). Los
seis grupos de ratones se probaron como se describe a continuacion:

1. PBS (n=4)

2. L-Coversin (n=4)

3. HDM (n=6)

4. HDM/L-Coversin (n=6)

Se administraron 25 ug de HDM por via intratraqueal (i.t.) a grupos de 4-6 ratones en 50 ul de PBS 3 veces
a la semana durante 3 semanas. Se administraron 100 pg de L-Coversin en 50 ul de PBS diariamente durante 3
semanas. Se administré PBS con el mismo régimen de dosificacién al control (grupo 1).

A continuacién, se analizaron los niveles de eosinéfilos y neutréfilos en el liquido de lavado broncoalveolar
(BALF) de cada grupo. Los resultados se muestran en la Figura 8. En la Figura 8 se muestra que la L-Coversin provoca
una reduccién significativa del nimero de neutréfilos y una reduccion casi significativa del nimero de eosinéfilos en el
liquido de lavado broncoalveolar con respecto al control de HDM solo.

Ejemplo 7: L-Coversin PASilada en el Modelo de Transferencia EBA

La epidermélisis bullosa adquirida (EBA) por transferencia de anticuerpos se indujo usando una versién
modificada del protocolo descrito por Sitaru et al., 2005. Brevemente, se inyectaron a los ratones por via subcutanea
50 ug de IgG anti-Col7 purificada por afinidad en los dias 0, 2 y 4. Se inyecto a los ratones por via subcutanea dos
veces al dia con Coversin o L-Coversin PASilada (variante 2 PASilada) comenzando cuatro dias antes de la primera
inyeccion de 1gG anti-Col7 (dia -2). Esta aplicacion se continué durante todo el experimento hasta su Gltimo dia, el dia
11. En los grupos de control, los ratones recibieron Unicamente el vehiculo por via subcuténea.
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Para generar anticuerpos dirigidos contra el colageno murino de tipo VII ("anti-COL7"), se inmuniz6 a conejos
blancos de Nueva Zelanda con 200 ug de una mezcla proteica que contenia tres proteinas recombinantes diferentes
("Col7A, B y C") derivadas del dominio no colageno 1 (NC1) del colageno VIl junto con adyuvante incompleto de
Freund. Las IgG se aislaron del suero de conejos inmunizados usando proteina G, y posteriormente las IgG se
purificaron por afinidad con his-Col7 para obtener especificamente IgG anti-Col7 de conejo. Se comprobo la calidad
de los anticuerpos determinando el titulo y la potencia en el ensayo de crioseccion.

Comenzando el dia 4, se puntud la extensién de las lesiones cutaneas en cada ratén cada dos dias. Las
areas de la piel que presentaban eritema, ampollas, erosiones, costras o alopecia fueron clasificadas como "afectadas”
0 "no afectadas" por un observador entrenado [Sitaru et al., 2005]. Se calculd el porcentaje de la superficie corporal
total afectada por lesiones cutaneas (ABSA).

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 9. Puede observarse que se redujo el porcentaje de
ABSA en ratones tratados con Coversin a 2,5 mg/kg, y que también se redujo el ABSA en ratones tratados con la
variante 2 de L-Coversin PASilada a 10 mg/kg. La secuencia PAS-L-Coversin usada fue la variante 2 con una
secuencia PAS fusionada al extremo N-terminal. Debido al mayor peso molecular de la PAS-L-Cov, 10 mg/kg de PAS-
L-Cov corresponden a 2,5 mg/kg de Coversin.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de Coversin modificado que presenta actividad de unién a leucotrienos o hidroxieicosanoides y unién
a C5 reducida o ausente, dicho polipéptido de Coversin modificado comprendiendo la SEQ ID NO: 3 en la que se
realizan hasta 30 sustituciones de aminoacidos, en donde

(i) en las posiciones 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3 se realizan las siguientes sustituciones (a)-(e):

a. Met116 se sustituye por Gin, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala, Pro, His o Thr;

b. Leu117 se sustituye por Ser, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Gly, Ala o Pro;

c. Gly121 se sustituye por Ala, Asp, Asn, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro o His;

d. Leu122 se sustituye por Asp, Glu, Asn, Ala, Gin, Arg, Lys, Pro, o Su; y

e. Glu123 se sustituye por Ala, Asp, GiIn, Asn, Arg, Lys, Gly, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His o Thr; y en donde

(i) Alad44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn, Asp, Gin, Glu, Arg, Lys, Leu, lle, Phe, Tyr, Met, Pro, o His; y en
donde

(iii) Asp149 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly, GiIn, Asn, Ala, Met, Arg, Lys, Leu, Ser, lle, Phe, Tyr, Pro, His
o Thr, y en donde

(iv) Met114, Trp115, Asp118, Ala119, Gly120 y Val124 no estan sustituidos,

o un fragmento del mismo en el que se eliminan hasta cinco aminoacidos del extremo N terminal del polipéptido de
Coversin modificado.

2. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la reivindicacién 1, o un fragmento del mismo, em donde en
las posiciones 114 a 124 de la SEQ ID NO: 3:

a. Met116 se sustituye por Gin;
b. Leu117 se sustituye por Ser;
c. Gly121 se sustituye por Ala;
d. Leu122 se sustituye por Asp; y
e. Glu123 se sustituye por Ala.

3. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, o un fragmento del mismo que tiene
una secuencia de giro entre las posiciones de aminoacidos 114 a 124 de SEQ ID NO:3 como se expone en la SEQ ID
NO:11.

4. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con la reivindicaciéon 3, o un fragmento del mismo que tiene 1-
20 sustituciones adicionales en comparacion con la SEQ ID NO:3 mas alla de las que se exponen en la SEQ ID NO:6,
opcionalmente:

(i} que tiene de 2 a 15 sustituciones adicionales en comparacién con la SEQ ID NO:3 ademas de las que se
exponen en la SEQ ID NO:6; o

(i) que tiene de 3 a 10 sustituciones adicionales en comparacién con la SEQ ID NO:3 ademas de las que se
exponen en la SEQ ID NO:6.

5. El polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que consiste en o
comprende la SEQ ID NO:6.

6. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un fragmento del
mismo, en donde:

(i} Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn;

(i) Ala44 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Asn y Asp149 en la SEQ ID NO: 3 se sustituye por Gly;

(iii) los seis aminoacidos de cisteina en las posiciones 6, 38, 100, 128, 129, 150 de la SEQ ID NO: 3 se conservan
en forma no modificada;

(iv) Asn60 y Asn84 se sustituyen cada uno por Gin;

(v) uno o mas, o todos, de los siguientes aminoacidos no estan sustituidos: Phe18, Tyr25, Arg36, Leu39, Gly41,
Pro43, Leu52, Val54, Met56, Phe58, Thr67, Trp69, Phe71, GIn87, Arg89, His99, His101 y Asp103;

vi} ninguno de los aminoéacidos 5, 6, 11, 13-15, 20-21, 24-27, 29-32, 35-41, 45, 47-48, 50, 52-60, 64, 66, 69-81, 83,
84, 86, 90-94, 97-104, 112-113,125-129, 132-139, 145, 148, y 150 en la SEQ ID NO:3 estan sustituidos;

(vil) ninguno de los aminoacidos 5, 6, 11, 13-15, 18, 20-21, 24-27, 29-32, 35-41, 43, 45, 47-48, 50, 52-60, 64, 66,
67, 69-81, 83, 84, 86, 87, 89, 90-94, 97-104, 112-113, 125-129, 132-139, 145, 148y 150 en la SEQ ID NO:3 estan
sustituidos; y/o

(viii} ninguno de los aminoacidos 5, 6, 11, 13-15, 18, 20-21, 24-25, 27, 30-32, 35-41, 43, 47-48, 50, 52-60, 64, 66,
67, 69-81, 83, 84, 86, 87, 89, 90-94, 98, 100, 102-104, 112-113, 126, 128-129, 132-139, 145, 148 y 150 en la SEQ
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ID NO:3 estan sustituidos.

7. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores o un fragmento
del mismo que se une a LTBa.

8. Una proteina de fusién que comprende un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 que esta fusionado genética o quimicamente con uno o mas péptidos o polipéptidos,
opcionalmente:

(i que comprende una secuencia PAS; o
(i) que comprende una secuencia PAS que consiste en 30 copias de la SEQ ID NO: 13, fusionada al extremo N
terminal del polipéptido de Coversin modificado.

9. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de Coversin modificado o un fragmento del mismo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 8.

10. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9 o un vector
de acuerdo con la reivindicacion 8.

12. Un método para preparar un polipéptido de Coversin modificado o un fragmento del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 8 que comprende
cultivar una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 11 en condiciones por las que se expresa dicha proteina
y recuperar dicha proteina producida de este modo.

13. Una composicién que comprende un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 8, o una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacién 9 junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

14. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, una proteina de
fusion de acuerdo con la reivindicaciéon 8, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9 o la
composicion de la reivindicacion 13 para su uso en terapia.

15. Un polipéptido de Coversin modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, una proteina de

fusion de acuerdo con la reivindicaciéon 8, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9 o la
composicion de la reivindicacion 13 para su uso en un método de tratamiento del asma.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 2B

Mutante 1 SEQID NS (190 amincacidas)
deasdetygse pyvdafgafse gkeayvlvrs
Elpvimnbfkn ghdwastdwt ftldgakvta
hvdkvekevp dveguwygsngs addkevecor

MUTANTE 2 sEC B3 NO:S (150 aminpacidos;

dsasdotgse pvdafgsfse gksayvivrs
tipvomifkn gtdwagtdwt frldgakvra
hwdkvaekevp dyvemwgesdag adaveveooy

MUTANTE 3 SEQID NO:7 (150 amincasidos)
desesdotyse pydafqgqafse gkeayvives

hvdkvekavy dvenwgldag gdeveveoor

MUTAMTE 4 SEC D BQR (180 aminagcidos)

dsasdotgse pvdafgafse gkeavvlivrs
Lipwmmihn gtdwastdwh £ildgeakvia
hvdkvakevp Jdyemunldag glevavegqor

SEQ 1D NGC: 8 {11 aminodcidos) de las posiciones de aminoacidos 114 a 124 de la SEQ ID NG 3

y 132-142 de la BEQ 1D NQ: 2

pwmldagglew

tdpkardalk
tlgnlitgnre
griselasgry

tedpRavdalk
tlgnitanre
gkleslasgy

tdprardalk
tlgnlitgnre
gklasslasgy

tdpkardelk
lgnltomres
gkleslasgr

gapagakagdn
weydsgshha
nagmyehlkdo

gepnagaiodn
veyvdagzhho

ngrayphlkgo

gapngoekgdn
weydagohhe
negmayehl ks

gapngekadn
wwydsugshhe
ungmyphlkdo

SEQ 1D NG: 10 {11 aminodcidos) de las posiciones de amincacidos 114 a 124 de la
SEQ D NC: 2 en la variante | de Coversin {SEQ 1D NO: 5)).

geagsngsaddk

SEQ 1D NQ: 11 (11 aminoécidos) de las posiciongs de aminoacidos 114 2 124 de la
SEQ D NO: 2 en lavarante 2 de Coversin {SEQ 1D NO: 81,

mwosdagaday

SEQ D NOQ: 12 {11 aminodcidos) de as posiciones de aminodaidos 114 a 124 de iy
SEQID NO: 3 en la vanante 3 de Coversin (SEQ D NO: 71},

wmwrldaggde vy
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FIG. 3
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3: variante 2 de Conversin, reducida
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FIG. 4A
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FIG. 4B

PAS-variante 1 de Coversin (1puM)
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FIG. 5B (cont.)
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Porcentaje de lisis
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FEET T Variante de Coversin N2
20 i 44 &5 e 70 BG T
Temperatura [°C)

Termperatura de fusion [°C]
Coversin 64.06 + 0.03
Coversin variante 2 57.83+0.64
Coversin variante 1 50,16 = .06

FIG. 7

Porcentaje de lisis de SRCB en presencia de L-Covi, L-Cov2y Coversin
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FIG. 8
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FIG. 9A
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FIG. 9B
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